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I. LES LYMPHOMES B CUTANES PRIMITIFS

A. Généralités

Les lymphomes cutanés sont des proliférations lymphoides clonales malignes primitivement
localisées a la peau, de phénotype lymphocytaire T ou B, sans signe d’atteinte extra-cutanée
lors du bilan d’extension au diagnostic. Ils se distinguent donc des lymphomes ganglionnaires

ou systémiques avec localisations cutanées secondaires.

B. Classification

Dans la classification WHO-EORTC (organisation mondiale de la santé et organisation
européenne pour la recherche et le traitement des cancers) de 2005, les lymphomes B cutanés
sont identifiés selon leurs caractéristiques anatomo-cliniques et sont classés selon leur profil
évolutif « indolent » ou « intermédiaire » (Tableau 1, (Willemze et al., 2005)). Cette
classification a ét¢ intégrée au sein de la classification des tumeurs du tissu hématopoiétique
et lymphoide WHO 2008 (Swerdlow SH et al., 2008) révisée en 2016. (Swerdlow et al.,
2016) (Tableau 2)

Les lymphomes cutanés B indolents sont les plus fréquents et comprennent le lymphome B
cutané¢ centro-folliculaire (LBCCF) et le lymphome de la zone marginale. Les formes
intermédiaires sont principalement représentées par le lymphome B cutané type jambe
(LCBDGC-TJ) appelé aussi « type membre inférieur ». Ces 3 sous-types de lymphomes B

cutanés représentent 25% de I’ensemble des lymphomes cutanés.

Les lymphomes cutanés B

De pronostic indolent

Lymphome cutané primitif B de la zone marginale

Lymphome cutané primitif B centro-folliculaire

De pronostic intermédiaire

Lymphome cutané primitif B diffus a grandes cellules, de type-jambe

Lymphome cutané primitif B diffus a grandes cellules, autres

Lymphome cutané primitif B intravasculaire

Tableau 1 : Lymphomes B cutanés primitifs selon la classification WHO-EORTC de 2005 (Willemze et al., 2005)
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Hémopathies lymphoides a cellules B matures

Leucémie Lymphoide Chronique / Lymphome lymphocytique

Lymphocytose B monoclonale *

Leucémie prolymphocytaire B

Lymphome de la zone marginale splénique

Leucémie a tricholeucocytes

Leucémie /| lymphome splénique B inclassable

Lymphome a petites cellules B diffus de la pulpe rouge splénique

Leucémie a tricholeucocytes variante

Lymphome lymphoplasmocytaire

Macroglobulinémie de Waldenstrom

Gammapathie Monoclonale de signification indéterminée (MGUS) a IgM *

Maladie des chaines lourdes Mu

Maladie des chaines lourdes gamma

Maladie des chaines lourdes alpha

Gammapathie Monoclonale de signification indéterminée (MGUS) a [gG / A *

Myélome multiple

Plasmocytome solitaire osseux

Plasmocytome extra osseux

Maladies a dépdts de chaine d’Ig monoclonale *

Lymphome de la zone marginale (extra ganglionnaire) du tissu lymphoide associé aux muqueuses (lymphome
MALT)

Lymphome de la zone marginale ganglionnaire

Entité provisoire: lymphome de la zone marginale ganglionnaire pédiatrique

Lymphome folliculaire

Tumeur folliculaire in situ (auparavant : lymphome folliculaire in situ) *

Lymphome folliculaire type duodénal *

Lymphome folliculaire de type pédiatrique

Lymphome B a grandes cellules avec réarrangement IRF4 *

Lymphome cutané centro-folliculaire primitif

Lymphome a cellules du manteau

Tumeur a cellules du manteau in situ

Lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL)

Sans autre spécificité (NOS)

De type centro germinatif B *

De type B activé *

Lymphome B a grandes cellules riche en cellules T et en histiocytes

Lymphome diffus a grandes cellules B primitif du systéme nerveux central (DLBCL — CNS)

Lymphome diffus a grandes cellules B primitif, type jambe

Lymphome diffus a grandes cellules B EBV+ NOS *

Entité provisoire : ulcere mucocutané EBV+

Lymphome diffus a grandes cellules B associé¢ a une inflammation chronique

Granulomatose lymphomatoide

Lymphome a grandes cellules B primitif thymique

Lymphome a grandes cellules B intravasculaire

Lymphome a grandes cellules B ALK +

Lymphome plasmoblastique

Lymphome primitif des séreuses

Entité provisoire : Lymphome a grandes cellules B HHVS8+ NOS *

Lymphome de Burkitt

Entité provisoire : lymphome Burkitt-like avec anomalie 11q *

Lymphome B de haut grade avec réarrangement MYC, BCL2 et/ou BCL6 *

Lymphome B de haut grade NOS *

Tableau 2 : Classification OMS 2016 des hémopathies lymphoides B matures (Swerdlow et al., 2016)

(Une astérisque a la suite de la catégorie signifie qu'elle a été soit modifiée soit ajoutée par
rapport a la classification OMS 2008)
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II. LELYMPHOME CUTANE PRIMITIF B A GRANDES CELLULES
DE TYPE JAMBE

A. Généralités

Le LCBDGC-TJ a été individualisé pour la premiere fois par Vermeer en 1996 en tant que
lymphome B cutané primitif « des jambes ».(Vermeer et al., 1996a) Il se différentiait des
autres lymphomes B cutanés par sa localisation tumorale (jambes/extra-jambes) et son aspect
cytologique. Il a ensuite été clairement identifi¢ notamment sur le plan phénotypique, et
constitue une véritable entité anatomo-clinique depuis 2008.(Swerdlow SH et al., 2008) Il
représente environ 20% des lymphomes cutanés type B et 4% des lymphomes cutanés en
général. Il partage des caractéristiques cytologiques, architecturales, phénotypiques et
moléculaires avec le lymphome B diffus a grandes cellules (LBDGC) ganglionnaire, de sous-
type « activé » dont il constituerait un « équivalent cutané » avec quelques particularités.

L’4ge médian des patients atteints de LCBDGC-TJ est de 78 ans contre 53 et 58 ans dans les
lymphomes B cutanés primitifs de la zone marginale et centro-folliculaire. L’4ge médian des

LBDGC ganglionnaires est de 70 ans.

B. Clinique

Les LCBDGC-T]J surviennent chez des patients agés, avec une prédominance féminine (sex-
ratio : 1,6) (Grange et al. 2007; Grange et al. 2014; Willemze et al. 2005). Ils se manifestent
typiquement par des tumeurs cutanées de croissance rapide, érythémato-violacées, parfois

ulcérées, uniques ou multiples. (Figure 1)

Elles sont le plus souvent localisées aux membres inférieurs, mais il ne s’agit pas d’un critere
exclusif car 20 a 30% des LCBDGC-TJ comportent des localisations « extra-jambes », parfois
sans atteinte des membres inférieurs associée. La classification TNM adaptée aux lymphomes
cutanés (hors mycosis fongoide et syndrome de Sézary) permet d’évaluer la sévérité clinique.

(Tableau 3)(Kim et al., 2007; Senff and Willemze, 2007)
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Classification Description

Stade T

T1 Lésion cutanée solitaire
T1la : 1ésion cutanée solitaire <5cm de diametre
T1b : 1ésion cutanée solitaire >5cm de diametre

T2 Atteinte cutanée locorégionale : plusieurs atteintes cutanées limitées a une
zone corporelle ou deux zones contigués :
T2a : toutes les 1€sions sont regroupées sur une zone <15 cm de diametre
T2b : toutes les 1ésions sont regroupées dans une zone entre 15 et 30 cm
T2c : toutes les 1€sions sont regroupées sur une zone >30 cm de diametre

T3 Atteinte cutanée généralisée
T3a : multiples Iésions situées dans deux régions corporelles non contigués
T3b : multiples 1ésions situées dans >3 zones corporelles

Stade N

NO Absence d’envahissement ganglionnaire
1 adénopathie dans 1’aire de drainage d’une lésion cutanée actuelle ou
ancienne
>2 adénopathies de I’aire de drainage ou atteinte d’une aire ganglionnaire a
distance de I’air de drainage des Iésions cutanées anciennes ou actuelles
Envahissement ganglionnaire central

M

MO Absence de métastase extracutanée extraganglionnaire

M1 Présence de métastase extracutanée extraganglionnaire

Tableau 3 : Classification TNM des lymphomes primitifs cutanés hors mycosis fongoide et syndrome de Sézary (Senff
and Willemze, 2007)
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Figure 1 : Patients présentant un LCBDGC-TJ en fonction du stade T

a: stade Tla, b : stade T2a, c: stade T2b, d: stade T2¢c (N1MO), e : stade T2c
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Il n’est pas établi pourquoi les localisations tumorales du LCBDGC-TJ intéressent plus les
membres inférieurs. Le tégument pourrait constituer un site de privilege immun, au méme
titre que le systéme nerveux central ou le testicule, deux localisations de LBDGC extra-
nodaux dont le profil moléculaire est proche du LCBDGC-T]J par la présence de la mutation
MYDS88 L265P (page 81). L’insuffisance veino-lymphatique a I’origine de modifications
cutanées, pourrait entrainer un micro-environnement cloisonné favorable au processus
lymphomateux. Les lésions tumorales se développeraient a partir de cellules lymphoides
circulantes du fait d'un adressage particulier et d'un microenvironnement localement favorable

en regard des jambes.(Grange and Antonicelli, 2009)

C. Histologie

Les LCBDGC-TJ se caractérisent histologiquement par une prolifération dermique (+/-
hypodermique) diffuse, non épidermotrope, de nappes de grands lymphocytes B aux noyaux
principalement arrondis, a nucléoles centraux (immunoblastes) plus que périphériques
(centroblastes). Les cellules tumorales sont considérées comme larges (« grands
lymphocytes ») car de ’ordre de grandeur d’un noyau de macrophage, ou du double de la
taille d’un lymphocyte normal. Dans le LCBDGC-T]J, les cellules réactionnelles T sont peu
nombreuses et souvent confinées en zones péri-vasculaires. (Grange et al., 2001; Willemze et
al., 1997)

La distinction avec le LBCCF, est cytologique, par la présence dans ce dernier d’une majorité
de cellules clivées a type de grands centroblastes ou de grands centrocytes clivés. Elle est
aussi immunohistochimique (profil non-GC du LCBDGC-TJ) comme le suggere 1’algorithme
validé par le GFELC en 2015 (Laban et al., 2015; Wang et al., 2015) et moléculaire par la
spécificité de la mutation MYDS88 L265p.(Menguy et al., 2016)

Le LCBDGC-TIJ a un profil phénotypique particulier: de type B (CD20+, CD79a+, CD3-,
CD)), « activé » similaire a celui des LBDGC ganglionnaires: CD10-, BCL-6+/-, MUM-1+.
BCL-6 est exprimé dans 50 a 68% des cas (non discriminant dans le diagnostic différentiel).
Il est également BCL-2+, FOXPI1+, et présente un taux de prolifération (Ki67) élevé, sans
réseau folliculaire (CD21-). (Grange et al., 2004; Sundram et al., 2005; Willemze et al., 2005)
(Figure 2).

Le statut BCL-2 dans le LCBDGC-TJ a longtemps fait I’objet d’un débat (Kodama et al.,

2005) et un phénotype BCL-2+ était considéré comme de mauvais pronostic sans étre
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spécifique du LCBDGC-TJ.(Grange et al. 2004; Grange et al. 2007) L’architecture, 1’aspect
cytologique et la localisation des tumeurs étaient considérés comme les éléments les plus
discriminants pour faire le diagnostic. (Senff et al., 2007) A présent, une prolifération
lymphomateuse B a grandes cellules BCL-2 négatives n’est habituellement pas classée en
LCBDGC-TJ.(Laban et al., 2015) A I'inverse il existe des LBCCF a grandes cellules BCL-2
positifs qui doivent faire rechercher une localisation primitive extra-cutanée.(Pham-Ledard et

al., 2015)
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MUM-1x300 MIB-1x300
Figure 2 : Biopsies cutanées (HES et étude immunohistochimique) de LCBDGC-TJ

28



D. Traitements actuels

Par analogie avec les autres lymphomes B cutanés et du fait de leur age, initialement les
patients atteints de LCBDGC-TJ étaient surtout traités par radiothérapie seule. La prise en
charge thérapeutique a changé depuis ces dernieres années, et correspond a ce qui a été
proposé pour les lymphomes ganglionnaires ou une amélioration de la survie chez les patients
ages traités par R-PCT vs PCT a été démontrée. (Coiffier, 2007; Coiffier et al., 2002; Feugier
et al., 2005; Peyrade et al., 2011). Ainsi, dans le LCBDGC-TJ, en premiere ligne
thérapeutique, est proposée 1’association du rituximab, anticorps monoclonal anti-CD20, et
d’une polychimiothérapie de type CHOP ou COP. (Grange et al., 2010; Grange et al., 2009;
Guyot et al., 2010; Senff et al., 2008)) Les doses d’anthracyclines peuvent étre diminuées (R-
mini-CHOP) ou supprimées (R-CVP) chez les sujets de plus de 80 ans, fragiles, ou les
patients aux fonctions cardiaques altérées, sans qu’il ait ¢ét¢ démontré une perte
d’efficacité.(Grange et al., 2014b) Un traitement par facteurs de croissance hématopoiétiques
est systématiquement administré au cours de ces traitements chez des patients agés. Ainsi, la
radiothérapie ou le rituximab seul ne sont plus considérés comme traitement de premicre
intention mais peuvent €tre discutés si 1’état général du patient ne permet pas un traitement
plus agressif, a visée palliative.(Senff et al., 2008)

Le taux de rechute des LCBDGC-TJ apres R-PCT est évalué¢ a 52% contre 73% avant
I’utilisation de la R-PCT. Pour ces patients en rechute, la réalisation d’une deuxie¢me
chimiothérapie est souvent compromise par leur état général altéré.(Zinzani et al. 2006;

Grange et al. 2014) Aucune recommandation actuelle n’existe sur leur prise en charge.

E. Pronostic

Les LCBDGC-TJ sont considérés comme de pronostic « intermédiaire » parmi les
lymphomes B cutanés. Le taux de survie a 5 ans reste inférieur a celui des autres lymphomes
B cutanés, méme si en amélioration depuis ’utilisation de la polychimiothérapie associée au
rituximab (R-PCT) en premicre ligne thérapeutique. Il était estimé entre 41% et 63% dans les
premieres publications avant la généralisation de la R-PCT (Grange et al. 2007; Senff et al.
2008; Willemze et al. 2005; Vermeer et al. 1996; Bessell et al. 2012; Kodama et al. 2005;
Hallermann et al. 2011). Une ¢étude rétrospective du GFELC a comparé le pronostic des
patients avec un LCBDGC-TJ diagnostiqué sur la période 1988-2003 avec les patients
diagnostiqués sur la période 2004-2010. Il a été observé une nette amélioration des taux de
survie a 3 et 5 ans entre les 2 périodes : de 55 a 74% puis de 46 a 66% respectivement. Ces

résultats étaient associés a une différence significative liée au traitement regu : 88,5% des
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patients de la période 2 avaient été traités par R-PCT contre 16,7% des patients de la période

1 (p<0,001). (Grange et al. 2014)

Les facteurs de mauvais pronostic identifiés en analyse multivariée au sein des cohortes de
patients atteints de LCBDGC-TJ sont le nombre ¢élevé de 1ésions, le siege sur les membres
inférieurs.(Grange et al. 2001; Grange et al. 2007; Senff et al. 2007; Grange et al. 2014). Les
formes a Iésions uniques lors du diagnostic et/ou localisées en dehors des membres inférieurs

sont de meilleur pronostic.

III. LES LYMPHOMES B DIFFUS A GRANDES CELLULES

A. Le lymphome B diffus a grandes cellules ganglionnaire

1. Plusieurs sous-types

En terme d’incidence, les LBDGC ganglionnaires représentent jusqu’a 30% des lymphomes
non hodgkiniens, soit un peu plus de 4 000 nouveaux cas par an en France. Les LBDGC sont
des proliférations malignes qui se caractérisent cytologiquement par des cellules tumorales
anormalement larges. L’ architecture est dite «diffuse» car les lymphocytes malins ne suivent
plus une structuration normale en follicules compacts, mais diffusent au sein de la région
tumorale du ganglion.

La morphologie des cellules tumorales définit 3 sous-types majoritaires -par ordre de
fréquence centroblastiques, immunoblastiques et anaplasiques- progressivement abandonnés
au profit des sous-types moléculaires identifiables de manicre plus reproductible.

On distingue deux sous-types selon I’expression des genes par les cellules lymphomateuses
(Profil d’Expression Génique, GEP ou transcriptome). Ces deux sous-entités sont
probablement le reflet de processus transformants divergents : le sous-type GC (« Germinal
Centerlike ») dont le phénotype est proche de celui d’une cellule B du centre germinatif et le
sous-type non-GC de phénotype activé (Activated-B Cell, ABC), profil d’expression d’un
type cellulaire plus tardif, proche du plasmocyte. (Alizadeh et al., 2000) Ce-dernier sous-type

est de plus mauvais pronostic.
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2. Phénotype du LBDGC ganglionnaire de type non-GC

Les LBDGC se distinguent par [’expression ou non des marqueurs du centre
germinatif (CD10+, BCL-6+/-, MUM-1+) selon 1’algorithme de Hans (Figure 3) qui est le
plus utilis¢ et le mieux corrélé a 1’analyse d’expression génique, cette-derniere n’étant pas
accessible en routine. Cependant, 10 a 15% des LBDGC ganglionnaires restent inclassés avec
cette méthode et sont considérés comme des LBDGC NOS (Not Otherwise Specified).

De nouvelles méthodes basées sur la quantification de transcrits d’ARN extraits de
prélévements fixés en paraffine fournissent des résultats concordants avec le GEP classique et
permettraient une analyse plus fiable que I’immunohistochimie seule. Ces méthodes ne sont

pas accessibles a la plupart des laboratoires mais représenteraient une alternative prometteuse.

