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INTRODUCTION

A. LES LYMPHOMES B DIFFUS A GRANDES CELLULES (DLBCL)
1. Epidémiologie
Les lymphomes sont, en termes d’incidence, le 6™ cancer mondial, soit environ 70 000 nouveaux
cas par an en Europe et 80 000 aux Etats-Unis. IIs représentent plus de 3% des cancers dans le monde
avec une prévalence évaluée a 2 millions de patients en cours de traitement ou en rémission. La

mortalité est élevée, touchant environ 140 000 personnes par an (données LYSARC!).

Les lymphomes sont classés en lymphomes hodgkiniens et non hodgkiniens (LNH). Ces deux grandes
entités sont hétérogeénes a la fois d’un point de vue moléculaire, mais aussi morphologique, clinique
et pronostique et comportent une multitude de sous-types histologiques (Brousse N. et Bruneau J.%).
En France en 2011, les LNH se situent au 5°™ rang des cancers les plus fréquents avec plus de 11600

nouveaux cas (données INCA?).

Les proliférations lymphocytaires B, appelées lymphomes non hodgkiniens de type B (LNH B)

représentent 85-90 % des lymphomes non hodgkiniens.

Le lymphome B diffus a grandes cellules (DLBCL) est le LNH le plus fréquent, représentant environ

40% de I’ensemble des lymphomes et prés de 80% des lymphomes agressifs.

Il survient a tout 4ge avec une médiane aux alentours de 50 a 60 ans. La présentation clinique peut
étre ganglionnaire dans 60% des cas ou exclusivement extra-ganglionnaire (initialement) dans 40%
des cas. La croissance tumorale est rapide et I’index de prolifération élevé. Ils peuvent survenir de

novo ou étre secondaires a un lymphome B a petites cellules (de bas grade).
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2. Bases physiopathologiques et moléculaires (Brousse N. et Bruneau J.%)
a. Oncogenes
Les lymphomes sont des hémopathies malignes liées a la prolifération de cellules lymphoides. A
chacun des stades de leur développement, les lymphocytes sont exposés a un risque de transformation

oncogénique pouvant conduire a un lymphome.

Tous les phénomenes qui contribuent a augmenter la prolifération lymphocytaire de manicre durable
ou qui interférent avec les processus de réparation de I’ADN entrainent un risque accru d’évenements
oncogéniques. Le processus de transformation oncogénique implique de multiples événements
génétiques. Des translocations chromosomiques récurrentes sont retrouvées dans la plupart des

lymphomes.

Dans les lymphomes B, ces translocations impliquent le plus souvent un réarrangement entre le locus
des chaines lourdes des immunoglobulines (IGH) en 14g32 et un oncogéne dont 1’expression se
trouve ainsi augmentée. Des amplifications géniques ou des mutations d’autres oncogeénes peuvent

¢galement survenir.
Les principaux oncogénes dérégulés au cours des DLBCL sont :

- le gene suppresseur de tumeur BCL-6 (30% des DLBCL). BCL-6 est un répresseur
transcriptionnel exprimé dans les lymphocytes B au cours de I’activation du centre germinatif.
Il réprime I’expression de geénes de différentiation (notamment BLIMP-1 permettant la
différentiation terminale en plasmocytes) et de genes de réparation de I’ADN (P53, ATM) et
induit la prolifération cellulaire. Ainsi, pendant la réaction du centre germinatif, 1’action de
BCL-6 favorise I’apparition de lésions de I’ADN et la survenue de translocations aberrantes.

- le géne BCL?2 codant pour une protéine anti-apoptotique (20% des cas).

- T’oncogéne C-MYC (5 a 15 % des DLBCL) qui est un facteur transcriptionnel de plusieurs

protéines impliquées dans la progression du cycle cellulaire.
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La dérégulation de ces oncogenes entraine ’activation de plusieurs voies de signalisation contrélant
la prolifération cellulaire et le contrdle de I’apoptose, participant ainsi a la transformation

lymphomateuse.