GCB non-GCB
+ ———————
+
MUMI
CD10 z B
- GCB
Bcl-6
- non-GCB

Figure 3 : Algorithme de Hans (Hans et al., 2004)

3. Traitements actuels du LBDGC ganglionnaire

Les traitements de premicre ligne évoluent grace a la compréhension de la pathogenese, avec
I’arrivée de nouvelles molécules et 1’amélioration des soins de support. Le traitement de
premicre ligne du LBDGC se décide en fonction de 1’age et d’un score pronostique
(International Pronostic Index, IPI). L association rituximab et une polychimiothérapie type
CHOP est recommandée. Pour les patients entre 60 et 80 ans, le traitement consiste
généralement en 6 a 8 cures de RCHOP21. Apres 80 ans, des variantes du R-CHOP21 basées
sur un dosage moindre (R-miniCHOP) ou sans anthracyclines (remplacée par de I’etoposide)
sont préférées, le traitement a visée curative €tant conditionné par une évaluation gériatrique
préalable.(Tilly et al., 2015)
En seconde ligne thérapeutique et suivantes, pour les 30% de patients réfractaires ou
rechuteurs, différentes combinaisons de chimiothérapies peuvent étre utilisées telles que R-
DHAP (Dexaméthasone, Aracytine, Cisplatine), R-ICE (Ifosfamide, Carboplatine,
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Etoposide), R-GEMOX (Gemcitabine, Oxaliplatine), plus ou moins associées a une

autogreffe de cellules souches chez les patients jeunes.

B. Caractéristiques moléculaire des LBDGC non-GC

Les techniques de séquencage massif (Next Generation Sequencing, NGS) ont permis
d'identifier des mutations récurrentes, au sein des sous-types non-GC ou GC. (Jardin, 2014;
Pasqualucci et al., 2011). La plupart de ces mutations concernent des geénes impliqués dans la
fonction biologique du lymphocyte B (différenciation, signalisation du récepteur a l'antigéne,
voie NF-kB, réponse immunitaire, apoptose et cycle cellulaire, conformation
chromatinienne). Le LBDGC non-GC est essentiellement associé a une activation constitutive

de la voie NF-kB, en lien étroit avec les voies du BCR et de l’interféron (IFN). (Figure 4)
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(Bohers et al., 2015; Davis et al., 2010)
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Figure 4 : Les différentes voies cellulaires impliquées dans le LBDGC non-GC (Yang et al., 2012)
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1. La voie NF-kB

a. Présentation du complexe NF-kB

La voie de NF-«xB est une voie majeure dans 1’organisme vivant. Sa délétion chez I’animal est
létale. Son activation favorise la survie et la prolifération cellulaire ainsi que l'inhibition de
I'apoptose. En conditions physiologiques, cette voie est inhibée. Dans le LBDGC
ganglionnaire type non-GC, puis dans un deuxieme temps dans le LCBDGC-T]J, il a été
démontré que I’activation de cette voie favorisait la lymphomagénese.

Les complexes NF-kB (dimeres formés a partir de 5 protéines) sont exprimés de fagon
ubiquitaire. En 1’absence de signaux extracellulaires spécifiques, ils sont maintenus inactifs
dans le cytoplasme par les protéines de la famille des inhibiteurs de NF-kB (IxB ou inhibitors
of NF-kB). L’activation de NF-kB est sous le contrdle de IxB kinase (IKK), complexe
trimérique composé¢ de deux sous-unités catalytiques (IKKa et IKKp,) et de la sous-unité
régulatrice NEMO (NF-kB essential regulator, connu aussi sous le nom d’IKKy). En cas
d’activation pathologique, le complexe NF-«kB est transporté dans le noyau ou il se fixe sur
les promoteurs de ses génes cibles et entraine leur transcription.(Compagno et al., 2009; Yang

etal., 2012)

En cas de dérégulation a ’'un des nombreux points de contréle en amont ou en aval du
complexe NF-kB, la voie NF-«xB est stimulée, donc 1’apoptose cellulaire inhibée et la

différenciation plasmocytaire plus assurée convenablement.

b. Les différentes étapes en amont de la voie NF-kB

- Le récepteur lymphocytaire B (BCR) :
Ce complexe est composé de I’'immunoglobuline de surface, unique a chaque cellule B, 1i¢
de fagcon non covalente a un hétérodimere invariant (CD79A et B). A la suite de la liaison a
I’antigéne, les molécules de signalisation CD79A et B s’activent via une phosphorylation
des résidus tyrosines des motifs ITAM intracytoplasmiques. Cela conduit a une cascade de
signaux intracellulaires impliquant la tyrosine kinase de Bruton (BTK), qui permet
I’activation de la protéine kinase CB (PKC-B). Celle-ci phosphoryle la molécule adaptatrice
CARDI1 qui est impliquée dans la transduction du signal. La kinase IxkB (IKK), régulateur

clef de ’activation de la voie NF-kB est ainsi activée.
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La voie du BCR s’active secondairement aux mutations de CD794/B (CD79B,
principalement, sur les motifs ITAM) et du géne CARDI! (sur le domaine coiled-coiled),

permettant son activation constante, y compris en [’absence de composants essentiels du BCR.

- Les Toll-like récepteurs (TLR).

Ils constituent un mécanisme alternatif au BCR, participant a I’immunité innée. Ces
récepteurs détectent selon un principe similaire a la présence d’antigénes étrangers dans
I’organisme, sans toutefois la diversité caractéristique des immunoglobulines. Une dizaine
de récepteurs différents seulement assure la reconnaissance d’un nombre restreint
d’antigénes conservés chez les agents infectieux (lipopolysaccharides, flagélines, ARN
viraux...).

Leur fixation au complexe NF-kB peut étre majorée suite a une modification de la zone de
fixation qui les unit. Ce changement intervient au décours de la mutation L265p du geéne
MYDS8S qui entraine une substitution nucléotidique a 1’origine d’un changement d'acide
aminé sur la protéine MYDS8S. Cette mutation impute la liaison du TLR a un complexe de
signalisation compos¢ de sous-unités appartenant a la famille de sérine/thréonine kinase

IRAK (Interleukin-receptor-associated kinase), IRAK1 et IRAKA4.

In fine, le complexe IRF4/SPIB est surexprimé ce qui permet I’expression ou la répression de
genes impliqués dans :
- La stimulation du facteur de transcription NF-kB et la voie NF-xB a
proprement dite (survie cellulaire)
- L’inhibition de la voie de I’interféron 3 (mort cellulaire)

- La sécrétion d’IL-6/ IL-10 (survie cellulaire)

c. Différentes étapes en aval de la voie NF-kB

Le facteur de transcription NF-kB a plusieurs genes cibles, qui peuvent aussi faire 1’objet de
surexpressions pathologiques, entre autres :
- Géne TNFAIP3/A20, qui a I’état physiologique est un régulateur négatif de la voie
NF-kB. Son inactivation va entrainer une stimulation de cette voie.
- Geéne BCL-2, qui peut a la fois étre surexprimé via la voie NF-xB mais peut aussi
faire I’objet de mutations activatrices indépendantes. Sa surexpression entraine une
inhibition de I’apoptose.
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- Géne IRF4, qui entraine de manicre physiologique une inhibition de 1’expression de
BCL-6 et en conséquence 1’encodage de BLIMPI, normalement réprimé par BCL-6.
BLIMPI code pour la protéine PRDM1 permettant la différenciation terminale des
cellules en plasmocytes. (Klein et al., 2006). Ce gene IRF4 est donc important pour
plusieurs raisons: il permet la différenciation plasmocytaire et stimule par

rétrocontrole positif le complexe NF-«kB, ce qui favorise la survie du lymphome.

2. Les autres voies moléculaires dans le LBDGC non-GC

IRF4 est au carrefour de plusieurs voies moléculaires autres que la voie NF-kB. On compte
notamment :
- La voie de I’interféron B stimulée par IRF7, via la voie des TLR. Sa stimulation
provoque la mort cellulaire.
- Lavoie d’IL-6/ IL-10 qui entraine I’activation de STAT3 par les JAK kinases (survie
cellulaire). Les protéines STAT sont transloquées dans le noyau apres dimérisation et
régulent ¢également la transcription de geénes intervenant dans la différenciation
lymphocytaire B. STAT induit aussi la production de protéines qui exercent un

rétrocontrole négatif sur la voie de JAK.

C. Les mutations retrouvées dans le LCBDGC-TJ

La connaissance de la lymphomagénese des LBDGC ganglionnaires a participé a éclaircir
celle des LBDGC cutanés, et en particulier du LCBDGC-TJ. (Hoefnagel et al. 2006) La
fréquence de chaque mutation retrouvée au sein de ces lymphomes est représentée par le
Tableau 4 (correspondance onco-hématologie, mai 2015, Dr Pham-Ledard), en comparaison
aux LBDGC ganglionnaires non-GC. A noter que 96% des cas de LCBDGC-TJ étudiés par
Pham-Ledard et al étaient porteurs d'au moins une anomalie mutationnelle, et plus de 50% en
présentaient au moins deux. Les 23 patients étudiés ont été testés pour la mutation MYDSS,
les translocations de BCL-2, BCL-6, MYC, pour la délétion du locus 9p21 (en FISH), et pour
le locus 6g21 encodant BLIMPI. (Pham-Ledard et al., 2014) (Figure 5).
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[Gene impliqué LBDGC | LBDGC- Conséquence Voie de signalisation impliquée
BCL6 (mutation, translocation) ;‘;;C ;‘g% Surexpression BCL6 Survie, prolifération, différenciation
MYC (translocation) 5-10% 13% Surexpression MYC Métabolisme, croissance
PRDMI/BLIMPI (délétions, mutations) | 25% 61% del Perte expression BLIMP1 Blocage différentiation plasmocytaire
MYDSS (mutations) 39% 60-70% Protéine adaptatrice entre Activation de NFkB via TLR

TLR et NFkB
CARDI I (mutations) 10% 10% (1/10) | Couple BCR 4 NFkB Activation constitutive de NFkB
CD79B/A (mutations) 21% 20% (2/10) | Composant du BCR A.ctivafion de NFkB par "BCR
TNFAIP3/420 (délétion, mutations) 30% 40% del Inhibe I'activation NFxB Sgg;lal;i de NFkB par levée de
18q BCL2 (amplifications) 13% Gains Surexpression BCL2 (survie) IBToh;:gl:(:ll:: I'apoptose
Del 6p21 CDKN2A/28 25-30% 70% Perte expression p16 Cycle cellulaire
Tri 3 FOXPI gains., Gains 82% | Surexpression FOXP1 Survie
MLL2 (mutations) ;l(r;'ih ? Histone méthyltransférase Régulation épigénétique
CREBBP (mutations) 17% ? Histone acétyltransférase Régulation épigénétique
FOXOI (mutations) <10% ? Facteur de transcription, Echappement immunitaire
suppresseur de tumeur

Tableau 4 : Principales anomalies génétiques associées aux LBDGC non-GC et LCBDGC-TJ (correspondance onco-
hématologie, mai 2015, Dr Pham-Ledard)

’wc (3,13%)
(5

Figure 5 : Répartition des mutations retrouvées dans le LCBDGC-TJ (Pham-Ledard et al, 2014a)
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1. Mutations impliquant la voie NF-kB

Les mutations étroitement liées a la voie NF-kB précitées ont toutes été retrouvées dans le
LCBDGC-TJ (CARDI1, TNFAIP3/A20, CD79A/B, MYDS88). Parmi elles, la mutation
MYDS88 L265P se distingue par sa fréquence au sein des LCBDGC-TJ par rapport a son

homologue ganglionnaire.

La mutation MYDS88 L.265p

La mutation L265P de MYDS88 a été mise en évidence dans les LCBDGC-TJ en 2012 (Pham-
Ledard et al., 2012) et concerne jusqu’a 76% des cas selon les séries, contre 29% maximum
pour le LBDGC non-GC.(Ngo et al., 2011; Rovira et al., 2016) La mutation MYD88 L265P
est certes peu fréquente dans le LBDGC ganglionnaire non-GC, mais I’est en revanche
beaucoup plus dans certains autres sites extra ganglionnaires de LBDGC : systéme nerveux
central (75%) et testicule (71%). (Kraan et al., 2013)

Cette recherche mutationnelle, est faite a présent dans plusieurs laboratoires, par détection de

Ialléle spécifique par sondes type TagMan®.

La recherche de cette mutation a plusieurs intéréts dans le LCBDGC-TJ:

- Intérét diagnostique, pour les cas de lymphoproliférations a grandes cellules B dont
le diagnostic différentiel entre le LBCCF a grandes cellules et le LCBDGC-TJ n’est
pas évident cytologiquement ou sur le plan phénotypique.

Dans une cohorte de 46 patients, aucune mutation MYD88 L265p n’a été mise en
évidence chez les 21 patients atteints de LBCCF a grandes cellules, mais retrouvée
chez 76% des 26 patients présentant un LCBDGC-TJ. Cette é¢tude a permis d’évaluer
la spécificité et la valeur prédictive positive de la mutation MYDS88L265p dans le
LCBDGC-TJ a 100% et une valeur prédictive négative de 78%. (Menguy et al., 2016)

- Intérét pronostique : Il a ét¢ démontré sur une cohorte de 58 patients que la mutation
MYD88 L265P ¢était associée a un moins bon pronostic, indépendamment du
traitement regu, dans les LCBDGC-TJ (OR, 2.94; 95% CI, 1.18-7.30; P = 0.02).
(Pham-Ledard A et al., 2014) La valeur pronostique péjorative de la mutation MYDS88

L265p a aussi ¢ét¢ mise en évidence dans le LBDGC ganglionnaire (tout type
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confondu) par rapport au génotype sauvage ou aux autres mutations MYDS88 non

L265p (HR=1.786; p=0.023).(Rovira et al., 2016)
Intérét thérapeutique : L’identification du statut MYD88 ainsi que d’autre mutations

présentes dans le LCBDGC-TJ pourrait permettre a terme d’introduire un traitement

ciblé en fonction du statut mutationnel (cf. plus loin).

2. Mutations hors voie NF-kB

D’autres mutations n’impliquant pas directement la voie NF-xB ont été mises en évidence

dans le LCBDGC-T]J:

Délétion de la région chromosomique 9p21.3 contenant le géne CDKN2a (p16™%**)

qui encode les protéines pl4ARF et pl6, impliquées dans le cycle cellulaire. Cette
mutation est retrouvée jusqu’a 70% des LCBDGC-TIJ et est associé a un moins bon
pronostic. (Senff et al., 2009)

Réarrangement impliquant le proto-oncogene c-MYC dans 13% des LCBDGC-TJ.
(Pham-Ledard et al., 2014)

Réarrangement de BCL-6 dans 26 % des cas. (Pham-Ledard et al., 2014)

Inactivation de BLIMP1 dans 61% des cas. (Pham-Ledard et al., 2014)
Sureprexression de BCL-2, qui entraine un blocage de ’apoptose dans 4% des cas.

(Pham-Ledard et al., 2014)

3. Corrélation entre le profil génétique et immunohistochimique

Hormis I’expression de BCL-6 retrouvée en immunohistochimie comme corrélée sur le plan

génétique a la mutation géne BCL-6 dans 79% des cas, les expressions de BCL-2, MYC et

IRF4 n’ont pas été retrouvées comme corrélées au statut mutationnel de leur géne respectif

¢tudi¢ en FISH. (Pham-Ledard et al., 2014, 2012, 2010)
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IV. LE LENALIDOMIDE

Le lenalidomide (REVLIMID®) est un agent anticancéreux oral, analogue du thalidomide,

faisant partie d'une classe de nouveaux produits immunomodulateurs appelés ImiDs®.

A. Indications actuelles

I1 est actuellement indiqué en France dans :

Les myélomes multiples en premiere ligne seul ou associée a la dexaméthasone en cas
de rechute

Les syndromes myélodysplasiques avec anémie a faible risque ou a risque
intermédiaire associ€s a une anomalie cytogénétique 5q de suppression avec ou sans
anomalies cytogénétiques supplémentaires

Les lymphomes du manteau en rechute ou réfractaire, pour les patients inéligibles a la
greffe, uniquement en 1’absence d’alternative thérapeutique disponible. (Commission

HAS, 8 mars 2017)

B. Mécanismes d’action

Le mode d’action du lenalidomide est polyvalent (Chanan-Khan and Cheson, 2008) et

résume par les Figure 6 et Figure 7. Il a un effet :

cytotoxique, pro-apoptotique
immunomodulateur en particulier sur les cellules Natural Killer

anti-angiogénique.
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T-Cell Effects

Activation and proliferation

t Immune synapse formation

t CD8+ T-effector cell activity
Stimulation of cytotoxic CD8+ and
helper CD4+ T cells

t Dendritic cell antigen presentation

NK-Cell Effects

t Number and activity of NK cells

t Enhanced ADCC

t Immune synapse formation and
direct NK killing

Immune synapse
formation \ @
c ADCC and enhanced
cytotoxicity

Mi z { Eff
t Anti-inflammatory cytokines:
IL-2, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a

+ Inflammatory cytokinles:
IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a

T-cell activation
and proliferation

Malignant B-Cell Effects

t p21WART AP-1

+ CDK2, CDK4, CDKs, Rb

+ Akt, Gab1 phosphorylation
t G,/G, arrest; + proliferation

Stromal cell

Figure 6 : Mécanismes d’action du lenalidomide (Gribben et al., 2015)

1. Effet cytotoxique

Le lenalidomide entraine un blocage du cycle cellulaire en GO/G1. (Verhelle et al., 2007) 11
n’a pas de forte activité anti-tumorale intrins€que mais une action importante sur I’expression

globale des geénes impliqués dans la prolifération cellulaire, essentiellement via 1’inhibition

d’IRF4.

Inhibition de la voie NF-kB par le complexe IRF4/SPIB

La protéine IRF4 forme le complexe IRF4/SPIB activateur de la voie NF-«B par 1’activation
de CARDI11. La transcription du gene /RF4 est elle-méme activée par la voie NF-xB. Ainsi,
IRF4 qui joue le réle de rétrocontrdle positif de la voie NF-kB est une cible thérapeutique.
(Lopez-Girona et al., 2011; Zhang et al., 2013) L’équipe de Yang a montré que le
lenalidomide affecte, au moins partiellement, 1’expression d’IRF4 et de SPIB.(Yang et al.,
2012) A partir de 14, la transcription de plusieurs genes est affectée. Ces génes sont impliqués
dans la réponse immune, la réponse anti-inflammatoire (tels que les geénes de /’IL-8, de [I’IL-

12, du TNFa) mais aussi dans I’angiogenese (action sur le VEGF).
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Le cereblon, une cible plus récente

Plus récemment, a ét€¢ mise en évidence une protéine en amont du complexe IRF4/SPIB. Elle
controle les taux d’IRF4 et de SPIB: il s’agit de la protéine cereblon. C’est une sous-unité
d’un complexe ligase ubiquitaire E3. Sa capacité d’ubiquitination est modifiée en présence

des agents immunomodulateurs. (Yang et al., 2012)

Stimulation de la voie de I’Interféron type 1

En ciblant le complexe IRF4/SPIB, 1’expression du géne de ’interferon B (IFN) n’est plus
réprimée. Cela induit la phosphorylation de TYK 2, une JAK kinase, qui phosphoryle a son
tour STAT1 un facteur de transcription. Cette activation de la voie de I’interféron, qui est

inhibée au cours de la lymphomagénese, induit une mort cellulaire

Inhibition de la voie de signalisation de I’TL-6

L’équipe de Yang a également montré que les cytokines IL-6 et IL-10 étaient diminuées sous
lenalidomide confirmant I’impact d’IRF4 sur la transcription des acteurs de cette voie de

signalisation. Ainsi sous lenalidomide, cette voie de survie cellulaire est inhibée.

Inhibition de ’activité de la protéine IKK

Le lenalidomide est un inhibiteur de I’activité de la protéine IKKYy, une kinase qui inhibe la
phosphorylation et la dégradation de IKKB par le systeme ubiquitine/protéasome, et bloque

NF-kB sous forme inactive dans le cytoplasme.
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Figure 7 : Implication du lenalidomide dans les voies de signalisation cellulaire (Yang et al., 2012)

2. Effet immunomodulateur
Le lenalidomide augmente le nombre et la fonction des cellules NK impliquées dans la
réponse auto-immune innée. Il augmente leur nombre mais surtout leur cytotoxicité. Cet effet
sur les cellules NK est indirectement médié par la production d’IL-2 par les lymphocytes T,
stimulés par le lenalidomide. (Davies and Baz, 2010; Gribben et al., 2015)

3. Effet anti-angiogénique
Le lenalidomide inhibe la migration des cellules endothéliales et I’angiogenese en affectant

les voies signalétiques initiées par le VEGF, une cytokine pro-angiogénique.

C. Traitement par lenalidomide du LBDGC ganglionnaire

Le lenalidomide ne fait pas partie des recommandations « officielles » pour le traitement du
lymphome B diffus a grandes cellules mais a fait I’objet de nombreuses ¢études. 1l s’agit

d’essais de phase II pour la plupart ou d’études rétrospectives, qui 1’évaluent en deuxieme

42



ligne thérapeutique dans les lymphomes réfractaires ou en rechute. Les LBDGC GC et non-

GC font I’objet d’analyses en sous-groupe. (Tableau 5)

(Wiernik et al.,
2008)

ORR=35% LNH (CJP)
ORR= 19% LBDGC (Analyse en sous -

Essai de phase I1

Lenalidomide 25mg J1-J21
(49 patients)

Ilizaliturri et al.,

2011)

groupe)
(Witzig et al., | ORR=35% LNH (CJP) Essai de phase I1
2011) ORR= 28% LBDGC (Analyse en sous - | Lenalidomide25mgJ1-J21
SETE) (217 patients)
(Hernandez- ORR=53% LBDGC non GC Etude rétrospective

ORR= 9% si LBDGC GC

Lenalidomide 25mg J1-J21
(40 patients)

(Czuczman MS, | Analyse en Immunohistochimie : Etude phase II/I11
Davies A, Linton | ORR=29% LBDGC non GC Lenalidomide 25mg J1-J21
KMetal,nd) | ORR=26% si LBDGC GC (102 patients)

Analyse du profil d’expression génique :

ORR=45% si LBDGC ABC

ORR=21% si LBDGC GC
(Zinzani et al., | ORR=42,2% LNH (CJP) Etude rétrospective
2015) ORR= 42.1% LBDGC (Analyse en sous- | Lenalidomide 10, 15 ou

groupe) 25mg J1-J21

(64 patients)

(Mondello et al.,
2016)

ORR=37% LBDGC (CJP)
Analyse en sous-groupe :
ORR=65% (LBDGC non GC)
ORR=3% (LBDGC GC)

Etude rétrospective
Lenalidomide 15 ou 25mg
J1-121

(123 patients)

ORR : objective rational rate (taux de réponse) ; CJP : critére de jugement principal

Tableau 5 : Revue des études évaluant le lenalidomide seul dans les lymphomes non-hodgkiniens en rechute ou
réfractaires a une R-polychimiothérapie.

Le lenalidomide a également ¢été associé¢ en deuxieme ligne thérapeutique au rituximab (R2)

avec des taux assez similaires au lenalidomide seul dans des études de phase II (Wang et al.,

2013; Zinzani et al., 2011) ou rétrospectives (Ivanov et al., 2014; Zinzani et al., 2017).
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Les essais de phase II étudiant le lenalidomide (15mg J1-J14) en premiere ligne thérapeutique
associé¢ a une chimiothérapie par R-CHOP21 ont montré que 1’ajout du lenalidomide était
plus favorable aux lymphomes de phénotype « non-GC ». (Nowakowski et al., 2015; Vitolo et
al., 2014) Un essai de phase III appliquant ce méme protocole thérapeutique en premiere ligne
versus placebo-R-CHOP21 chez des LBDGC non-GC est en cours (nombre de sujets
envisagés : 560).(Nowakowski et al., 2016)

Un autre essai de phase III multicentrique, coordonné par une équipe francaise, réalisant ce
schéma thérapeutique a plus faibles posologies (Lenalidomide a 10mg J1-J14), et chez des
patients de plus de 80 ans avec un LBDGC ganglionnaire (tous types), est aussi en cours
(¢tude SENIOR, NCT02128061). Les résultats de cette étude, notamment sur le profil de
tolérance, seront intéressants en vue de les adapter aux LCBDGC-TJ dont la population est

similaire.

Partant du principe que le LCBDGC-TJ et le LBDGC ganglionnaire non-GC comportent des
similitudes cytologiques, moléculaires et génétiques, des traitements équivalents peuvent étre
proposés. La R-PCT a déja fait les preuves de son efficacité¢ dans le LCBDGC-TJ, mais les
patients réfractaires ou en rechute demeurent encore problématiques. Tant dans le LBDGC
ganglionnaire que le LCBDGC-TJ, une dérégulation de la voie NF-kB participe a la

lymphomagénese.

L’ensemble de ces données a conduit & proposer la mise en place d’un essai de phase 2
évaluant I’efficacité et la tolérance du lenalidomide dans les LCBDGC-TJ en rechute ou
réfractaire a la R-PCT. Cet essai, REV-LEG (ClinicalTrials.gov numéro, NCT01556035),
conduit au sein du GFELC a ¢été soutenu par un PHRC national avec un co-financement de
Celgene. 1l s’agit du 1 essai thérapeutique multicentrique sur ce type de lymphome/

24 centres appartenant au groupe francais d’étude des lymphomes cutanés (GFELC) ont
participé. Parmi eux, 11 centres ont inclus les 19 patients de I’étude REV-LEG, selon le

protocole thérapeutique ci joint. (Figure 8, Tableau 6)
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TRAITEMENTS/ST

RATEGIES Lenalidomide 25 mg/ jours 21 jours — Reprise & J28.
/PROCEDURES DE | Traitement poursuivi jusqu’a 12 mois sauf progression.
LA RECHERCHE
Critére de jugement principal :
Taux de réponse globale (réponse compléte ou partielle) a 6 mois. La réponse est
CRITERES DE cvatlucc sur qcs critéres clmlquc_s et isotopiques.
i Critéres de jugement secondaires :
JUGEMENT

sous traitement.

Taux de réponse globale & 12 mois, la durée de réponse, la survie sans progression,
la survie globale et la survie spécifique ainsi que la tolérance et la qualité de vie

progression)

TRAITEMENT.

Lenalidomide (25 mg/j 21 jours, cycle de 28 jours pendant 12 mois sauf

| Traitement Arrété ]

Inclusion

V1
5.1

| |

M

J8 5 J22

Progression a 2 visites consécutives + EIG

M1 M2 2 M11
l J35 J42 J49 l

M12
|

| |

Prédnclusion

Réponse compléte
Réponse Partielle
Stabilité
Progression

I |

Réponse compléte
Réponse Partielle
Stabilité
Progression

Délivrance médicament avec si nécessaire adaptation

des doses selon tolérance clinique et biologique

Evaluation
clinique tous les mois + TEP M0-M6-M12

1 »
Réponse compléte
Réponse Partielle
Stabilité
Progression

Figure 8 : Résumé schématique de I’étude REV-LEG

Numéro Centre Investigateur principal NmeFe de
centre patient inclus
1 Bordeaux Pr BEYLOT-BARRY Marie Coordonnateur 3
2 Aphp St-Louis Pr BAGOT Martine 2
3 Rouen PrJOLY Pascal 2
9 Grenoble Dr TEMPLIER Isabelle 1
10 Lille Pr MORTIER Laurent 2
11 Lyon sud Dr DALLE Stephane 1
15 Nantes Dr QUEREUX Gaélle 1
19 Aphp Bichat Dr MAUBEC Eve 1
21 Aphp Mondor Dr ORO Saskia 2
22 Aphp Tenon Dr BARETE Stéphane 1
25 Marseille Dr BOUABDALLAH Reda (Dr Nathalie 3
BONNET pour le GFELC)

Tableau 6 : Centres investigateurs actifs dans 1'étude REV-LEG
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Nous présentons dans I’article joint a cette thése les principaux résultats de cette étude.

Des résultats complémentaires, non soumis actuellement pour publication, sont ensuite exposés
dans la discussion.

A noter qu’apres 1’¢laboration de I’étude et le début des inclusions, deux cas de LCBDGC-T]J traités
avec succes par lenalidomide ont été publiés.

La premiere patiente a obtenu une réponse partielle des le premier cycle de traitement (Lenalidomide
25mg/j J1-J21) et s’est stabilisée jusqu’au 5°™ cycle, sans que le suivi ultérieur ne soit connu.(Savini
et al., 2014) La deuxiéme patiente obtint une réponse partielle du 2°™ au 4°™ cycle de traitement
(Lenalidomide 20mg/j). La récidive tumorale a été traitée par radiothérapie seule puis par
I’association R-lenalidomide avec une excellente réponse (5 cycles jusqu’a la date de publication).

(Swaika et al., 2014)
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ABSTRACT

Purpose

Combinaison of rituximab and polychemotherapy (R-PCT) has improved the prognosis of primary
cutaneous diffuse large B-cell lymphoma, leg type (PCDLBCL-LT). However, the advanced age of
patients limits therapeutic options in relapsing or refractory cases. Lenalidomide may be there an

attractive candidate.
Patients and Methods

A multicenter single arm phase II trial (NCT01556035) was conducted in the French study Group of
Cutaneous Lymphoma to assess benefit and safety of lenalidomide in refractory or relapsing
PCBCL-LT after R-PCT. Patients received oral lenalidomide 25 mg once daily 21 days of every 28-
day cycle, for 12 cycles as tolerated or until disease progression. Primary endpoint was the 6-month
overall response rate (ORR). Secondary endpoints were 12-month ORR, overall and disease specific
survival, duration of response (DR), progression-free survival (PFS), safety and identification of

prognostic factors.
Results

Forty-nine patients (median age 79 years) were included. Median number of lenalidomide cycles was
5. The 6 month ORR was 26.3% (11-47.6%, 1C90%) including 4 complete response (CR) and 1
partial response (PR). At 12 months, there were still 2 CR and 1 PR. Median PFS and DR were 5 and
4 months respectively. Median global and specific survivals were 19.4 and 23.8 months respectively.
No association was found with the 6-month ORR, but negative MYDS&S8 status was associated with a
better response (OR = 0.12 (95%CI, 0.02-1.00), p=0.05). The most common grade 3 adverse events
(AEs) were neutropenia (21.0%) and thrombocytopenia (10.5%). Two grade-5 AEs occurred (sepsis

due to agranulocytosis, pulmonary embolism).
Conclusion

Oral lenalidomide monotherapy produces a modest but encouraging response in relapsing or
refractory PCDLBCL-LT. Further investigations of lenalidomide, at reduced doses or in combination

are warranted.
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Introduction

Primary cutaneous diffuse large B-cell lymphoma, leg-type (PCDLBCL-LT) has been recognized as
a unique entity among primary cutaneous lymphomas (PCL), since the combined classification of
World Health Organization and European Organization for Research and Treatment of Cancer
(EORTC)." This original B-cell PCL occurs mainly in elderly patients and has a predilection for
lower limbs involvement. Histologically, it is characterized by confluent sheets of large cells
(immunoblasts and less or more centroblasts) with round nuclei, a non germinal-center (GC)
phenotypic profile (CD10-, BCL-6+, MUM-1+) and BCL-2 expression. Conversely to other B-cell
PCL, PCDLBCL-LT has an aggressive behavior, with a high rate of skin recurrences and secondary
extra-cutaneous involvement.”* This led to propose as first line therapy and whatever the clinical
stage, the association of rituximab (R) and polychemotherapy (PCT) with or without anthracyclin.””’
This has to be considered, even in advanced-age patients® ®, similarly as reported in systemic diffuse
large B-cell lymphomas (DLBCLs). A retrospective analysis conducted by Grange and al in the
French study group of cutaneous lymphoma (GFELC) recently showed that R-PCT with or without
anthracyclins increased the 5-year survival rate from, between 41% and 63%">**up to 74%. This
regimen overcame the deleterious effect of adverse prognostic factors such as the leg location or the
extent of skin lesions.” However, primary resistance or recurrence after R-PCT still occur in about
52% of patients with PCDLBCL-LT.” In such relapsing or refractory patients, no treatment has
demonstrated so far a sustained benefit: radiotherapy is considered as a palliative treatment and the
use of more aggressive chemotherapies is limited in these elderly patients already treated by R-PCT.
There is therefore an unmet need for new alternative therapies, focusing on specific-signaling
pathways.

While PCDLBCL-LT exhibits a phenotype profile close to nodal activated B-cell-like (ABC) or non-
GC DLBCL,' they also share with the latter genetic alterations leading to NF-kB pathway which is a

new therapeutic target.'> '°
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Lenalidomide (Revlimid®; Celgene Corporation), an analog of thalidomide is an orally administered
immunomodulatory agent. It modifies the tumor cell microenvironment, enhancing the activity of
cytotoxic T and natural killer cells. It exhibits both antiproliferative and antiangiogenic effects
through up-regulation of tumor suppressor genes, which induces inhibition of cell signaling engaging
NF-kB and IFN signaling.'” '*

Previous studies have shown the efficacy of lenalidomide in relapsing and refractory DLBCL'®™'
especially in non-GCB phenotype? > with a good tolerance even in the elderly. Thus, lenalidomide
appears to be an attractive candidate for PCDLBCL-LT. This led us to design a single-arm

multicentre phase II trial, evaluating the efficacy and the safety of oral lenalidomide monotherapy in

refractory or relapsed PCDLBCL-LT.

Patients and methods

Inclusion/exclusion criteria

Patients were eligible if they met the following key inclusion criteria: age >18 years, PCDLBCL-LT
diagnosis of relapsing or refractory disease after previous R-PCT, clinically measurable skin
involvement (T1-T3), skin or nodal (N1-N3) involvement measured by '*F-fluorodeoxyglucose
positron emission tomography/computed tomography ('*F-FDG PET/CT), life expectancy greater
than 3 months and WHO performance status 0-2.%°

Exclusion criteria included the following laboratory abnormalities: absolute neutrophils count <1.500
cells/mm3, platelets < 60.000/mm3, serum AST or ATL levels >5x the upper limit of normal, total
serum bilirubin >2,0mg/dl, conjugated bilirubin>0,8mg/dl, serum creatinine clearance <50ml/min
(Cockroft-Gault). Patients were ineligible to participate if they had experienced a grade > 3 prior
hypersensitivity or allergic reaction to thalidomide. Women of childbearing age, pregnant or
lactating women, patients with a history of active ongoing infections, previous or concurrent

neoplasms, cardiac arrhythmias or recent myocardial infarctions, as well as meningeal or cerebral
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lymphomas, were not included.

This study was approved by the local ethics committee (CPP Sud-Ouest et Outre Mer 111 n°2011/94).
All patients provided written informed consent.

A centralized review of skin biopsies at inclusion was performed with complementary
immunohistochemistry analysis if needed (data not shown), at least for CD10, BCL-6, MUM-1 and
BCL-2. The MYD&S status was determined using an allele-specific Tagman PCR assay targeting the
L265P mutation with DNA extracted from paraffin-embedded material, as previously described.”’
Study design

The REV-LEG study (ClinicalTrials.gov number, NCT01556035) was an open-label, multicentre
single-arm, two-stage phase II clinical trial conducted among the GFELC and supported by a grant
from the French Ministry of Health and by a research grant of Celgene.

The study was conducted according to a Simon two-stage design to allow early termination of the
trial for lack of efficacy.”® The primary objective was to estimate the 6-month overall response rate
(ORR). Secondary objectives were to estimate the 12-month ORR, duration of response,
progression-free survival (PFS), overall survival (OS) and disease specific survival, and to assess
safety of lenalidomide. All enrolled patients were included in the intent-to-treat analysis.

Enrolled patients received oral lenalidomide 25 mg once daily on days 1 to 21 of every 28-day cycle
for 12 cycles as tolerated, or until disease progression (DP). A strict dose-modification schema was
implemented as reported by Wiernick."” Thromboembolic prophylaxis by acetylsalicylic acid was
given to patients with high risk for thromboembolic event. The use of corticosteroids was only
permitted to manage adverse events (AEs). The concomitant use of other anticancer therapies was
not permitted, and previous anticancer therapies were discontinued for at least 28 days before

initiating lenalidomide treatment.
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Response and Safety Assessments

Study visits were scheduled every 28 days corresponding to the beginning of each new treatment
cycle. The disease status was assessed at each visit by physical examination. '*F-FDG PET/CT
evaluation was performed at baseline, at 6 months and 12 months. Response was evaluated
according to the revised clinical and isotopical criteria proposed by Cheson.”’ Treatment was
maintained for 12 cycles in patients who experienced stable disease (SD), partial response (PR) or
complete response (CR) unless evidence of DP. Patients who discontinued lenalidomide for any
reason were followed every month during the inclusion study period. Long-term safety monitoring,
especially for secondary malignancy was planned every 6 months for 3 years for all patients who
have received lenalidomide at least once.