b. Variants moléculaires
Depuis le début des années 2000 trois variants moléculaires ont €été¢ caractérisés par analyses
transcriptomiques : les GCB-DLBCL (germinal center B-like DLBCL), constitués de cellules issues
du centre germinatif et les ABC-DLBCL (Activated-B-Cell DLBCL) constitués de cellules exprimant
les mémes genes que ceux retrouvés lors de I’activation des lymphocytes B activés. Initialement, un
troisieme groupe nommé ‘Unclassified’-DLBCL avait été¢ défini et s’est révélé étre constitué de cas
ne pouvant étre class¢ en GCB-DLBCL ou ABC-DLBCL sans former un réel groupe distinct
(Alizadeh, A. A.*,Wright, G.%). La classification moléculaire des DLBCL (COO classification : Cell
of Origin) est trés pertinente d’un point de vue pronostique puisqu’elle a permis de montrer que les
GCB-DLBCL sont associés a une meilleure survie que les ABC-DLBC (Alizadeh, A. A%, Lenz, G
®). Cependant, le délai et les moyens requis pour ’analyse du profil d’expression génique sont
actuellement incompatibles avec la prise en charge thérapeutique des patients. Basée sur la
caractérisation moléculaire, le profil d’expression immunohistochimique des protéines CD10, BCL-
6 et MUMI1 a permis de classer les DLBCL en deux sous-groupes (algorithme de Hans) : les GCB-
DLBCL et les non-GCB-DLBCL (regroupant les ABC-DLBCL et les ‘Unclassified’-DLBCL) (Hans,
C. P.7). Bien qu’elle soit toujours recommandée dans la derniére classification OMS 2016 des
néoplasies lymphoides (Swerdlow, S. H.%), car réalisable en pratique courante, cet algorithme IHC ne

corréle pas parfaitement avec la classification moléculaire (Hans, C. P.”, Gutiérrez-Garcia, G.”).

Des études ont identifié d’autres groupes de DLBCL ayant une expression génique différente (Monti,
S.19) : les B Cell Receptor (BCR-DLBCL) présentant une surexpression des génes impliqués dans la

signalisation par le BCR et les OxPhos-DLBCL, enrichis en génes impliqués dans la phosphorylation



32

oxydative mitochondriale. Ces signatures moléculaires semblent en rapport avec le statut métabolique
des DLBCL (Caro, P.'!). Ainsi, les OxPhos-DLBCL utilisent préférentiellement la respiration
mitochondriale pour générer leur énergie alors que les BCR-DLBCL présentent un flux glycolytique

augmente.

Les DLBCL different également par la signature génique de leur microenvironnement tumoral (Lenz,
G.%, Scott, D. W.'2). Le groupe “stromal-1”, codant pour des génes de composants de la matrice extra-
cellulaire a un meilleur pronostic que le groupe “stromal-2” codant pour des genes liés a

I’angiogénese.

Des études récentes de séquencage a haut débit (Next Generation Sequencing) (Swerdlow, S. H.®) ont
identifi¢ des mutations somatiques communes a tous les sous-types de DLBCL comme la mutation
inactivatrice de 7P53 et de geénes intervenant dans I’immunosurveillance, des altérations de

régulateurs épigénétiques ou I’activation oncogénétique de BCL-6.
Il existe par ailleurs des altérations génétiques spécifiques a chaque sous-groupe.

Les GCB-DLBCL présentent notamment des remaniements des génes des histone méthyl transférases

comme EZH? et des translocations de BCL-2.

Plusieurs mutations somatiques ont ¢té décrites au niveau des différentes molécules participant a la
signalisation par le récepteur des cellules B (BCR). C’est par exemple le cas de la mutation MYDSS
L265P, observée dans 29% des ABC-DLBCL. Ces éveénements convergent vers 1’activation de la
voie NF-kB. Le facteur de transcription NF-kB est impliqué dans 1’activation, la prolifération et la

survie lymphocytaire.

Les implications cliniques de ces mutations ne sont pas encore totalement comprises mais les attentes
sont importantes notamment pour guider la prise en charge thérapeutique. Il n’existe pas a [’heure

actuelle de protocole thérapeutique validé basé sur les études de transcriptome, sur les sous-groupes
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immunohistochimiques ou sur les mutations somatiques observées au sein des DLBCL (Swerdlow,

S. H.®) mais des essais thérapeutiques sont actuellement ouverts.

3. Etiologie (Swerdlow, S. H."3)
L’étiologie des DLBCL reste inconnue a I’heure actuelle. Ils surviennent la plupart du temps de novo
(dits lymphomes primaires), mais peuvent se présenter sous la forme d’une progression ou

transformation d’un lymphome moins agressifs (dits lymphomes secondaires).

L’immunodéficience est un facteur de risque significatif et dans ce cas les DLBCL sont plus souvent
liés a I’Epstein-Barr Virus (EBV). Le taux d’infection a EBV au sein des DLBCL non

immunodéficients est d’approximativement 10 %.

4. Présentation clinique (Swerdlow, S. H.'?)
Les patients atteints de DLBCL présentent une masse tumorale a croissance rapide touchant un ou
plusieurs sites ganglionnaires ou extra-ganglionnaires. Presque la moitié des patients présentent un
stade localis¢ de leur maladie au diagnostic. La plupart des patients est asymptomatique. Les

symptomes dépendent du site atteint.

Les tableaux cliniques principaux devant faire évoquer un DLBCL sont la présence d’une ou plusieurs

adénopathies périphériques, une fiévre au long cours et un prurit inexpliqués.

Des tableaux d’urgence peuvent étre révélateurs comme un syndrome cave supérieur, une masse

abdominale ou un syndrome neurologique sur compression médullaire.

5. Diagnostic (Swerdlow, S. H.1%)
Le diagnostic est porté sur I’examen anatomopathologique d’une biopsie ou d’une exérese
chirurgicale d’un ganglion ou d’un site suspect réalisées sous contrdle radiologique ou au bloc

opératoire.
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a. Morphologie
L’¢étude anatomopathologique du ganglion montre une prolifération diffuse de cellules lymphoides
de grande taille ayant totalement ou partiellement détruit I’architecture ganglionnaire et envahissant
souvent les tissus adjacents (Figure 1). L’infiltration partielle peut étre inter-folliculaire ou sinusale.
La prolifération peut étre parcourue de bandes fibreuses plus ou moins larges réalisant un vague

aspect de nodulation.

Cytologiquement, il s’agit de grandes cellules dont le noyau atteint ou excede la taille d’un noyau de

macrophage ou deux fois celle d’un lymphocyte normal.

11 existe plusieurs variants morphologiques pouvant présenter un fond riche en lymphocytes T et/ou

en histiocytes. Ces derniers ne doivent pas étre confondus avec des lymphomes B riches en

lymphocytes T/histiocytes.

Figure 1. Aspect histologique d’un lymphome B diffus a grandes cellules. Coloration HES.
A gauche, au faible grossissement : prolifération diffuse avec destruction de I’architecture ganglionnaire. A droite, au fort
grossissement : cellules lymphoides de grande taille nucléolées, index mitotique élevé.

i.  Variant centroblastique
Il s’agit du variant le plus commun. Les centroblastes sont des cellules lymphoides de taille moyenne
a grande au noyau vésiculaire rond ou ovalaire contenant une chromatine fine. On observe 2 a 4

nucléoles accrochés a la membrane nucléaire. Le cytoplasme peu abondant est amphophile a



35

basophile. Dans certains cas, la tumeur est monomorphe, enti¢rement constituée de centroblastes (>
90 %). Le plus souvent, elle est polymorphe sous la forme d’une association de centroblastes et
d’immunoblastes. Dans de rares cas, notamment dans les présentations osseuses ou extra-

ganglionnaires, les cellules tumorales peuvent présenter un noyau multilobulé.

ii.  Variant immunoblastique
Dans ce variant, plus de 90 % des cellules tumorales sont des immunoblastes, présentant un unique

volumineux nucléole central et un cytoplasme relativement abondant basophile.

iii.  Variant anaplasique
Ce variant est caractérisé par des grandes ou tres grandes cellules rondes, ovalaires ou polygonales
présentant un pléomorphisme nucléaire important pouvant ressembler a des cellules de Hodgkin, de
Reed-Sternberg ou a des cellules tumorales de lymphome anaplasique a grandes cellules. Les cellules
tumorales peuvent s’agencer en massifs cohésifs ou infiltrer les sinus ganglionnaires mimant alors un

carcinome indifférencié.

b. Immunophénotype

Les cellules tumorales expriment les marqueurs immunohistochimiques (IHC) Pan-B tels que CD19,
CD20, CD22 et CD79a bien que I’un ou plusieurs d’entre eux puissent manquer. Les marqueurs
plasmocytaires tels CD38 et CD138 sont rarement co-exprimés dans les cellules CD20 positives. Les
cellules tumorales peuvent exprimer le CD30, surtout dans le variant anaplasique.