AEs, blood pressure and pulse, hematology and chemistry laboratory evaluations and serum thyroid
function tests were included as safety assessments. AEs and their severity were assessed according to
the National Cancer Institute Common Terminology Criteria for AEs (NCI CTCAE) version 4.0.
Statistical analysis

The primary endpoint was 6-month ORR, which was defined as the proportion of patients whose
response was CR or PR at 6 months. Duration of response (DR) was calculated as the time from first
response (PR or CR) to DP or death. PFS was defined as the time from the start of lenalidomide
therapy to the first observation of DP or death from any cause. Overall and disease-specific survivals
were defined as time from the start of lenalidomide therapy to death due to any cause or to
PCDLBCL-LT respectively. PFS and DR were estimated using the non-parametric Kaplan-Meier
method. Follow-up was censored for patients still alive and without progression on November 15,
2015. Because of small sample size, study of prognostic factors was based on univariate analysis.
Cox regression models were used and assumptions (risk proportionality and linearity of the

association for quantitative factors) were systematically checked.

54



The study was conducted in a Simon two-stage design. Sample size calculation was based on the
hypothesis that p0=20% is the minimal response rate (RR) and p1=40% is the expected RR, with
power of 90% and a type-I error rate of 10%. Seventeen patients had to be enrolled in the first stage,
and the study only continued to 37 patients if at least 4 of these patients showed a clinical response.
At the end of the study, if 11 clinical responses or more are noticed, the treatment could be
considered as effective. Due to a lower recruitment than expected, the duration of the trial was
extended by the Trial Steering Committee until March 2015, without knowledge of the interim
analysis results. Then, the Data and Safety Monitoring Board, decided to stop the inclusions after 32
months and the inclusion of 19 participants, according to the results of the interim analysis
performed on the first 17 patients.

Data from all patients treated with at least one dose of lenalidomide were included in the safety
analysis.

Due to the low rate of inclusion and the expected weak power, we decided to perform a post-hoc
Bayesian analysis in order to assess the robustness of the results. As there were no published reports
of the effect of lenalidomide in patients with PCDLBCL-LT from which we could derive a prior
distribution for the Bayesian analysis, we chose to consider different extreme scenarios: clinical,
reference, sceptical, enthusiastic.’® After calculating posterior distributions, we estimated the
probabilities of the RR being less than p0=20% (the minimal RR) and its 90% credibility interval
(90% ICr) (cf. supplemental material). It has to be noted that a dramatic efficacy of lenalidomide in
two single cases of PCDLBCL-LT with a short-term follow-up, has been published after the

. 1,32
conception of our study’"*%.
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Results

Patient demographics

From July 2012 to September 2014, 19 patients were enrolled in 11 centers of the GFELC. Baseline
characteristics are summarized in Table 1.

Response

The median number of cycles administrated was 5 (range: 1-12 cycles). Five patients discontinued
the treatment as a result of AEs, 11 as a result of disease progression, even after a first response to
treatment. Three patients completed the full course of study drug therapy. The 6-month ORR was
26.3% (5 of 19; 90%CI, 11.0 to 47.6%), including 4 patients in CR (21%), and 1 in PR (5.3%)
(Table 2). Three patients (15.8%) had a stable disease and 7 (36.8%) a progression. Median time to
PR or CR in patients with a response at 6 months was 2 months (range: 1-2 months). The estimated
median PFS was 4.9 months (Figure 1).

The probabilities of global survival at month 6, 12 and 18 were 89.5% (95%CI; 64.1-97.3%)), 68.4%
(95%CI; 42.8-84.4%), 36.3% (95%CI; 12.7-60.7%) respectively. Median global and specific
survival durations were 19.4 and 23.8 months, respectively.

No significant association was found between the 6 month ORR and any of the parameters listed in
Table 1. However, patients with a longer period between the last administration of R-PCT and
inclusion in the study had a longer PFS (HR= 0.56; 95%CI, 0.31-1.00) per year, p=0.048).
Additionally, the number of lesions was associated with a higher risk of relapse (HR= 1.65 (95%CI,;
1.00-2.72), p=0.049).

In an unplanned ad hoc analysis of best overall response under treatment, 6 patients had a CR and 5
patients had a PR at any time, corresponding to a best ORR of 57.9%. However, only 3 out of these
11 patients had a sustained response until 12 months (Figure 2). The median DR was 4 months

(range: 0-10 months).
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Safety

The most common grades 1-2 hematological AEs were neutropenia (10.5%), thrombocytopenia
(15.7%), anemia (10.5%). Grade 3 hematological AEs included neutropenia (21.0%),
thrombocytopenia (10.5%). The most common non-hematological treatment-related AEs were
asthenia (36.8%), diarrhea (21.0%), constipation (15.7%), cramps (15.7%), neuropathy (15.7%), skin
rash (15.7%) and atrial fibrillation (3 cases (15.7%) included 2 grades 3). Only one case of acute
renal failure (grade 2) occurred. Two grade 5 AEs (death) were observed after the first cycle of
lenalidomide: one sepsis as a result of an agranulocytosis with cellulitis, one pulmonary embolism
associated to an atrial fibrillation with cardiac failure (Table 3).

The dose of lenalidomide had to be reduced in 9 patients (47.4%) and the treatment was definitely
stopped in 5 patients (26.3%) due to AEs (Supplementary data Table 1)

The long-term incidence of second primary malignancies is currently monitored but no malignancy
was reported yet (median follow-up: 45months, range: 20-48).

Post-hoc Bayesian analysis

The posterior probability that the treatment is ineffective (i.e the probability that the response rate
being lower than 20%) was estimated at 22.4%, 19.6%, 33.0% and 5.7% with clinical, reference,
sceptical and enthusiastic prior hypothesizes. There was a 90% chance of the true efficacy being
between [13.5%; 43.3%], [14.0%; 45.6%], [12.6%; 36.8%] and [19.6%; 45.9%] respectively

(90%ICr).

Discussion

The present study is the first prospective clinical trial in refractory-relapsing PCDLBCL-LT for
which there is an unmet need for alternative therapies. Among 19 patients treated with lenalidomide,
the 6-month ORR of 26.3% was obtained and the median PFS was 4.86 months. Considering the

poor prognosis and the absence of therapeutic guideline in refractory/relapsing PCDLBCL-LT
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patients with an advanced-age after R-PCT, such a mild response rate may be considered
encouraging. The best ORR under treatment of 57.9% shows that lenalidomide is a potential
treatment option, even if the response is often of short duration. This also suggests that lenalidomide
could be used as part as combination therapies.

The tolerability profile was quite consistent with that shown in patients with nodal DLBCL treated
by lenalidomide. However, we observed a rather high frequency of grade 3 AEs, that was likely
favored by the old age and poor general condition of most patients with PCDLBCL-LT. It may be
noticed that the two patients with grade 5 AEs were 90 and 79 year-old.

NF-kB pathway is activated through various genetic mutations in nodal ABC DLBCL, as MYDS§8
oncogenic mutation or B-cell receptor signaling alterations resulting in transcriptional activation of
genes involved in cellular survival mechanisms.'® **MYDS88 is an adaptor protein signaling through
the Toll-like receptors and IL-1 receptors pathway.'®*°MYD88“***" mutation is a recurrent event in
PCDLBCL-LT, which is observed in up to 76% of cases depending of the series.'® ?” **7° Other
mutations activating NF-kB pathway have also been reported, as CD79b or CARD11.'% 27 3% 3¢
These genetic data represented a scientific rationale to support the use of lenalidomide in
PCDLBCL-LT. Lenalidomide antagonizes a central regulatory hub governed by the transcription

factors IRF4 and SPIB, which in turn suppress IFNP while increasing NF-kB production.'*2%4**

19-20-39 and retrospective series’' showed that patients with relapsed/refractory

Phase II clinical trials
aggressive DLBCL can respond to lenalinomide, especially those with non-GC DLBCL.*** These
results in patients with DLBCL are not directly applicable to those with PCDLBCL-LT, who are, on
average, 15 years older, with multiple comorbidities, impaired organ function, altered drug
metabolism. Results of our bayesian analysis only suggest a weak efficacy of lenalimide in

PCDLBCL-LT, with a response rate lower than 20%, even when considering a statistical enthusiastic

distribution. In our study, the recruitment rate was lower than expected probably due to improved
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survival and fewer relapses throughout the years with the use of R-PCT regimens as first line therapy
in PCDLBCL-LT.

We observed a 57.3% ORR in patients while receiving lenalidomide but with a short duration of
response of 4 months. These results, better than the ORR at 6 months, are encouraging but
insufficient to propose lenalidomide as a single treatment in relapsed or refractory PCDLBCL-LT.
Combination treatment, with lenalidomide-rituximab has been recently evaluated in
relapsed/refractory DLBCL, but the response rates were quite similar to single-agent lenalidomide.**
* Lenalidomide maintenance (25 mg/day for 21 days) improved PES for patients with DLBCL after
responding to R-CHOP.* R2-CHOP (lenalidomide 15 mg daily on days 1-14 combined with R-
CHOP21) is currently evaluated as first-line therapy in DLBCL ABC (NCT02285062), as in
advanced-age patients with all DLBCL (NCT02128061). Preliminary studies suggested interesting

46, 4
results, 5 47

the addition of lenalidomide appearing to be of particularly benefit in non-GCB
DLBCL.***

MYD88“**" mutation was less frequently evidenced in our study than in previous ones (47.3%).'*
319041 Despite the fact that no association was found between the MYDS8 status and the 6-month
ORR, a negative MYDS8S8 status was marginally associated with the best response under treatment
(OR=0.12 (95%ClI, 0.02-1.00), p=0.05). Our data were also consistent with those of Pham-Ledard et
al, who showed that MYD88 mutation was associated with a worse prognosis in PCDLBCL-LT.*’
Interestingly, we observed in an exploratory analysis, both a higher 6-month ORR rate (37.5% versus
18.1%) and a lower death rate (2 patients (25%) versus of 9 patients (81.8%)) among the 8 patients
who were included in the second part of the study from September 2013 to September 2014, than in
the 11 patients included at the beginning of the study from September 2012 to July 2013. Such
differences may result from differences in baseline characteristics of patients resulting from selection

biases. Indeed, patients included in the second part of the study were younger and in better overall

condition (supplementary data, table 2). Also, lenalinomide doses were reduced in 5 of 8 patients
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(62.5%) included during the second part of the study versus. 4 of 11 (36.4%) of those included
during the first part. This might suggest that a dose adaptation of lenalidomide does not compromise
the response as it allows longer treatment duration and consequently a higher response rate.

Other potential oral drugs for PCDLBCL-LT are Bruton tyrosine kinase inhibitors, especially
ibrutinib, targeting NF-kB signaling through B-cell receptor. Its efficacy was highlighted in non-GC
DLBCL rather than in GCB DLBCL.*’A case of previously refractory PCDLBCL-LT, responding to
ibrutinib has recently been reported.”’NF-kB proteasome inhibitor (bortezomib)’', or MYD88
inhibitors could also represent future therapeutic options.

Our study confirmed that therapy targeting the NF-kB pathway, as lenalidomide has a place in the
therapeutic strategy of PCDLBCL-LT. The 6-month results from this phase II study demonstrate a
modest activity of oral lenalidomide monotherapy in patients with relapsed or refractory PCDLBCL-
LT, but this rate is comparable to those obtained for relapsed DLBCL and the good global response
obtained under treatment is encouraging. Further evaluation of lenalidomide efficacy in relapsed or
refractory PCDLBCL-LT is warranted with possibly a dose reduction adapted to the poor general

condition of the patients, and a maintenance treatment by lenalidomide for responders.

Furthermore, massive parallel sequencing of PCDLBCL-LT has recently uncovered the high
mutational rate of genes such as MYDS8S, PIM1 and CD79B leading to the activation of several
signaling pathways such as the B-cell receptor, Toll like receptor or NF-kB pathways.’? Response to
lenalidomide alone or in combination with other inhibitors such as ibrutinib may therefore depend on
the mutational pattern of each patient’s tumor.”® Together with our data on lenalidomide efficacy and
toxicity; this will permit to set up new personalized treatment options in patients with refractory or

relapsed PCLBCL-LT.
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Table 1: Patient Demographics and baseline disease characteristics (n=19)

Characteristics All Patients
(n=19) (No/%)

Age (years)

Median 79

Range 69-92
Female gender 16 (84.2)
Time from initial diagnosis to inclusion (years)

Median

Range 1-18
Time from last therapy to inclusion (years)

Median 1

Range 0-5
Type of prior treatment regimens

R-PCT with anthracyclins 12 (63 .2)

R-PCT without anthracyclins 7 (36.8)

Median number of cures 6

Range 1-13
Status after R-PCT

PR 3 (15.8)

Relapse after CR 16 (84.2)
WHO performance status

0 12 (63.2)

1 5(26.3)

2 2 (10.5)
Characteristics of skin lesions :
-Localization :

Exclusive leg-localization 15 (78.9)

Leg and extra-leg localization 3 (15.8)

Exclusive extra-leg localization 1(5.3)
-Size of skin lesions(mm)

Median 35

Ranges 18-330
-Median number 3
-Ulceration

No 58(93.5)

Yes 4(6.5)
TNM

TINOMO 2 (10.5)

T2NOMO 10 (52.6)

T2N1MO 2 (10.5)

T2N2MO 1(5.3)

T3NOMO 2 (10.5)

T3NIMO 1(5.3)

T3N2MO 1(5.3)
Presence of MYD88 L265P mutation 9(47.4)

62




Table 2 :Response of patients treated with lenalidomide

Response criteria Number of patients %
6-month response
Global response (ORR) 5 26.3 (11.0-47.6 ; IC90%)
CR 4 21.1
PR 1 5.3
SD 3 15.8
DP 7 36.8
12-month response
Global response (ORR) 3 15.8
CR 2 10.5
PR 1 5.3
SD 0 0.0
DP 4 21.1
Best overall response
(post-hoc analysis)
CR 6 31.5
PR 5 26.3
No response 8 42.1
Median progression-free survival
(months) 4.9
Median duration of response
(months) 4.1
Median specific survival (months) 23.8
Median overall survival (months) 19.4

CR: Complete Response; PR: Partial Response; SD: Stable Disease; ORR: Objective
Response Rate; DP: disease progression
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Table 3 : Adverse events reported in at least 10% of patients (n=19)

Adverse event Number of % | Grade | Grade | Grade | Grade | Grade
patients 1 2 3 4 5
(death)
Fatigue 7 36.8 4 3
Neutropenia 7 36.8 2 4 1*
Thrombopenia 5 26.3 3 2
Diarrhea 4 21 2 2
Constipation 3 15.7 3
Atrial Fibrillation 3 15.7 1 2
Neuropathic pain 3 15.7 3
Cramps 3 15.7 1 2
Skin rash 3 15.7 2 1
Sepsis 3 15.7 1 1 1*
Blurred vision 2 10.5 2
Thromboembolic disease 2 10.5 1 1
Anemia 2 10.5 1 1
Lymphopenia 2 10.5 1 1
Cholestase 2 10.5 2
Dizziness 2 10.5 1 1
Anorexia 2 10.5 2
(Edema 2 10.5 1 1
Dysgueusia 2 10.5 2

*= same patient with sepsis and neutropenia
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Figure 1 : Kaplan—Meier estimate of progression-free survival (PFS) for all 19 patients
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Figure 2 : Responses of each patient during study.
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Supplementary material

Methods

Bayesian analysis:

The prior distribution was assumed to be a Beta distribution with parameters a and . Such a
distribution corresponds to having observed a success and B failures out of (a+f) patients.
Indeed the primary endpoint of the trial is a binary variable (success or failure) and the
number of response under treatment is modeled by the binomial distribution with k as the
number of responses and n being the number of patients. With a Beta prior distribution and
the data collected from the trial, the posterior distribution has the same type of distribution

and is a distribution Beta(a+k,B+n-k).

Specification of the parameters in the prior probability model Beta(a,f) is required and we
chose 4 priors distribution as follow, building on p0 and pl defined for sample size

calculation of the study :

- Clinical prior: Without results from previous published studies with the same
treatment and the same population, we used the values of p0O and p1 of the sample size
calculation, reflecting the opinion of the trial investigator. We assume that there was
equal probability for the response rate for being less than p0, between p0 and p1 and
greater than pl. Such hypothesis corresponds to a prior Beta(1.3,2.8)

- Reference prior: Such a prior distribution is not informative and uniform. It
corresponds to a prior Beta (1,1)

- Sceptical prior: This prior represents the belief of an individual who, before the start
of the trial, feels that there is only 5% chance of the response rate of being greater than

pl. With a mean fixed to p0, it corresponds to a prior Beta(2.6,10.4)
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- Enthusiastic prior: It corresponds to the belief of an individual who, before the start of
the trial, feels that there is only 5% chance of the response rate of being lower than p0.

With a mean fixed to p1, it corresponds to a prior Beta(5.6,8.4).
The sceptical and enthusiastic priors represent two opposite scenarios reflecting the
uncertainty about the true probability of response. This allowed us to perform a sensitivity
analysis aiming to look at the influence of the different prior choice on the conclusion at the
end of the trial. With the interpretation of (a+f) being the total number of subjects from a
previous study, we were careful to choose priors not too strong compared to the recruited

sample size.

From the posterior distributions, we estimated the probabilities of the true response rate being
less than p0=20% (defined as the minimal RR) and its 90% credibility interval (90% ICr).
The 90% ICr represent the range of values in which the true response rate has a 90% chance

of being found.

72



Table 1, supplementary table: AEs leading to dose reduction or to stop the treatment (n=19)

Adverse event

No. of leading to a
dose reduction (9

No. of AEs leading
to a definitive stop of

No. of AEs leading to
a transitorily stop of

patients*®) treatment (5 treatment (2

patients®) patients*)

Abnormal liver function 1

tests

Acute renal insufficiency 1

Atrial Fibrillation 2 1

Blurred vision 1 (uveitis)

Cardiac failure 1

Gastroesophageal reflux 1

Hypereosinophilia 1

Ischemic stroke 1

Neuropatic pain 2 1

Neutropenia 1 1

Sepsis 1 (sespis shock) 1 (pneumonia)

Skin rash 2

Thromboembolic disease 1 (pulmonary 1 (venous thrombosis)
embolism)

Thrombopenia 1 1

Urinary incontinence 1

*In most cases, patients had several Aes
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Table 2, supplementary table: Characteristics of period-1 and period-2 patients

Period-1 patients

Period-2 patients

(n=11) (n=8)
Duration of follow-up (months)
Median 14 16
Range 1-34 10-26
Age (y) 81.6 77.3
Weight (kg) 72.6 62.8
Overall condition
WHO 0 54.5 87 .5
WHO 1 27.2 12.5
WHO 2 18.1 0
Initial number of cutaneous lesions 4 2
(Median)
Number of cycles of treatment
Median 4 7
Range 1-5 5-12
Definitive discontinuation of 4 (36%) 1 (13%)
treatment due to AEs (%)
Death at the end point 9 (81.8%) 2 (25%)

Period-1 : from September 2012 to July 2013 (11 months)

Period-2 : from September 2013 to September 2014 (13 months)
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I1. RESULTATS COMPLEMENTAIRES

A. Analyse critique des critéres de jugements

Le critere de jugement principal choisi dans I’étude REV-LEG était le taux de réponse
(réponse complete (RC) ou partielle (RP)) a 6 mois (overall response rate = ORR). Ce critere
strict n’est pas corrélé a la prise ou non du traitement dans une analyse en intention de traiter,
comme c’est le cas de I’étude REV-LEG, contrairement a une analyse per-protocole.