Les cas exprimant le CD5 représentent 5 % des DLBCL ; il s’agit pour la plupart de DLBCL de novo
et trées rarement de [’évolution d’une leucémie lymphoide chronique ou d’un lymphome
lymphocytique.

L’expression de CD10, BCL-6 et MUM-1 varie. Le CD10 est observé dans 30-60 %, BCL-6 dans
60-90 % et MUM-1 dans 35-65 % des cas. Contrairement aux lymphocytes normaux du centre
germinatifs pour lesquels BCL-6 et MUM-1 sont mutuellement exclusifs, la co-expression de ces

deux marqueurs est retrouvée dans 50 % des cas de DLBCL (Falini, B.'%).



36

Une expression forte et uniforme de FOXP1 a été reportée dans des DLBCL de type non-GC
exprimant MUM-1 et BCL-2 en I’absence de translocation t(14 ;18) (Barrans S.'5).

L’index de prolifération, évalué par détection du Ki-67 par I’anticorps MIB1 est ¢levé et peut méme
étre supérieur a 90 %.

P53 est exprimée dans 20 a 60 % des cas.

6. Facteurs pronostiques

a. Cliniques
L’Index Pronostic International (IPI), déterminé a partir de cinq parameétres (I’dge du patient, le
nombre de sites extra-ganglionnaires atteints, 1’état général du patient, le stade Ann-Arbor (cf
Annexes) et le niveau de la lactate déshydrogénase (LDH) sérique) est un facteur pronostique de la
survie globale des patients a 4 ans. Les trois derniéres variables (état général, stade et taux de LDH)
sont prises en compte dans 1’établissement de I’IPI ajusté a I’age (IPlaa), un score simplifié¢ permettant
de stratifier les patients dans des groupes pronostiques différents selon qu’ils soient agés de plus ou
moins de 60 ans (International Non-Hodgkin’s Lymphoma Prognostic Factors Project.!®). De ce fait
il est utilisé en routine par les onco-hématologues pour déterminer la prise en charge thérapeutique
du patient (nombre de cycles de traitement a effectuer et type de chimiothérapie a administrer en
combinaison avec I’immunothérapie). En revanche, il ne prend pas en compte les caractéristiques

moléculaires treés hétérogénes des DLBCL.

La pertinence de cet index a été validée a 1’ére du Rituximab et il reste applicable actuellement
(Ziepert, M.'7). Tl apparait cependant que les patients porteurs d’un méme score IPI peuvent avoir des

réponses au traitement différentes (Coiffier, B.'®).

L’infiltration de la moelle osseuse au diagnostic est un facteur de mauvais pronostic indépendant de

I’IPI avec 10 % de survie a 5 ans.
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b. Paracliniques
i.  Imagerie
Les valeurs SUVmax (intensité de la fixation de I’analogue non-métabolisable du glucose '*F-FDG
dans les tumeurs) collectées par TEP-Scanner avant et aprés deux et/ou quatre cycles de traitements
ainsi qu’a la fin du traitement, quantifient 1’activité métabolique des tumeurs et permettent d’évaluer
le volume tumoral. Elles permettent d’identifier a posteriori les patients réfractaires au traitement. Le
plus souvent, ces patients présentent un SUVmax intense et une masse tumorale importante
(Casasnovas, R.-O.'”). Néanmoins, de nombreux paramétres dépendants et indépendants des patients
peuvent faire varier les valeurs de SUVmax, ainsi, il n’est pas rare d’observer une masse tumorale

importante en dépit d’une faible fixation du "*F-FDG (Xie, M.?°, Boellaard, R.%").

ii.  Cytogénétique
Quelle que soit I’option thérapeutique mise en ceuvre, la translocation de C-MYC dans les DLBCL

(détectée par FISH) corréle avec un mauvais pronostic (Horn, H.22, Thieblemont, C.?).

Certains DLBCL peuvent présenter une translocation de C-MYC combinée a un réarrangement de
BCL?2 (double hits, classés GCB-DLBCL par IHC) ou BCL6 (double hits), voire de BCL2 et BCL6
(triple hits), qui assombrissent un peu plus le pronostic vital du patient (Horn, H.??). Ces DLBCL sont
appelés Lymphomes B de Haut grade dans la nouvelle classification (HGBL) avec réarrangement de

MYC et BCL-2 et/ou BCL-6.

Cependant, ces lymphomes sont tres rares (moins de 10%) et ne représentent qu’un pourcentage faible
des patients présentant un DLBCL insensible au R-CHOP. Les réarrangements isolés de BCL?2 et
BCLG6 ne sont pas des facteurs de risque indépendants (Horn, H.??). Il a également été démontré que
la translocation de MYC n’a de valeur pronostique qu’en cas de réarrangement avec un gene des

immunoglobulines (Copie-Bergman, C.2%).
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iii.  Immunohistochimie
La surexpression de MYC (seuil a 40 %) est détectée dans pres de 30 a 50 % des DLBCL et est
associée a une co-expression de BCL-2 (seuil a 50 %) dans 20 a 35 % des cas (« double-expresseurs »)
(Johnson, NA.?*, Karube K.?). La plupart de ces cas ne présentent pas d’altérations chromosomiques
ni de MYC. Ils auraient un pronostic défavorable mais sont moins agressifs que les HGBL double ou

triple hits.

La surexpression isolée de BCL-2 était associée a un mauvais pronostic avant I’ére du Rituximab,
notamment dans les ABC-DLBCL. Elle garde une valeur pronostique chez les personnes agées
(Petrella, T.27) ou si elle est associée a une surexpression de MYC chez les patients jeunes. Son
expression n’est pas nécessairement corrélée a la présence d’une translocation de BCL2 (t(14 ;18))

(Hermine, O.%%, Hill, M. E.?°, Gascoyne, R. D.*%).

La surexpression de BCL-6 serait associée a un bon pronostic (Horn, H.??). Il n’existe pas toujours
de corrélation entre les niveaux d’expression génique et I’expression protéique (Lossos, 1. S.3!,

Allman, D.*?). L’adjonction du Rituximab semble avoir éliminé son impact pronostique.

Récemment, il a été démontré que 1’expression IHC d’HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor 1a) était
associée a un bon pronostic pour les patients atteints de DLBCL et traités au R-CHOP (Evens A.
M.*). Cependant, la courte demi-vie de HIF-1a (10 min), rend discutable sa détection IHC et peut
expliquer I’hétérogénéité des résultats, a 1’origine de conclusions contradictoires a ce sujet (Evens,

A. M.** Bhalla, S.%).

Si la mutation de 7P53 est connue comme facteur de mauvais pronostic, le marquage IHC de P53 a
fait I’objet d’études contradictoires (Ichikawa, A.*¢, Kramer, M. H.*’, Koduru, P. R. K.*%).

Le CDS5 est un marqueur de surface des lymphocytes T qui peut étre observé dans 10% des
DLBCL. Sapositivité est corrélée a un mauvais pronostic et a un profil d’expression génique différent

des GCB/ABC-DLBCL.
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L’algorithme de Hans (cf chapitre A.2.b) classant les DLBCL en type GC et non-GC ne permet pas

de prédire de maniére fiable le pronostic (Copie-Bergman, C.*’, Nyman, H.%°).

iv.  Biologie Moléculaire
Avant I’¢re du Rituximab, la plupart des études ont montré que la classification « moléculaire » COO
avait une valeur pronostique. Un DLBCL de type ABC serait de plus mauvais pronostic qu’un GCB-
DLBCL. Chez les patients traités par immuno-chimiothérapie, cette signification clinique est plus
controversée. Bien que la publication princeps de Lenz® ait montré que la COO moléculaire avait une
grande valeur prédictive quel que soit le traitement recu, d’autres études n’ont pas retrouvé de
différence significative en termes de survie entre les ABC-DLBCL et les GCB-DLBCL (Staiger,
AM.*). Cependant, dans le cadre des DLBCL réfractaires, Thieblemont et al ont montré que les GCB-
DLBCL réfractaires ou en rechute avaient un meilleur pronostic que les ABC-DLBCL, notamment
s’ils étaient traités par R-DHAP (Rituximab, dexamethasone, cytarabine haute dose, cisplatine)

(Thieblemont, C.?).