En effet, parmi les 5 patients répondeurs a 6 mois (ORR=26,3%), 3 ont poursuivi le
traitement jusqu’a la fin de 1’essai (M12), un a arrété au bout de 8 cycles mais un patient n’a
eu qu’un seul cycle de traitement. Aprés I’arrét du traitement, il a été traité par radiothérapie
ayant permis une rémission complete, puis a de nouveau progressé. Il a alors été traité par
Doxorubicine liposomale pégylée (Caelyx®) pendant 11 mois et une réponse compléte a été
obtenue de nouveau.

Nous avons choisi d’utiliser comme critére de jugement secondaire, dans le cadre d’une
analyse post-hoc, la meilleure réponse sous traitement, moins discriminante, et plus
représentative de D’effet du traitement a court terme. Le taux de réponse sous traitement
s’¢leve a 57,9% (11 patients/19, 6 RC, 5 RP). La durée médiane de réponse était de 4 mois

(min-max : 1-10 mois).

Les essais thérapeutiques ne définissent pas forcément un taux de réponse a une date donnée,
particuliérement les articles qui étaient disponibles lors de 1’¢laboration de I’étude REV-LEG,
évaluant le lenalidomide en monothérapie dans le LBDGC ganglionnaire réfractaire ou en
rechute. Les ORR y sont estimés a 35% tous lymphomes confondus et varient de 19% a 28%
pour les analyses en sous-groupe sur le LBDGC. (Wiernik et al., 2008; Witzig et al., 2011)
Dans un essai de phase II évaluant le lenalidomide dans le LBDGC, I’ORR dans le groupe
non-GC était estimé a 29%.(Czuczman MS, Davies A, Linton KM et al, n.d.)

Au vu de ces études, méme si les réponses au lenalidomide en monothérapie dans le
LCBDGC-TJ restent modestes et n’ont pas atteint les objectifs escomptés « a priori », et
qu’ils sont de courte durée pour la plupart, ils sont encourageants et ouvrent des perspectives

thérapeutiques futures notamment des combinaisons de traitements.
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B. Analyse en sous-groupe des prélévements sur le plan histologique

1. Description de ’analyse complémentaire

Conformément au protocole, les biopsies cutanées correspondant au diagnostic de rechute,
avant I’inclusion, étaient adressées dans le service d’anatomo-pathologie du CHU de
Bordeaux pour relecture centralisée (Pr B. Vergier et D. Mermin). Les biopsies correspondant
au diagnostic initial étaient également demandées.

Cette relecture avait pour but final d’identifier les facteurs pronostiques histologiques de
réponse.

Elle nous a aussi permis de confirmer rétrospectivement le diagnostic de LCBDGC-TJ selon
les critéres diagnostiques actuellement utilisés, afin de mettre éventuellement en évidence les
diagnostics « douteux » évoquant plutét un LBCCF a grandes cellules, principal diagnostic
différentiel, essentiellement dans les formes « extra-jambes ».

Dans un premier temps, une ¢étude morphologique confirmant 1’architecture diffuse, la
présence d’immunoblastes et/ou centroblastes a été réalisée. Un complément d’analyse par
immunohistochimie a été¢ faite, s’appuyant sur 1’algorithme décisionnel construit a partir
d’une étude rétrospective de cas inclus dans les réseaux de relecture LYMPHOPATH (réseau
de relecture anatomopathologique) et du GFELC (réseau de relecture anatomo-clinique) sur
une période de 2 ans (2010 et 2011). (Laban et al., 2015) (Figure 9)

Les marqueurs T (CD3) et B (CD20) puis les marqueurs CD10, BCL-6, Mum-1 puis BCL-2,
et Mib-1 étaient analysés. Selon le profil phénotypique obtenu, en cas de doute persistant, le
marqueur CD21 était étudié a la recherche d’un réseau folliculaire dendritique, normalement
absent dans les LCBDGC-T]J.

Ces résultats étaient corrélés au statut MYD88 L265P fait parallelement en biologie

moléculaire.
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LPB a grandes cellules : phénotypage

IHC indispensable

CD3, CD20, Bcl2, Mib1 q . LAz

+/-CD10 et CD21 (si non o / Y attention, sujet agé
- tumeur d'évolution lente, du tronc du cuir chevelu : oriente vers un LBCF

disponible : envoi avis) - tumeur d'évolution rapide, du sujet 4gé, immunodéprimé, des membres inférieurs : oriente vers un LBTJ ou Immunodeprlme :

Ale Bcl2 doit toujours étre b penser LB EBV-+
comparé au CD3 et est

+ si lymphocytes B >50% ACP : grands lymphocytes B, architecture diffuse (+/- nodulaire)

morphologie

mélange ou difficulté de trancher entre les
prédominance de cellules a nucléole central 2 cytologies (IB et gds centrocytes/CB)
(type immunoblastique, IB) [si autre cytologie (ex pl ytoide...) i
localisation cutanée secondaire]

prédominance de cellules
clivées (type grands centrocytes)
ou a nucléoles marginés (type centroblastique, CB)

Bcl2 - (20%+) Bcl2 +
Mum?1 -/+ CD10+
Bcl6 + Mum1 -/+

Bcl2 ++ Bcl2-? Bcl2 ++ Mib1 +/- Sk ok
Mib1 +++ Mib1 +++ Mib1 ++ (Ferios el CD; 1 CD; e
Mum1 ++/- [ Mum? ++/- Mum1 ++ Bcl2-/+ Mib1 =/ Mib1 =/
Bcl6 -/+ Bcl6 -/+ Bcl6 -/+ Mum1 -/+

cD10- CD10- i . Bcl6 +/-
D21 - CD10 +/-

second avis pathologiste consultant :
LB a grandes cellules (profil activé ou GC ?)
':B -autre?
type jambe - non classable ?
ou localisation « provisoire ?
cutanée Il de
DLBCL
confrontation clinique

(bilan d’extension++) - -
envoi rapide en RCP régionale + biologie moléculaire
(voire RCP hémato si atteinte systémique) (clonalité + mutations) a visée
de prise en charge (pronostic)
(non a visée diagnostique )

Figure 9 : Algorithme décisionnel diagnostique devant des lymphoproliférations B a grandes cellules (Laban et al.,
2015)

2. Résultats de la relecture anatomo-pathologique et analyse

phénotypique complémentaire

L’ensemble des prélévements biopsiques avaient ¢té lus lors du diagnostic initial au moins
une fois par un anatomo-pathologiste référent du GFELC et le diagnostic validé.

Nous avons cependant observé a posteriori 6 cas dont le diagnostic de LCBDGC-TJ était
douteux/incertain lors de la relecture fin 2016 sur des criteres a la fois morphologiques et/ou
immunophénotypiques.

A noter que tous les patients considérés comme « douteux » présentaient des Iésions
tumorales au membre inférieur. Un patient avait aussi une localisation « extra-jambe ».

Tous les cas « certains » avaient un profil phénotypique correspondant a I’algorithme de
Hans, utilisé pour différencier au plan immunohistochimique les LBDGC ganglionnaires GC

et non-GC. (Hans et al., 2004)
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Les résultats de 1’analyse immunohistochimique et moléculaire (MYD88) sont présentés dans
le Tableau 7.
Cas| Architecture Cytologie BCL-2 |[CD10 | BCL-6 | MUM-1 | CD21 Mib | MYDSS
(Ki67) | muté
CAS « CERTAINS »
1 Diffuse IB 1 100%| O 1 1 80% 90% 0
2 | Plages et travées IB 1 100%| O 1 1 80% 0 80% 1
3 Diffuse IB 1 70% 0 0 1 70% 0 0
4 Diffuse IB sur I, douteux sur R |1 100% 0 0 1 100% 0 100% 0
5 Diffuse IB 1 100%| O 0 1 100% 100% 0
6 Diffuse IB 1 100%| O 1 1 100% 1
7 Diffuse IB 1 90% 0 0 1 90% 90% 0
8 Diffuse IB 1 100%| O 0 1 100% 0 1
9 Diffuse IB 1 100%| O 1 1 100% 80% 1
10 Diffuse IB 1 100%| O 1 1 100% 90% 1
11 Diffuse IB 1 100%| O 0 1 100% 0 0
12 Diffuse IB 1 100%| O 1 1 80% 90% 1
13 Diffuse IB voire douteux 1 100%| O 0 1 70% 90% 1
CAS « DOUTEUX »
14 Diffuse IB (90%), CB 2(10%) |1 80% 0 1 0 5-10% 0 80% non
15 Nodulaire Grands CC 1 100%| O 0 0 40% 0 30% oui
16 Douteux Douteux 1 30% 0 0 0 15% 0 // non
17 Douteux Douteux 1 70% 0 1 1 50% 0 // non
18 Nodulaire Douteux 1 70% 0 1 1 70% 0 // oui
19 Douteux Grands CC 1 70% 0 1 0 10% 1 30% non
CC : centrocytes clivés, IB : immunoblastes, CB : centroblastes

I : prélévement initial au diagnostic, R : prélévement lors de la rechute avant I’inclusion
En gras : critére classant le lymphome B diffus a grandes cellules comme « douteux »

Tableau 7 : Phénotype et statut mutationnel des cas « certains » de LCBDGC-TJ, et « douteux » entre un LCBDGC-
TJ et un LBCCF, apreés relecture anatomo-pathologique.

- Deux cas étaient uniquement « douteux » aux plans cytologique et architectural (17 et

18) mais avaient un phénotype non-GC selon I’algorithme de Hans (Figure 3) (Mum-1

étant considéré comme positif si >50%). Le patient non mut¢ MYDS88 a répondu sous

traitement tandis que le patient muté MYD88 n’a pas répondu au lenalidomide.
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Les 4 autres cas « douteux » (14, 15, 16, 19) avaient un phétotype GC :

- aucun n’était CD10+

- 2/4 étaient certes bcl-6 négatifs

- mais tous avaient un marquage MUM-1 inférieur a 50% (5-40%), critcre

phénotypique majeur dans le diagnostic de LCBDGC-T]J. (Figure 10)

2/ 6 mais cytologie douteuse
GCB | non-GCB
-+
+
MUMI

CD10 . )

- GCB
6/6 Bcl-6
- 2/6
non-GCB
2/6 mais cytologie douteuse et MUM-1 négatif

Figure 10 : Application de I'algorithme de Hans aux cas "douteux"

A noter par ailleurs la présence d’un réseau folliculaire dendritique CD21+ pour un

cas (19) dont le phénotype était CD10-, BCL6+, MUMI1- (10%) et BCL2+.

Parmi ces 4 patients, tous ont eu une réponse au cours du traitement par lenalidomide.

Un (cas 15 a grands centrocytes clivés) était muté MYDS8S.

Parmi les deux patients au profil histologique « douteux » mais MYD88 mutés (15,
18), nous n’avons pas pu obtenir aupres du centre d’inclusion les prélevements du
diagnostic initial de LCBDGC-TJ qui auraient pu nous conforter dans le diagnostic de
LCBDGC-TJ. Ces deux patients ont €t¢ uniquement étudiés sur le prélevement fait

lors de la récidive, juste avant I’inclusion dans le protocole REV-LEG.

Pour les 4 autres patients douteux la confrontation entre le primitif et la récidive ne
montrait pas de différence morphologique et/ou phénotypique probante.
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3. Interprétation des cas douteux

a. Hypothese physiopathologique
Pour les patients « douteux », I’hypothése de modifications architecturales et cytologiques au
décours des traitements cytotoxiques (R-PCT) a été soulevée, probablement majorées par le
caractére biopsique (artéfacts d’écrasement possibles) des prélévements. Ceci aurait pu
expliquer la présence de grands centrocytes clivés plutdt que de centroblastes/immunoblastes
sur les préleévements biopsiques issus de la récidive du lymphome. Cette hypothese n’a pas été
validée par ’analyse en parallele du prélevement initial et de la récidive de 11 des 17 cas
analysés sur les deux prélévements, dont 4 douteux: il n’y avait pas de différence
architecturale et cytologique probante entre les prélévements. Comme noté précédemment,
nous ne pouvons conclure pour les deux patients « douteux » MYDS88 mutés pour lesquels

nous n’avions que la récidive.

Les inclusions dans le protocole REV-LEG ont débuté en 2012 et le diagnostic de LCBDGC-
TJ a été posé au plus tot en 2006. La qualité de la fixation et les critéres diagnostiques se sont
ameéliorés depuis 10 ans, avec notamment une meilleure connaissance de la classification
phénotypique des lymphoproliférations B a grandes cellules primitivement cutanées. (Laban
et al., 2015) Depuis, la mutation L265P de MYDS8S a été¢ mise en évidence comme spécifique
des LCBDGC-TJ parmi les lymphomes cutanés B primitifs a grandes cellules.(Menguy et al.,

2016) Elle est désormais accessible dans plusieurs laboratoires.

b. Conséquences sur les résultats de ’étude REV-LEG
Malgré ces 6 cas « douteux », une analyse en sous-groupe n’a pas mis en €vidence de
différence de réponse au traitement entre les patients au diagnostic « certain » par rapport aux

patients au diagnostic « douteux ». (Tableau 8)
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(a) RC ou RP a M6 Non répondeur
(5/19) (14/19)

Lymphome TJ au diagnostic certain (13/19) 4 (80%) 9 (64,3%)

Lymphome a grandes cellules douteux (6/19) | 1 (20%) 5 (35,7%)

(OR= 2,22, (0,19-25,72, IC 95%), p=0,5228)

(b) RC ou RP sous Non répondeur (8/19)
traitement (11/19)

Lymphome TJ au diagnostic certain (13/19) 6 (55,5%) 7 (87,5%)

Lymphome a grandes cellules douteux (6/19) 5 (45,5%) 1 (12,5%)

(OR= 0,17, (0,02-1,91, IC 95%), p=0,1512)

Tableau 8 : Réponses des patients a M6 (a) et sous lenalidomide (b) en fonction du statut histologique et phénotypique
certain ou douteux de LCBDGC-TJ

C. Mutation MYDS88 L.265P

Nous avons observé un taux mutation MYD88 muté (47%) plus bas que celui habituellement
rapporté (Pham-Ledard et al. 2012: 11/16 = 69%,(Pham-Ledard A et al., 2014): 34/58
patients : 59%, (Pham-Ledard A et al., 2014): 11/18 patients : 61%, (Menguy et al., 2016) :
19/25 patients =76%, (Koens et al., 2014): 4/10 patients= 40%). Cette différence de
pourcentages s’explique probablement par une plus grande hétérogénéité de fixation du fait de
I’ancienneté de certains prélévements.

Pour les patients dont le diagnostic de LCBDGC-T]J était certain aprés relecture, mais dont le
statut MYDS88 était sauvage, une nouvelle recherche de la mutation de MYD88 L265P a été
faite sur un autre prélévement sans modification des résultats.

Il a ét¢ montré dans le cadre d’une analyse post-hoc, que les patients sans mutation de
MYDS88 L265P avaient une meilleure réponse au lenalidomide sous traitement par rapport
aux patients porteurs de la mutation (OR=0,13 (0,02-1 1C95%), p=0,05). Cette association, a
la limite de la significativité, confirme les résultats de Pham-Ledard et al : les patients

porteurs de la mutation MYD88 L265P ont un moins bon pronostic.(Pham-Ledard A et al.,
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2014) Nos résultats sont cependant a interpréter avec prudence car concernent un faible

effectif de patients issus eux mémes d’une petite cohorte.

D. Suivi des patients au décours de I’étude REV-LEG

Le traitement a été¢ arrét¢ a cause d’effets secondaires pour 5 patients, devant 1’échec du
traitement pour 11 patients. (Figure 11)

3 patients ont poursuivi le traitement pour une durée de 12 cycles au total.

Parmi ces 3 patients, deux avaient une réponse compléte et un une réponse partielle a M12 :

* Deux d’entre eux ont arrété le traitement définitivement.
* Une patiente a eu une récidive tumorale sur la jambe 15 jours apreés ’arrét du
protocole donc a de nouveau été traitée pour 3 cycles supplémentaires mais a

progressé en développant des localisations cérébrales conduisant au déces.

A la date de point du 15 novembre 2015, 8 patients (47%) étaient en vie, dont 4 en rémission
du lymphome (26,3%). 11 patients étaient décédés, 9 (47,4%) a cause du lymphome, 2 a
cause d’effets secondaires du lenalidomide (un sepsis li¢ a une agranulocytose, un cas

d’embolie pulmonaire).

Les traitements qui ont été proposés aux patients en échec du lenalidomide étaient :

I’etoposide (5 cas), la radiothérapie (6 cas), le rituximab associ¢ a une chimiothérapie
(Gemcitabine-Oxaliplatine (GE-MOX) dans 2 cas, nouveau CHOP dans un cas, everolimus
dans un cas).

Apres de multiples récidives malgré les polychimiothérapies administrées, une patiente dont
la réponse était stable sous REV-LEG, a été traitée par rituximab (4 injections hebdomadaires
suivies d’un traitement d’entretien par des injections tous les deux mois) associ€¢ au

lenamidomide (10mg/j) avec une efficacité objective, avant de récidiver fin 2016.
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19 patients inclus

19 patients ont recu le

III. LIMITES

traitement
2 déces
5 arréts du traitement
pour échec
5 arréts du traitement Analyse a 6 mois
pour effets
secondaires
4 déces
Analyse a 12 mois
5 déces

Date de point
15 novembre 2015

11 déces dont 9 liés au lymphome

Figure 11: Diagramme de flux de I'étude REV-LEG

A. Faible échantillon et conséquences statistiques

1. Nombre de sujets nécessaires (NSN)

Les LCBDGC-TJ et les lymphomes non hodgkiniens ayant un taux de non-réponse ou de

rechute similaire aprés un traitement de premicre ligne, le taux de réponse attendu a été fixé a

40 % (pl) lors de la constitution de 1’étude. Le taux de réponse minimal justifiant le

développement du traitement était fixé a 20 % (p0). En dessous de cette valeur, le traitement

est considéré comme inefficace. Le calcul de la taille d’étude a été fondé sur le modele

optimal avec un risque o de 10 % (probabilit¢é de conclure que le médicament est
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suffisamment prometteur si le taux de réponse réel est inférieur a p0) et un risque B de 10%
(probabilité de rejeter le traitement alors que le taux de réponse réel est supérieur a pl). Dans
cette situation, il fallait inclure au moins 37 patients au total.

L’étude a été réalisée en 2 étapes afin de permettre son arrét en cas d’efficacité insuffisante. A
la fin de la premicre étape, si trois réponses ou moins étaient observées, le traitement était
considéré comme inefficace et I'¢tude devait €tre interrompue. Si plus de 4 réponses étaient

observées apres la premiere étape, 1’étude se poursuivait jusqu’au recrutement de 37 patients.

2. Faible taux d’inclusion

Le NSN a ¢té revu a la baisse devant un taux d’inclusion insuffisant. Initialement diminu¢ a
22 patients, le recrutement s’est finalement interrompu prématurément au bout de 19 patients
devant un taux de recrutement trop faible. Lorsque la décision d’arrét du recrutement a été

prise, les résultats de 1’analyse intermédiaire n’étaient pas connus.

Le recrutement insuffisant de REV-LEG peut étre expliqué par I’amélioration significative du
pronostic des patients atteints de LCBDGC-TJ depuis la généralisation du traitement de
premiere ligne par R-PCT. (52% de rechute versus 73% entre les périodes 2004-2010 versus
1988-2003, p=0,04) (Grange et al., 2014)

3. Analyse bayésienne

En plus d’étre faite de maniére conventionnelle comme prévue initialement, une analyse
statistique selon une méthode bayésienne a été¢ réalisée devant le faible nombre de patients
inclus. Celle-ci consiste a choisir une hypothése sur la distribution a priori P(8) des valeurs
plausibles du taux de réponse global a 6 mois a partir de données issues d’articles publiés et
selon 1’avis des cliniciens. Nous nous sommes appuyés sur les articles traitant du
lenalidomide dans le LBDGC tous types confondus mais aussi plus spécifiquement axés sur le
profil non-GC.(Czuczman MS, Davies A, Linton KM et al, n.d.; Fang et al., 2015;
Hernandez-Ilizaliturri et al., 2011; Mondello et al., 2016; Wiernik et al., 2008; Witzig et al.,
2011; Zinzani et al., 2015) Les données de ces articles sur les lymphomes B ganglionnaires ne

sont cependant pas complétement applicables aux LCBDGC-T]J car il s’agit de pathologies
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certes qui se ressemblent sur certains points mais sont distinctes, avec des populations

différentes.

L’analyse bayésienne s’appuie sur les données suivantes: (Tan et al., 2002)

0 suit une loi binomiale que 1’on approche par une loi beta (a,b) dont la distribution s’écrit :
P(0) « 6*'(1- )"
Ensuite, I’information issue de I’essai REV-LEG est utilisée pour définir la vraisemblance qui
s’écrit :
P(y| 0) o 0"(1- 6)™*
En combinant la distribution a priori (1) et la vraisemblance (2), on obtient la distribution a
posteriori du taux de réponse global a 6 mois en utilisant le théoréme de Bayes :

P(0]y) < P(y| 6) x P(0) € =>» A Posteriori «< Vraisemblance x A priori

Si I’a priori d’une proportion 0 suit une loi beta (a,b) et qu’on observe k événements sur n
individus, alors la distribution a posteriori de 0 est identifiable et suit une loi beta (a+k, b+n-

k) qui s’€crit : A posteriori P(0]y) «c0*™*'(1- @)1

On peut utiliser la distribution de probabilité a posteriori P(8]y) pour fournir un intervalle de

crédibilité tel que 6 soit dans [a ;b] avec une probabilité de (1-a)%.

L’intervalle de crédibilit¢ a 95% s’interpréte de la fagon suivante: étant donné les
observations, nous avons 95% de chance que la proportion vraie 6 soit comprise entre les
bornes de I’intervalle. A partir de 1a, 4 distributions a priori sont proposées en modulant les

parameétres a et b de la loi béta : a priori clinique, non informatif, sceptique et enthousiaste.

Dans I’¢tude REV-LEG, les intervalles de crédibilité avec les 3 premiers types de prior (sauf
enthousiate) sont similaires. Les probabilités que le taux de réponse globale 6 a 6 mois soit
inférieur ou égale a 20% sont proches. Avec le prior enthousiaste, la probabilité¢ que 0 soit
inférieur ou égale a 20% est trés faible (probabilit¢ de 5.7%). Cependant, aucun des
intervalles de crédibilité n’est statistiquement supérieur a 20%. Méme dans le cas
enthousiaste, on ne peut pas conclure que le traitement est suffisamment efficace pour

justifier de continuer son développement en phase III. (Tableau 9, Figure 12)
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Type de prior ICr 90% Probabilité(é < 20%)

Clinical [13.5% ; 43.3%] 0.224
Reference [14% ; 45.6%)] 0.196
Sceptical [12.6% ; 36.8%] 0.33
Enthusiastic [19.6% ; 45.9%] 0.057

Tableau 9: Intervalle de crédibilité (ICr) du taux de réponse globale 0

Probability (6)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Overall Response Rate (8)
Clinical Prior Beta(1.3,2.8) — - — Septical Prior Beta(2.6,10.4)
—— — Reference Prior Beta(1,1) ------ Enthusiastic Prior Beta(5.6,8.4)

Probability (8)

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Overall Response Rate (6)

Clinical Posterior Beta(6.3,16.8) — - — Septical Posterior Beta(7.6,24.4)
—— — Reference Posterior Beta(6,15) - ----- Enthusiastic Posterior Beta(10.6,22.4)

Figure 12: Distributions a priori (a) et a posteriori (b) (clinique, non informatif, sceptique et enthousiaste)



Ces résultats certes encourageants, sont inférieurs aux taux de réponse attendu de 40%. Cette
estimation, faite lors de la rédaction du protocole d’étude en 2011 était probablement trop
optimiste, avec des répercussions sur le calcul de taille de I’étude. Cela met en exergue toute
la difficulté de la mise en place d’un essai thérapeutique dans une pathologie peu fréquente et

dont les essais sont jusque la inexistants.

4. Intervalle de confiance et marges d’erreur

Les résultats statistiques du critére de jugement principal sont présentés sous forme d’un
intervalle de confiance de 90%. Cela signifie que la marge d’erreur de se tromper est de 10%.
Un intervalle de confiance de 95% est plus souvent utilis¢ dans les essais thérapeutiques de
phase IIL. 11 est justifi¢ ici de prendre un risque de 1°° espéce bilatéral alpha a 10% car il
s’agit d’un essai de phase II qui est plus précoce (recherche d’une efficacit¢ minimum).

L’analyse a été faite en accord avec les hypotheéses du calcul du NSN.

La méthodologie de cette étude a été présentée lors d’'une conférence d’épidémiologie
clinique et aux journées des statisticiens des centres de lutte contre le cancer (conférence

EPICLIN), par Aline Maillard, biostatisticienne. (Annexe 8)

B. Evolution de la réponse avec le temps - possibles biais d’inclusion

Nous avons observé que les derniers patients inclus dans 1’étude REV-LEG avaient une
meilleure réponse au traitement a 6 mois : parmi les 8 patients inclus entre septembre 2013 et
septembre 2014 (période 2 = groupe 2), 2 CR et 1 RP (37.5%) ont été obtenues contre 2 CR
(18.1%) dans le groupe de la période 1, de septembre 2012 a juillet 2013 (groupe 1). 2/8
patients (25%) du groupe 2 étaient décédés a la fin du protocole contre 9/11 (81,8%) des
patients du groupe 1. Les caractéristiques des patients sont résumées dans les résultats
complémentaires de I’article. (Table 2, analyse complémentaire de I’article)

Des biais de sélection pourraient expliquer de telles différences de réponse. Les patients ont
probablement été mieux sélectionnés en fin de protocole, les praticiens plus attentifs aux
comorbidités associées, au vu du profil de tolérance des patients du premier groupe (un cas

d’embolie pulmonaire et de sepsis mortels). (Table 1, analyse complémentaire de 1’article)
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IV. PERSPECTIVES

A. Perspectives thérapeutiques

La meilleure compréhension de la lymphomagénése des LBDGC ganglionnaires non-
GC et TJ permet d’envisager des traitements adaptés a d’autres cibles thérapeutiques. Des
molécules ciblant les récepteurs, protéines kinases et protéines adaptatrices sont en
développement, et il existe quasiment une molécule ciblant chaque protéine impliquée dans
toutes les voies moléculaires citées aux paragraphes précédents. (Jardin, 2014) (Figure 13)
Comme pour le lenalidomide, les essais thérapeutiques ont surtout été réalisés sur les
lymphomes ganglionnaires mais pourraient s’étendre aux LCBDGC-TJ. (Roschewski et al.,

2013) Certains sont prometteurs, d’autres n’ont pas fait preuve de leur efficacité.

BCR

Inhibiteurs TLR IFNB IL6/10
du TLR

Inhibiteurs ibi
e Inhibiteurs Inhibiteurs
Fostamatinib (=14 de MYD88 MYD88 NG -

Inhibiteurs
de JAK
Ruxolitinib
TRAF6 ’

PI3K BTK
Inhibi A
nhibiteurs
: Pck- B
de PiSk V0|e de I'IFN I
A4 I
Voie Akt/mTor @ !
3 1
Akt 3 IRF4 i
Inhibit 3 L5 :
nnibiteurs o
de Akt SPIB :

Inhibiteurs
Gt Bortezomib MORT
CELLULAIRE
l Voie NF-kB
A20 I —
Lenalidomide

Inhibiteurs de
mTor
Temsirolimus

Figure 13 : Voies cellulaires et cibles thérapeutiques des nouveaux traitements dans les LBGC non-GC
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1. Cibler la BTK : ’ibrutinib

En aval du BCR, la BTK (Bruton’s Tyrosine Kinase) et plusieurs autres molécules sont
phosphorylées jusqu’a ’activation de la protéine kinase CB (PKCp), qui déclenche en aval
I’activation de la voie RAS et de voie NF-kB par le complexe CBM (CARD11-BCL-10-
MALTT1). (Davis et al., 2010) L'ibrutinib est le traitement le plus avancé contre la voie du
BCR. Il a 'autorisation d'utilisation pour le lymphome du manteau en rechute ou réfractaire et
la leucémie lymphoide chronique en rechute ou en premiere ligne en cas de délétion 17p ou

de mutation TP53 chez les patients pour lesquels une immunochimiothérapie est inadaptée.

Une étude de phase 1/2 a étudié 1’ibrutinib en monothérapie chez 80 patients avec un LBDGC
en rechute ou réfractaire. Les résultats montrent une activité préférentielle pour les types non-
GC (37% de réponse contre 5% dans le groupe GC), quelque soit le statut de CD79b mais
variable (55,5% pour les mutés versus 31% pour les sauvages). (Wilson et al., 2015) En
revanche, les patients porteurs de la mutation MYDS88L265P n'étaient répondeurs qu'en cas
d'association a la mutation de CD79b (taux de réponse de 80% en cas d’association). Les
patients porteurs d'une mutation de CARDI11 n'étaient pas répondeurs de méme que 4 patients
porteurs uniquement de la mutation MYD88L265P. Le taux de réponse important de 31%
pour les patients BCR-non mutés a montré que 1’activation oncogénique de la voie du BCR
n’était pas forcément en lien avec une mutation du récepteur BCR et que le traitement par
ibrutinib pouvait avoir son utilité¢ qu’importe le statut mutationnel CD79 du patient.

L’ibrutinib est aussi en cours d'évaluation en association a un traitement standard par R-

CHOP, mais les résultats ne sont pas encore connus (NCT01855750).

Afin d’associer une inhibition concomitante du signal BCR et de la voie MYDS88, 1’ibrutinib
et le lenalidomide ont déja été associés in vitro et sur des modeles murins par 1’équipe de
Yang. Les deux molécules agissent conjointement pour inhiber la voie NF-kB (via I’action
sur IRF4 qui devient indétectable en présence des deux traitements) et induire aussi une action

plus prononcée sur la voie de I’interféron.(Yang et al., 2012)

Concernant LCBDGC-T]J, I’ibrutinib en relais d’un traitement par lenalidomide a fait preuve
de son efficacité dans un cas rapporté¢ et semble étre une molécule aussi prometteuse dans

cette pathologie. (Gupta et al., 2015)
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2. Cibler SYC : le fostamatinib

La protéine SYC initie et amplifie le signal du BCR. Les résultats d’une étude de phase II
évaluant le fostamatinib dans le LBDGC réfractaire, a montré des résultats médiocres
(ORR=13%), dont aucune réponse parmi les patients de phénotype non-GC qui représentait

30% des patients inclus.(Flinn et al., 2016)

3. Cibler la voie PI3K/AKT/mTOR

Le temsirolimus est un analogue hydrosoluble de la rapamycine, un inhibiteur de mTor. Il
s’agit d’une prodrogue s’hydrolisant en quelques minutes et se transformant en sirolimus. Le
temsirolimus a déja été évalué dans une étude thérapeutique de phase II étudiant le
temsirolimus dans les lymphomes non hodgkiniens hors lymphomes du manteau dans lequel
il est déja utilisé. L’ORR dans le sous-groupe LBDGC ¢était de 28,5%.(Smith et al., 2010)
Une ¢étude de phase I/II évaluant le temsirolimus en association a une R-PCT (R-DHAC) dans

le LBDGC est en cours. (NCT01653067)

Un inhibiteur a la fois de PI3Ka et & a montré des résultats in vivo, supérieurs a 1’inhibition
s¢lective de ces deux molécules, chez les patients avec un LBDGC non-GC MYDS88 L265P
muté. L’association a I’ibrutinib chez ces patients également mutés CD79B a montré une

réponse durable.(Paul et al., 2017)

La perifosine est un phospholipide alkylant ayant pour cible AKT. Les tests ont seulement été
réalisés in vitro dans la maladie de Waldenstrém mais cette molécule pourrait éEtre
intéressante dans les LBDGC.(Ghobrial et al., 2010) Un autre inhibiteur de Akt (AZD5363)
testé in vitro dans des LBDGC (comportant une perte de fonction de PTEN), semble aussi
efficace in vitro dans les deux sous-types de lymphome (GC et non-GC), en inhibant la

transcription du gene MYC.(Erdmann et al., 2017)
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4. Cibler MALT1 du complexe CBM : les inhibiteurs de MALT1

MALT]1 fait partie du complexe CBM essentiel a 'activation de NF-kB suite a 'activation du
BCR par un antigéne. Son activité protéolytique est essentielle a la survie des lignées de
LBDGC non-GC, et représente ainsi une potentielle cible thérapeutique. Des inhibiteurs
spécifiques de MALT1 ont montré une activité sur MALT] in vitro et in vivo. (Fontan et al.,

2012)

5. Cibler le protéasome: le bortezomib

Le bortezomib (Velcade®) est un inhibiteur du proteasome qui inhibe le complexe NF-kB en
bloquant la dégradation de IkB par le protéasome.(Leonard et al., 2006) Un essai de phase I/1I
a montré I’efficacité du bortezomib associé a une polychimiothérapie dans le sous-type non-
GC, mais aucune réponse du traitement seul. (Dunleavy et al., 2009) Des inhibiteurs du
protéasome de seconde génération sont en développement comme le carfilzomib, plus sélectif
(Roschewski et al. 2014). Ce traitement a montré des résultats modestes associé au vorinostat
(inhibiteur des histones désacétylases) dans les LBDGC réfractaires, dans un essai de phase 1.

(Holkova et al., 2016)

6. Cibler IRAK 4 : les inhibiteurs d’TRAK4

Un inhibiteur sélectif de la kinase IRAK-4 (ND-2158) a été étudié par une équipe américaine
sur des modeles murins. L’impact des inhibiteurs d’IRAK-4 sur les différentes voies
cellulaires impliquées dans la lymphomagéneése du LBDGC non-GC a été évalué, en
analysant 1’expression des génes impliqués dans chaque voie. (Kelly et al., 2015) Sur les 4
LBDGC non-GC MYDS88 L265 muté, 366 genes dépendants des voies de I’[FN, de I’'IL6/10
et NF-kB semblaient moins exprimés apres 4 jours de traitement, avec une prédominance de

genes issus de la voie NF-«xB. (Figure 14)
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Figure 14 : Génes dont ’expression est inhibée sous I’influence d’inhibiteur d’IRAK4

7. Cibler MYDSS : les inhibiteurs de MYDS88

Des inhibiteurs de MYD®88 ciblant son homodimérisation ont été congus. Ces molécules ont
pour but d’inhiber les proliférations tumorales liées a I’activation aberrante du récepteur TLR,
par la mutation MYDS88.(Loiarro et al., 2013) Aucune étude n’a été réalisée in vivo ou in vitro
sur les lymphomes B diffus a grandes cellules non GC mut¢ MYD88 L265P. Une ¢tude in
vitro a montré 1’inhibition de I’'immunomarquage p65 (composant du complexe NF-kB),
aprés culture en présence d’inhibiteur de MYDS88 homodimérisés, sur des cellules issues

d’une macroglobulinémie de Waldenstrom.(Treon et al., 2012)

8. Cibler le récepteur TLR : les inhibiteurs du TLR

Les lymphocytes B mutés pour MYD88 L265P restent dépendants de la signalisation via les
TLR et sensibles a I'inhibition des TLR9.(Wang et al., 2014) Les molécules ciblant les TLR

(TLR 7 a9, IMO-8400) ont montré leur potentiel thérapeutique anti-tumoral in vivo et in vitro
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sur des modeles murins xénogreffés porteur d’un LBDGC non-GC MYDS88 L265P mutés. Un
protocole de phase I/II évaluant ’IMO-8400 dans le LBDGC muté MYD88 L265P a été

soumis a la FDA mais n’est pas débuté.(Brenner et al., 2014)

9. Cibler la voie JAK-STAT : le ruxolitinib

La voie JAK-STAT peut étre activée par MYD88 L265P via une boucle autocrine impliquant
IL-6, IL-10 et l'interféron PB. L'inhibition de STAT3 sur des mod¢les de souris porteuses de
LBDGC non-GC, en stoppant la croissance tumorale, a permis de valider STAT3 comme une
cible thérapeutique. STAT3 n'ayant pas d'activité enzymatique intrinséque, son inhibition est
indirecte en utilisant des molécules inhibant JAK. Le ruxolitinib, inhibiteur sélectif de JAK-1
et JAK-2, est actuellement évalué en phase 2 dans le LBDGC médiastinal (NCT01965119,

Kim et al. 2014) apres avoir démontré son efficacité in vitro et in vivo. (Hao et al., 2014)

B. Etude ancillaire

La compréhension des mécanismes biologiques et génétiques des LCBDGC-TJ pourrait donc
permettre de classifier, dés le diagnostic plusieurs sous-types différents en fonction du statut
mutationnel. La ou les anomalie(s) identifiée(s) pourraient alors faire 1'objet d'un traitement
ciblé personnalisé, mais serviraient aussi de biomarqueurs prédictifs de réponse au traitement.
Pour déterminer ces facteurs pronostiques dans le LCBDGC-TJ, une étude sera menée au
cours de I’année 2017/2018 (INSERM unité 1053) a partir de 40 préleévements de LCBDGC-
TJ issus du service de dermatologie du CHU de Bordeaux (centre membre du GFELC
labellisé par 'INCA) traités par R-CHOP et des prélevements des 19 patients traités par
lenalidomide dans le cadre de 1’¢tude REV-LEG.