D’autres « sous-groupes » ont été identifiés sur le plan moléculaire. Certains ayant une signature
génique de type « phosphorylation oxydative », d’autres de type « BCR/prolifération » ou encore de
type « réponse de I’hote » (Monti, S.'%). Ces sous-groupes n’ont pas de valeur pronostique mais

pourraient suggérer de potentielles cibles thérapeutiques.

7. Prise en charge thérapeutique
Chaque fois que possible, les patients doivent étre traités dans le cadre d’essais cliniques.
Actuellement (mars 2017) on dénombre pres de 259 études ouvertes. Chaque cas est discuté en
réunion de concertation multidisciplinaire afin de décider de la meilleure stratégie thérapeutique a

proposer au patient.
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a. Molécules de base
A T’heure actuelle, le traitement de référence est une combinaison d’immunothérapie et de

polychimiothérapie a base d’anthracyclines.

1. Rituximab
Le Rituximab est un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre la molécule CD20 exprimée a la
surface des lymphocytes B du stade pré-B au stade B activé (Figure 2). Cette molécule est considérée
comme standard thérapeutique depuis 2001-2002 (Coiffier, B.**). Par un mécanisme dépendant du
complément, le Rituximab conduit a la mort des lymphocytes B qui expriment CD20 (Boross, P.+).
Son efficacité est en partie liée aux nombres de cellules B exprimant CD20 et a I’abondance de CD20
exprimé a leur surface (Johnson, N. A.**). Une diminution de I’expression de CD20 explique en partie

la résistance des DLBCL au R-CHOP (Tsai, P.-C.%).

De nouveaux anticorps monoclonaux anti-CD20 sont en cours de développement notamment
I’Obinutizumab (GA-101) qui présente in vitro une meilleure affinité pour les cellules effectrices et
un mécanisme de mort cellulaire directe différent et plus efficace que celui du Rituximab.
L’utilisation de 1’Obinutizumab a la place du Rituximab pourrait permettre une meilleure réponse et

fait actuellement 1’objet d’un essai du LYSA (GAINED trial*®).
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Figure 2. Représentation schématique du champ d’action de I’anticorps monoclonal anti-CD20.
Le CD20 est un marqueur spécifique des cellules B au cours de leur développement du stade pré-B au stade de lymphocyte
B mature. Le Rituximab est un anticorps monoclonal ciblant la molécule CD20. Son mécanisme d’action met en jeu
I’activation du complément et la cytotoxicité a médiation cellulaire.

ii.  Chimiothérapie
Le cocktail de chimiothérapie standard est appelé CHOP, I’acronyme pour Cyclophosphamide,

(Hydroxy)daunorubicine, Vincristine (Oncovin), Prednisone.

Dans les formes de mauvais pronostic, I’alternative consiste a administrer de I’ACVBP, I’acronyme

pour Adriamycine, Cyclophosphamide, Vindésine, Bléomycine, Prednisone.

b. Approche thérapeutique conventionnelle selon le stade
Le choix des molécules et de la séquence d’administration se base sur les caractéristiques
« cliniques » des patients, comportant plusieurs facteurs tels que 1’age, le stade, la masse tumorale
(« Bulky disease ») et I'IPI. En 2015, la Société Frangaise d’Hématologie a rédigé un référentiel de

recommandations en fonction de ces criteres.
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i.  1%¢ligne

Stades localisés (Ann Arbor I-II)
-  DLBCL Non Bulky (<7 cm) :

Pour les patients IPI =0 : 4 cycles de R-CHOP 21

Pour les patients IP1>ou =1 : 6 cycles de R-CHOP 21

Radiothérapie facultative si TEP de fin de traitement négative.
- DLBCL Bulky (> 7 cm) :

6 cycles de R-CHOP 21 + Radiothérapie (30-36 Gy) ou

8 cycles de R-CHOP 21 ou

R-ACVBP + Consolidation séquentielle

Stades étendus (Ann Arbor III-1V)

- Sujets jeunes (< 60 ans) :