L’objectif principal sera de comparer les profils moléculaires et protéomiques des patients
inclus en fonction de leur réponse au R-CHOP et/ou au traitement par lenalidomide. Le but
sera d’identifier les anomalies moléculaires ou voies biologiques prédictives de la réponse a
ces deux traitements Une analyse de I’hétérogénéité tumorale entre tumeur primitive et apres

traitement sera évaluée.
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CONCLUSION

L’¢tude REV-LEG constitue le premier essai thérapeutique dans le LCBDGC-TJ, dont le
pronostic est bien inférieur aux autres lymphomes B cutanés.

Par leurs similitudes cytologiques, moléculaires et génétiques, le LCBDGC-TJ est considéré
comme [’analogue cutané du LBDGC non-GC et le traitement de premiere ligne par R-PCT
est identique. Cependant, en cas de rechute ou d’échec, les schémas thérapeutiques de
deuxiéme ligne dans le LBDGC, proposant de nouvelles polychimiothérapies, ne peuvent étre
constamment appliqués dans le LCBDGC-TJ, dont la population est plus agée, fragile et
présentant de nombreuses comorbidités. Le lenalidomide, un immunomodulateur ciblant la
voie NF-kB, principale voie de dysfonctionnement dans le LCBDGC-TJ, représente un
candidat thérapeutique potentiel. Il n’est pour I’instant pas indiqué dans les LBDGC en
rechute mais les résultats des essais thérapeutiques, en monothérapie et notamment en
association, sont concluants, surtout parmi le groupe ABC/non GC.

Dans I’étude REV-LEG, le lenalidomide administré en monothérapie dans les LCBDGC-TJ
en rechute ou réfractaires aprés R-PCT, apporte une réponse a 6 mois qui reste modeste, ne
justifiant pas son utilisation seul en 2éme ligne, d’autant que des effets secondaires parfois
séveres ont été observés. Certains patients ont néanmoins tiré un bénéfice du traitement avec
une RC prolongée. Une analyse post hoc évaluant les réponses sous traitement, quelle que soit
leur durée, montre également des résultats meilleurs et encourageants.

Ainsi, le lenalidomide pourrait trouver sa place a des posologies moindre et/ou en association
avec d’autres traitements en premicre (R2-PCT) ou deuxieme ligne thérapeutique (R2)
comme il est étudi¢ dans le lymphome ganglionnaire. Le lenalidomide constitue une thérapie
ciblée dont les cibles sont de mieux en mieux comprises (IRF4, MYDS8S, etc). Le but de
futures ¢tudes est d’obtenir une vue aussi large que possible sur le génotype des LCBDGC-TJ
et d’identifier des marqueurs pronostics, et de réponse au traitement dans ce lymphome, afin
de sélectionner a terme les patients candidats au lenalidomide mais aussi a d’autres thérapies

ciblées dans cette pathologie par analogie avec le LBDGC ganglionnaire non-GC.
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1. RESUME DE LA RECHERCHE

PROMOTEUR CHU de Bordeaux 12 rue Dubernat 33 400 Talence
INVESTIGATEUR
COORDONNATEUR/ | Pr Marie BEYLOT-BARRY
PRINCIPAL
REV-LEG

Essai multicentrique de phase II évaluant le bénéfice thérapeutique du 1énalidomide
(Revlimid®) dans les lymphomes cutanés primitifs B diffus a grandes cellules “type-
jambe” en rechute ou réfractaires a un traitement initial associant Rituximab et
polychimiothérapie
Pour le Groupe Francais d’Etude des Lymphomes Cutanés (GFELC)

TITRE

Les lymphomes cutanés B diffus a grandes cellules type-jambe (LCBDGC-LT) sont
individualisés dans la classification WHO 2008. IIs représentent 5% des lymphomes
cutanés primitifs et se distinguent des autres lymphomes cutanés B par leur
pronostic défavorable (survie a 3 ans 50%).

IIs surviennent généralement chez des sujets agés (moyenne d’age 70 ans) et se
caractérisent par une ou plusieurs tumeurs atteignant préférentiellement Ies
membres inférieurs. Ils correspondent a un infiltrat massif de grandes cellules
rondes B, exprimant intensément le BCL2, IRF4/Muml ou FoxPl1 sans
réarrangement sous-jacent. L’inactivation du geéne pl6INK4a/CDKN2A est
fréquente et associée a une réduction de la survie.

Il n’existe pas d’étude randomisée comparant les résultats de la chimiothérapie seule
et ceux de I’association chimiothérapie-Rituximab (R). Cependant, la combinaison
R-chimiothérapie (CHOP/COP) permet dans les séries rétrospectives d’obtenir une
rémission complete chez 80% des patients et est le choix de premiere ligne de ces
JUSTIFICATION /| lymphomes. Cependant, malgré ce taux élevé de réponse, des récidives cutanées
CONTEXTE mais aussi extra-cutanées surviennent dans les 2 ans chez 50% des patients. Il
n’existe alors aucun consensus pour la prise en charge: ’dge des patients limite le
recours a des chimiothérapies plus agressives et la radiothérapie n’a qu’un effet
transitoire palliatif, de nouvelles récidives pouvant survenir dans les aires irradiées.
En cas de rechute apres R-chimiothérapie, de nouvelles options thérapeutiques
adaptées a I’histoire évolutive de ces lymphomes et a 1’dge des patients, sont donc
souhaitables.

Le 1énalidomide est un analogue du thalidomide, utilisé dans le myélome et en
développement dans les lymphomes. Il constitue un candidat potentiel par sa
toxicité acceptable y compris chez des sujets 4gés et surtout par les données récentes
dans des lymphomes systémiques B diffus a grandes cellules réfractaires ou
récidivants, en particulier ceux de type ABC (activated B-cell phenotype) non-GC
(non germinal center). L’action du I1énalidomide s’explique par ses effets
antitumoraux pro-apoptotiques, mais aussi par son action antiangiogénique et
immunomodulatrice, notamment sur les populations natural-Killer.

Evaluer Defficacité et la tolérance du Iénalidomide dans les LCBDGC-LT
récidivants ou réfractaires apres R-chimiothérapie.

OBJECTIFS L’objectif principal est d’évaluer I’efficacité a 6 mois; les objectifs secondaires sont
d’évaluer 1’efficacité, la tolérance la qualité de vie jusqu’a 1 an et de décrire les
facteurs pronostiques cliniques et biologiques.

SCHEMA DE LA Essai multicentrique (GFELC) de phase 2 en un groupe, en deux étapes.

RECHERCHE
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* Lymphome cutané primitif B diffus a grandes cellules « type-jambe »
* Atteinte cutanée (T1-T3) cliniquement mesurable ou cutanéo-ganglionnaire
(N1-N3) mesurable par TEP-scan correspondant a
-une rechute apres réponse complete initiale apres R-polychimiothérapie
Ou
-Réponse partielle ou stabilité aprés R-polychimiothérapie
* Age> 18 ans
* OMS =0-2
* Espérance de vie > 3 mois
* Biopsie cutanée réalisée a 1’inclusion (fixation formol et matériel congelé) sur
une tumeur cutanée signant la rechute ou une lésion réfractaire au traitement
CRITERES antérieur
D’INCLUSION ¢ Signature consentement éclairé pour 1’étude clinique et les analyses biologiques
¢ Femme ménopausée (absence de regle depuis plus de 24 mois) ou hystérectomie
ou ovariectomie
* Fiche d’information sur 1énalidomide destinée au patient (annexe 6) devra &tre
donnée au patient qui doit lire ce document avant de débuter le traitement a 1’étude
lénalidomide et a chaque fois qu’il re¢oit un renouvellement de traitement a 1’étude
lénalidomide.
* Le document « Lenalidomide Education and Counseling Guidance Document »
(annexe 5) doit étre complété et signé par le médecin investigateur participant a
I’essai Clinique avant chaque dispensation du traitement a 1’étude lenalidomide.
Une copie doit étre conservée dans le dossier du patient.
» Affiliation a un régime de Sécurité Sociale
* Atteinte neuroméningée ou cérébrale lymphomateuse (un scanner cérébral fait
partie des examens réalisées lors de la visite de pré-inclusion)
* Une ou plusieurs des anomalies biologiques suivantes :
o Polynucléaires neutrophiles < 1500/mm3
o Plaquettes < 60 000/mm3
o Transaminases > 5 X/ normale
o Bilirubine totale sérique > 2.0mg/dL (34 pmol/L) / bilirubine conjuguée > 0.8
mg/dL, sauf en cas d’anémie hémolytique
o Clairance de la créatinine selon la formule de Cockroft-Gault < 50 ml/mm
* Femmes enceintes ou allaitantes et femmes en état de procréer
* Patient ne doivent pas recevoir de corticoides en continu a 1’exception de la
prednisone (ou équivalent) pour le traitement de la poussée tumorale.
* Patients refusant de suivre un traitement prophylactique thombo-embolique.
* Autre cancer dans les cinq années précédentes (a I’exception d’un carcinome
cervical in situ du col ou du sein et de carcinomes cutanés basocellulaires ou
spinocellulaires traités chirurgicalement).
Incapacité a signer un consentement éclairé
* Infection par les virus de I’hépatite B, de I’hépatite C et du virus de
I’immunodéficience humaine.
* Maladies thromboembolique ou infectieuse non controlées
* Pathologie non contrdlée telle qu’une infection active nécessitant une
antibiothérapie générale, un diabete non contrdlé, une insuffisance cardiaque de
classe IIT ou IV (New York Heart Association Classification for Heart Disease)
* Arythmie cardiaque symptomatique ou nécessitant un traitement, ou tachycardie
ventriculaire permanente.
* Angor instable, angioplastie, stent, infarctus du myocarde dans les 6 mois
précédant la visite de pré-inclusion
* Antécédent de réaction cutanée allergique au Thalidomide >Grade 3.
* Traitement anticancéreux ou radiothérapie dans les 3 semaines précédant le début
du traitement par 1énalidomide.
* Participation a un autre essai clinique.

CRITERES DE NON
INCLUSION R
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STATISTIQUE DES
DONNEES

17 patients seront inclus dans une premicre étape et 1’essai ne sera poursuivi que si
au moins 4 réponses sont obtenues. Si a la fin de I’étude (nombre final de patients
inclus = 37) une réponse est obtenue chez plus de 11 patients, le traitement sera
considéré comme efficace.

Une étude descriptive (taux de réponse, délai de progression) et une analyse
multivariée de facteurs pronostiques cliniques et biologiques sera réalisée.

REV-LEG
Z5ud- Ou':se'r Version n° 0.6 du 28/09/2011 P S5
Qutre- Hopitaux de Bordeau

TRAITEMENTS/ST

RATEGIES Lénalidomide 25 mg/ jours 21 jours — Reprise a J28.

/PROCEDURES DE | Traitement poursuivi jusqu’a 12 mois sauf progression.

LA RECHERCHE
Critere de jugement principal :

Taux de réponse globale (réponse complete ou partielle) a 6 mois. La réponse est

CRITERES DE évaluée sur des criteres cliniques et isotopiques.

Criteres de jugement secondaires :

JUGEMENT Taux de réponse globale a 12 mois, la durée de réponse, la survie sans progression,
la survie globale et la survie spécifique ainsi que la tolérance et la qualité de vie
sous traitement.

TAILLE D’ETUDE 37 patients au total (17 patients a la premiére étape)

NOMBRE PREVU 24 services de Dermatol.ogie dont le ou les cliniciens dermatologues font partie du
GFELC (Groupe Francais d’Etude des Lymphomes Cutanés)

DE CENTRES Collaboration locale avec les services d’Hématologie selon les centres.

Durée des inclusions : 2 ans

Suivi : 1 an apres la derniére inclusion

Suivi apres traitement : pour les patients ayant achevé leur traitement, un suivi
« allégé » sera réalisé tous les 6 mois et ce jusqu’a la derniére visite du dernier
patient (soit 1 an maximum apres la fin de la période de recrutement). L’évolution

DUREE DE LA post traitement (patient v%vant en RC-RP ou en .progression, patient décjédé, patient
perdu de vue) et I’évaluation de la tolérance clinique seront alors déterminées.

RECHERCHE Durée totale de I’étude et durée maximale de suivi : 3 ans
Surveillance additionnelle : sur la base des recommandations de 1’Afsspas pour
une autre recherche biomédicale impliquant le 1énalidomide, un recueil des
événements de seconds cancers éventuels sera réalisé par contact téléphonique
aupres des centres investigateurs tous les 6 mois pendant 3 ans apres la derniere
prise de 1énalidomide pour chaque patient.

La taille de I’étude est de 37 patients. Elle est calculée d’aprés I’hypothese selon
laquelle un taux de réponse minimal de 20% justifierait le développement du
traitement et le taux de réponse attendu est de 40%. L’étude est réalisée en 2 étapes

ANALYSE afin de permettre son arrét en cas d’efficacité insuffisante.

RETOMBEES
ATTENDUES

Si cette étude confirme D’efficacité du lénalidomide dans les LCBDGC-LT en
rechute, cela plaidera pour 1’évaluer en traitement d’entretien aprés R-
chimiothérapie afin d’éviter les récidives par une étude randomisée a plus grande
échelle.

ETUDE
ANCILLAIRE

Une collection biologique (tumeurs cutanées et sang) sera constituée. Outre 1 analyse
phénotypique, une identification des déséquilibres génétiques dans les LCBDGC-
LT en rechute sera effectuée afin de déterminer si des anomalies génétiques sont
associées a la réponse ou a la non-réponse au lénalidomide. La découverte de
linactivation ou de la délétion de BLIMPI en 6q21 dans les lymphomes
systémiques B diffus a grandes cellules de phénotype ABC souligne la nécessité
dune analyse génétique globale par CGH-array et d analyses spécifiques de génes
comme CDKN2A, BCL2, BCL6 et BLIMPI, notamment par FISH. Une
modélisation par xénogreffe des formes résistantes a la thérapeutique permettra des
études génétiques et fonctionnelles sur des lignées dérivées de ces modeles
expérimentaux.

Le lénalinomide stimule Iimmunité natural killer (NK) et augmente les réponses
anti-tumorales. Le 1énalinomide semble également modifier le phénotype des
cellules NK en diminuant Iexpression des Killer cell Immunoglobulin-like
Receptors (KIRs) et de NKp46. Leffet immunodulateur du traitement sera
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également étudié en particulier par 1 analyse de 1 expression des récepteurs NK sur les
cellules sanguines. Afin de rechercher des modifications phénotypiques et
fonctionnelles induites par le traitement et déventuelles corrélations entre les
modifications phénotypiques et fonctionnelles et la réponse clinique.

Annexe 3: Performance status de I’O.M.S.

0 personne normale — activité physique intacte — efforts possibles sans limitation
1 réduction des efforts — autonomie compléte
2 personne encore autonome — se fatigue facilement — nécessité de se reposer plus de

6 heures / jour

3 personne dépendante — levé possible — ne fait pas sa foilette seul
4 dépendance totale — état quasi grabataire
5 Décés
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Annexe 4: Evaluation de la réponse

Le critére de jugement principal est la réponse a 6 mois. Celle-ci est évaluée selon les critéres suivants,

adaptés d’aprés Cheson 2007, et essai EORTC 21081

* Réponse compléte (RC) :

Disparition clinique compléte de toutes les 1ésions lymphomateuses présentes initialement, absence de nouvelle
Iésion de lymphome, absence d’adénopathie suspecte, absence de signe ou symptome clinique évoquant une
extension extracutanée du lymphome. Absence de fixation au TEP. La présence de 1ésions cutanées résiduelles
de diamétre < 5 mm, cliniquement de nature incertaine, et histologiquement non spécifiques est compatible avec
la RC. En cas de 1ésion cutanée nouvelle de nature incertaine, une biopsie cutanée négative sera requise pour

affirmer la RC.

* Réponse partielle (RP) :
Diminution de plus de 50% de la somme des plus grands diamétres des 1ésions cibles cliniquement mesurées et

des 1ésions cibles restant positives au TEP. Absence de nouvelle 1ésion.

* Stabilité (S) :
Diminution de moins de 50% et augmentation de moins de 25% de la somme des plus grands diamétres des
lésions cibles mesurées cliniquement. Persistance d’une positivit¢ du TEP aux sites initialement atteints sans

nouvelle 1ésion.

* Progression (P) :
Augmentation de plus de 25% de la somme des plus grands diamétres des 1ésions cibles et/ou apparition de

nouvelle 1ésion clinique ou au TEP.

EVALUATION GENERALE (CLINIQUE + ISOTOPIQUE) DE LA REPONSE :

Réponse générale Réponse clinique Réponse isotopique
Réponse compléte Réponse clinique compléte Réponse compléte
. ) Réponse clinique compléte Réponse partielle ou stable
Réponse partielle
Réponse clinique partielle Absence de progression (RC, RP, S)
Stabilité Stabilité Absence de progression (RC, RP, S)
) Progression RC,RP, 5, P
Progression
RC,RP, 5, P Progression
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Annexe 5: Lenalidomide pregnancy prevention risk management plan

Document destiné aux investigateurs seulement.

Lenalidomide Pregnancy Prevention Risk Management Plan

This appendix applies to all patients receiving lenalidomide therapy. The following Pregnancy Risk

Minimisation Plan documents are:

1) Lenalidomide Risks of Fetal Exposure, Pregnancy Testing Guidelines and Acceptable Birth
Control Methods (Section xx in the protocol);
2) Lenalidomide Education and Counseling Guidance Document (Section xx in the protocol);
3) Lenalidomide Information Sheet (Section xx in the protocol).
1. The Lenalidomide Risks of Fetal Exposure, Pregnancy Testing Guidelines and Acceptable Birth
Control Methods document provides the following information:
. Potential risks to the fetus associated with lenalidomide exposure
. Definition of Female of Childbearing Potential
. Pregnancy testing requirements for patients receiving Lenalidomide who are females of

childbearing potential
. Acceptable birth control methods for both female of childbearing potential and male patients
receiving Lenalidomide in the study
. Requirements for counseling of all study patients receiving Lenalidomide about pregnancy
precautions and the potential risks of fetal exposure to lenalidomide
2. The Lenalidomide Education and Counseling Guidance Document must be completed and signed by
either a trained counselor or the Investigator at the participating clinical center prior to each dispensing of
Iénalidomide study treatment. A copy of this document must be maintained in the patient records.
3. The Lenalidomide Information Sheet will be given to each patient receiving lenalidomide study therapy.
The patient must read this document prior to starting lenalidomide study treatment and each time they receive a

new supply of study drug.

Lenalidomide Risks of Fetal Exposure, Pregnancy Testing Guidelines and Acceptable Birth Control
Methods

Risks Associated with Pregnancy

Lénalidomide is structurally related to thalidomide. Thalidomide is a known human teratogenic active substance
that causes severe life-threatening birth defects. An embryofetal development study in animals indicates that
Iénalidomide produced malformations in the offspring of female monkeys who received the drug during
pregnancy. The teratogenic effect of lénalidomide in humans cannot be ruled out. Therefore, a risk
minimization plan to prevent pregnancy must be observed.

Females of childbearing potential (FCBP) are excluded for this protocol.
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Traces of lenalidomide have been found in semen. Male patients taking lenalidomide must meet the following
conditions (i.e., all males must be counseled concerning the following risks and requirements prior to the start of
lenalidomide study therapy):
. Understand the potential teratogenic risk if engaged in sexual activity with a pregnant female or a
female of childbearing potential
. Understand the need for the use of a condom even if he has had a vasectomy, if engaged in sexual
activity with a pregnant female or a female of childbearing potential.
Contraception
Females of childbearing potential (FCBP) are excluded for this protocol
Because of the increased risk of venous thromboembolism in patients with multiple myeloma taking
lenalidomide and dexamethasone, combined oral contraceptive pills are not recommended. If a patient is
currently using combined oral contraception the patient should switch to one of the effective method listed
above. The risk of venous thromboembolism continues for 4 to 6 weeks after discontinuing combined oral
contraception. The efficacy of contraceptive steroids may be reduced during co-treatment with
dexamethasone.[high lighted text applicable for protocols with dexamethasone-containing lenalidomide
regimens]
Implants and levonorgestrel-releasing intrauterine systems are associated with an increased risk of infection at
the time of insertion and irregular vaginal bleeding. Prophylactic antibiotics should be considered particularly in
patients with neutropenia.
Pregnancy testing
Females of childbearing potential (FCBP) are excluded for this protocol
Male Patients:
Must practice complete abstinence or agree to use a condom during sexual contact with a pregnant female or a
female of childbearing potential while participating in the study, during dose interruptions and for at least 28
days following study drug discontinuation, even if he has undergone a successful vasectomy.
During study participation and for 28 days following study drug discontinuation
. If pregnancy or a positive pregnancy test does occur in the partner of a male study patient
during study participation, the investigator must be notified immediately.
Additional precautions
. Patients should be instructed never to give this medicinal product to another person and to
return any unused capsules to the study doctor at the end of treatment.
. Female patients should not donate blood during therapy and for at least 28 days following
discontinuation of study drug.
. Male patients should not donate blood, semen or sperm during therapy or for at least 28 days
following discontinuation of study drug.

. Only enough study drug for one cycle of therapy may be dispensed with each cycle of therapy.
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Annexe 5: Lenalidomide education and counseling guidance document

Document destiné aux investigateurs seulement.

Lenalidomide Education and Counseling Guidance Document

To be completed prior to each dispensing of study drug.

Protocol Number:

Patient Name (Print): DOB: / / (mm/dd/yyyy)

(Check the appropriate box to indicate risk category)
Female: O

If female, check one:

o NOT FCBP : 1) hysterectomy (the surgical removal of the uterus) or bilateral oophorectomy

(the surgical removal of both ovaries) or 2) naturally postmenopausal for at least 24 consecutive

months

Male: O

Do Not Dispense study drug if:

® The patient is pregnant, or is potentially childbearing

FEMALE NOT OF CHILDBEARING POTENTIAL (NATURAL MENOPAUSE FOR AT LEAST 24

CONSECUTIVE MONTHS, A HYSTERECTOMY, OR BILATERAL OOPHORECTOMY):

1. TIcounseled the female NOT of child bearing potential regarding the following:
® Potential risks of fetal exposure to lenalidomide (Refer to item #2 in FCBP)

® NEVER share study drug with anyone else.

® Do not donate blood while taking study drug and for 28 days after stopping study drug.

®* Do not break, chew, or open study drug capsules
® Return unused study drug capsules to the study doctor.
2. Provide Lenalidomide Information Sheet to the patient.
MALE:
1. I counseled the Male patient regarding the following:

® Potential risks of fetal exposure to lenalidomide (Refer to item #2 in FCBP).

®* To engage in complete abstinence or use a condom when engaging in sexual contact (including

those who have had a vasectomy) with a pregnant female or a female of childbearing potential,

while taking study drug, during dose interruptions and for 28 days after stopping study drug.
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Males should notify their study doctor when their female partner becomes pregnant and female
partners of males taking study drug should be advised to call their healthcare provider immediately
if they get pregnant.

NEVER share study drug with anyone else.

Do not donate blood, semen or sperm while taking study drug and for 28 days after stopping study
drug.

Do not break, chew, or open study drug capsules.

Return unused study drug capsules to the study doctor.

2. Provide Lenalidomide Information Sheet to the patient.

Investigator/Counselor Name (Print):

(circle applicable)

Investigator/Counselor Signature: Date: / /

(circle applicable)

**Maintain a copy of the Education and Counseling Guidance Document in the patient records.**
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Annexe 6: Fiche d’information sur le lenalidomide

FICHE D’INFORMATION SUR LE LENALIDOMIDE
POUR LES PATIENTS INCLUS DANS DES ETUDES DE RECHERCHE CLINIQUE

Veuillez lire cette fiche d’information sur le lenalidomide avant de commencer a prendre le médicament
de 1’étude et chaque fois que I’on vous délivre ce médicament.Cette fiche d’information sur le
lenalidomide ne se substitue pas a un consentement éclairé pour participer a une recherche clinique ou a
une discussion avec le médecin de 1’étude ou un professionnel de santé sur votre maladie ou votre

traitement.

Quelles sont les informations les plus importantes a connaitre sur le lenalidomide ?

1. Le lenalidomide peut provoquer des anomalies congénitales (bébés avec des malformations)
ou le décés d’un enfant a naitre.Lelénalidomide a une structure proche du médicament thalidomide.
Il est connu que le thalidomide peut provoquer des anomalies congénitales potentiellement
mortelles chez ’enfant a naitre aprés exposition pendant la grossesse.Le lenalidomide n’a pas été
testé chez la femme enceinte, mais peut également provoquer des anomalies congénitales.Les
résultats d’une étude chez le singe indiquent que le lenalidomide a provoqué des anomalies
congénitales chez la progéniture de singes femelles ayant re¢u le médicament pendant la

gestation.

Si vous étes une femme non susceptible de procréer :

Pour s'assurer de ’absence d’exposition au lenalidomide d'un enfant & naitre, le médecin de 1’étude

confirmera que vous n'étes pas en mesure de devenir enceinte.

Si vous étes un homme :

Le lenalidomide est détecté en quantités infimes dans le sperme humain. A ce jour, le risque pour le foetus
chez les femmes susceptibles de procréer dont le partenaire masculin recoit du lenalidomide est
inconnu.

i Les patients masculins (y compris ceux ayant subi une vasectomie) doivent pratiquer

I’abstinence totale ou utiliser un préservatif pendant les rapports sexuels avec une femme
enceinte ou une femme susceptible de devenir enceinte :

- Pendant que vous prenez le médicament de 1’étude
- Pendant les interruptions de dose du médicament de 1’étude
- Pendant 28 jours aprés 1’arrét du médicament de 1’étude

i Les patients masculins ne doivent pas faire de don de sperme pendant qu’ils prennent le
médicament de 1’étude et pendant 28 jours aprés avoir cessé de prendre le médicament de 1’étude.

i Si vous suspectez une grossesse chez votre partenaire a tout moment de I’étude, vous
devez immédiatement en informer le médecin de I’étude.Le médecin de I’étude signalera
tous les cas de grossesse a Celgene Corporation. Votre partenaire doit immédiatement
contacter son médecin en cas de grossesse.
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Restrictions en ce qui concerne le partage du médicament de I’étude et le don de sang :

i Ne partagez pas le médicament de I’étude avec d'autres personnes. Il doit étre tenu hors
de portée des enfants et ne doit jamais étre donné a une autre personne.

i Ne faites pas de don de sang pendant que vous prenez le médicament de I’étude et pendant 28
jours apres avoir cessé de prendre le médicament de 1’étude.

i Ne cassez, ne croquez ou n’ouvrez pas les gélules de médicament de I’étude.
i On ne vous délivrera pas plus d’un cycle a la fois de médicament de 1’étude.
i Restituez les gélules non utilisées de médicament au médecin de 1’étude.

Le formulaire de consentement éclairé contient des informations supplémentaires et vous pouvez

vous adresser au médecin de 1’étude pour plus d’informations.
NOM du médecin de 1’étude
Signature

Date

NOM du patient

Signature

Date
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Annexe 7: Estimation par la méthode de Kaplan-Meier des survies globale (a),

spécifique (b) et des réponses au traitement (c¢)

(a) Survie globale
Kaplan-Meier Plot
with Number of Subjects at Risk
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Décés toutes causes n 19
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point
Patient décédé 11 57.9%

114



(b) Survie spécifique

Kaplan-Meier Plot
with Number of Subjects at Risk
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(c) Réponse au traitement
Kaplan-Meier Plot
with Number of Subjects at Risk
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Annexe 8: Poster présenté au congrés EPICLIN

Approche bayésienne pour I'analyse d’un essai mono-bras de phase Il

Etude REV-LEG
CHU

Maillard Aline'*, Diane Mermin?, Marie Beylot-Barry>3#, Eric Frison?

\ =~ 1 CHU de Bordeaux, Péle de Santé Publique, Unité de Soutien Méthodologique & la Recherche clinique et Epidémiologique,
Hopitaux de 2 Service de Dermatologie, CHU Bordeaux,
Bordeaux 3 Inserm U1053, Bordeaux Research in Translational Oncology, équipe 3 : Oncogénése des lymphomes cutanés
4 Groupe Frangais d’étude des lymphomes cutanés
* Auteur correspondant : Aline.Maillard@u-bordeaux.fr
Introduction

« Etude REV-LEG (PHRC-K 2011) avec pour objectif principal : évaluer I'efficacité du Lenalidomide a 6 mois (6 = taux de réponse compléte (RC) et partielle (RP)).
* Population: lymphome cutané B diffus a grandes cellules type-jambe récidivant ou en échec d’une premiére ligne de traitement par Rituximab-polychimiothérapie (R-PCT)
 Essai de phase Il mono-bras multicentrique (Groupe frangais d’étude des lymphomes cutanés) selon schéma de Simon en 2 étapes (arrét précoce si traitement inefficace) ()

¢ Taux de réponse attendu = 40% (p,), taux de réponse minimal = 20% (p,), risque a bilatéral=10% et risque B=10%

* Essai arrété a 32 mois devant des difficultés de recrutement, sans connaissance des résultats
de l'analyse intermédiaire (n=19).
* Face au manque de puissance attendu dans l'analyse statistique, nous avons utilisé une approche bayésienne

Etape 1
N=17

comme analyse de sensibilité afin de considérer plusieurs scenarii traduits par plusieurs distributions a priori 23),

Méthodes et résultats

lére étape : Définition des distributions a priori
Le critére de jugement principal 6 est le taux de réponse global (RC+RP) a 6 mois. On suppose une distribution a priori
Beta avec les paramétres a et b. Cette distribution correspond a I'observation de a succés et b échecs sur (a + b) patients :

P(6)xf* (1 - §)>~

I faut faire attention au choix de la distribution a priori pour qu’elle apporte la méme quantité d’information que I'échantillon
de I'étude. Les paramétres a et B sont a définir suivant les différentes hypothéses a priori qui représentent I'incertitude autour
du taux de réponse 6 :

- A priori clinique : En I'absence de données de la littérature sur lesquelles s'appuyer, nous avons utilisé les hypothéses

du calcul de la taille d’étude qui reflétent I'opinion de I'investigateur principal de I'essai. On suppose une loi Beta telle

que P(0 <20%) = P(20% < 6 < 40%) = P( 6 > 40%) = 1/3. Il y a autant de chance que 6 soit inférieur a p,, que 6 soit

entre p, et p, ou que @ soit supérieur a p,.

- A priori de référence : On suppose une loi uniforme qui est non informative.

- A priori sceptique : |l représente I'opinion d’un individu qui avant I'essai pense qu’il y a trés peu de chance (5%) que

6 soit supérieur a p,. On suppose une loi Beta avec une moyenne égale a p, = 20% et telle que P(6 >40%) = 5%.

- A priori optimiste : Il représente I'opinion d’un individu qui avant I'essai pense qu’il y a trés peu de chance (5%) que

6 soit inférieur a p,. Loi Beta avec une moyenne égale a p, = 40% et telle que P(6 < 20%) = 5%.

2éme étape : Linformation issue de I'essai est utilisée.
Soit k le nombre de réponses complétes ou partielles observées dans I'essai sur n individus recrutés. La vraisemblance s’écrit :

P(y|6) O(Gk(l — Q)n_k
3éme étape : Calcul des distributions a posteriori en utilisant le théoréme de Bayes

A Posteriori oc\Vraisemblance x A priori <—> P(0|y) «P(y|0) x P(0)
[ — P(gly) o 0a+k—1(1 _ 9)b+n—k—1

On utilise la distribution de probabilité a posteriori pour fournir les intervalles de crédibilité (ICr) tels

Probability (8)

Probability (8)

. Etape 2
: oui N=37
| 24réponses ?
(RC+RP)
non Arrét

! Py
00 02 04 06 08 10

Overall Response Rate (8)
Clinical Prior Beta(1.3,2.8) — - — Septical Prior Beta(2.6,10.4)
—— — Reference Prior Beta(1,1) ===--- Enthusiastic Prior Beta(5.6,8 4)
PO P1
7

7
08 1.0
Overall Response Rate (6)

Figure 1 : Distributions a priori (haut) et a posteriori (bas)

Tableau 1 : Intervalle de crédibilité (ICr) du taux de réponse global 6

que 6 soit dans [c; d] avec une probabilité de (1-a)% et pour estimer la probabilité que le traitement
soit inefficace P(6 < 20%).

Distribution a priori

Clinique
Lintervalle de crédibilité a 90% s’interprete de la fagon suivante : étant donné les observations, il y a 90%
de chance que la proportion vraie 8 soit comprise entre les bornes de I'intervalle. Référence
A - o - Sceptique
19 patients d’un age médian de 79 ans ont été inclus entre juillet 2012 et septembre 2014.
Le taux de réponse a 6 mois était de 26,3% (IC90% = [11,0-47,6] ; soit 5/19 patients). Optimiste

ICr 90% Probabilitéfg < 20%)
[13,5% - 43,3%] 0,22
[14% - 45,6%) 0,20
[12,6% - 36,8%] 0,33
[19,6% - 45,9%] 0,057

Conclusion

- Selon l'approche fréquentiste, on conclut que le traitement est inefficace sur les 19 patients recrutés mais avec un manque de puissance important. Selon l'approche bayésienne,
méme avec un a priori optimiste sur I'efficacité du traitement, I'intervalle de crédibilité n’est pas strictement supérieur a 20% aprés avoir pris en compte les données de I'essai.

- Ces deux approches tendent vers la méme conclusion d’efficacité insuffisante du traitement.

- EnI'absence de données de la littérature sur ce traitement dans des populations comparables, I'analyse bayésienne a permis d’interpréter les résultats suivant différents contextes

et il a été possible d’utiliser les hypothéses du calcul de la taille d’étude pour définir les distributions a priori.

(1) Simon R. Optimal two-stage designs for phase Il clinical trials. Control Clin Trials 1989;10(1):1-10

(2) Zohar S, Teramukai S, Zhou Y. Bayesian design and conduct of phase Il single-arm clinical trials with binary outcomes: a tutorial. Contemp Clin Trials. 2008;29:608-16

(3) Tan SB, Machin D, Tai BC, et al. A Bayesian re-assessment of two phase Il trials of gemcitabine in metastatic nasopharyngeal cancer. Br J Cancer 2002;86:843-50
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Serment d’Hippocrate

Au moment d’étre admise a exercer la médecine, je promets et je jure d’étre fidele aux lois
de I’honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans tous ses
¢léments, physiques et mentaux, individuels et sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans aucune
discrimination selon leur état ou leurs convictions. J’interviendrai pour les protéger si elles
sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans leur intégrit¢ ou leur dignité. Méme sous la
contrainte, je ne ferai pas usage de mes connaissances contre les lois de I’humanité.

J’informerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs conséquences.
Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des circonstances
pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a I’indigent et a quiconque me les demandera. Je ne me laisserai pas
influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

Admise dans I’intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés. Regu(e) a
I’intérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma conduite ne servira pas a

corrompre les moeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les agonies. Je
ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai I’indépendance nécessaire a [’accomplissement de ma mission. Je
n’entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les perfectionnerai
pour assurer au mieux les services qui me seront demandés.

J’apporterai mon aide a mes confréres ainsi qu’a leurs familles dans 1’adversité.

Que les hommes et mes confréres m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses ;
que je sois déshonorée et méprisée si j’y manque.
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