Pour les patients [PITaa =1 : 6 a 8 cycles de R-CHOP 14 ou 21 ou R-ACVBP + consolidation

séquentielle pour les phénotypes non-GCB selon Hans

Pour les patients [Plaa =2 ou 3 : 8 cycles de R-CHOP 14 ou 21 ou R-ACVBP + consolidation

séquentielle ou R-CHOP (ou R-ACVBP) + autogreffe (conditionnée par BEAM ou BeEAM)
- Sujets agés (> ou =60 ans) :

Patients en bon état général entre 60 et 80 ans : 8 cycles de R-CHOP 21 ou 6 cycles de R-

CHOP 14 + 2R

Patients en bon état général > 80 ans : § cycles de R-miniCHOP (avec préphase)
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Patients fragiles : R-COP ou Chimiothérapie orale (PEPC ou autre) ou R-Bendamustine ou

Soins palliatifs

Prophylaxie neuro-méningée
Tous les patients doivent bénéficier d’une ponction lombaire exploratrice et d’une injection
prophylactique intra-thécale de méthotrexate lors de la 1° cure de chimiothérapie. Une prophylaxie

supplémentaire est recommandée pour les patients a haut risque de rechute neuro-méningée.

Cas particuliers

Plusieurs critéres font entrer les patients dans le cadre de cas particuliers pour lesquels une adaptation
thérapeutique est nécessaire. Il s’agit de patients présentant une dysfonction cardiaque, une atteinte
neuro-méningée, une atteinte testiculaire, un lymphome de bas grade concomitant, un statut VIH
positif, un DLBCL intermédiaire DLBCL/Burkitt, double/triple hits ou un DLBCL de type lymphome

B primitif du médiastin.

ii.  Rechutes / progression
Rattrapage par chimiothérapie a base de sel de platine puis consolidation par autogreffe pour les

patients chimio-sensibles et éligibles a 1’autogreffe.

iii.  Evaluation de I’efficacité et surveillance

Bilan clinique, biologique et radiologique a mi-traitement, en fin de traitement et en surveillance.

c. Approche thérapeutique selon la COO
Une autre approche consiste a prendre en compte le variant moléculaire pour cibler les DLBCL de
mauvais pronostic. La survie sans progression a 5 ans des ABC-DLBCL est de 40 % contre 74% pour
les GCB-DLBCL traités par R-CHOP. Compte tenu de ce pronostic défavorable, les essais cliniques

concernent essentiellement les ABC-DLBCL en se basant sur leur biologie moléculaire.

La voie NF-kB est impliquée dans la tumorigénése des ABC-DLBCL. L’activation de NF-kB par la

libération de sa protéine inhibitrice (P-IkBa) déclenche la transcription de génes anti-apoptotiques.
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Des essais thérapeutiques sont en cours, notamment un essai associant la chimiothérapie
conventionnelle au Bortezomib (essai NCT(01324596), un inhibiteur du protéasome, qui diminue la

dégradation de P-IkBa et donc ’activité de la voie NF-kB.

Le Lenalidomide est un immunomodulateur inhibant 1’activit¢é de NF-kB in vitro. Une étude
rétrospective concernant des DLBCL réfractaires ou en rechute a montré que la survie était
significativement augmentée chez les ABC-DLBCL comparée aux GCB-DLBCL apres
I’administration en monothérapie de ce traitement (Hernandez-Ilizaliturri FJ.*’). Des études en
premiere ligne n’ont pas montré de différence significative en termes de survie entre les ABC et les

GCB-DLBCL. D’autres essais sont actuellement en cours (Clinical trial*®).

L’Ibrutinib est un inhibiteur de la Bruton’s Tyrosine Kinase (BTK) ciblant I’activation constitutive
du BCR qui entraine ’activation de la voie NF-kB. Les premiers essais ont montré une bonne
tolérance (Younes A.*, Wilson WH.%) et d’autres essais en étudiant ’efficacité sont en cours

(Clinical trial®").
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Les DLBCL sont les lymphomes B non hodgkiniens les plus fréquents. Il s’agit de lymphomes
agressifs, hétérogenes sur le plan clinique, moléculaire, métabolique et au pronostic variable. Des
facteurs pronostiques, notamment [’IPI, permettent d’identifier au diagnostic les lymphomes les plus
agressifs mais il semble que des patients présentant le méme IPI répondent différemment au
traitement actuel. Depuis [’apport de |'immunothérapie au début des années 2000 qui a largement
amélioré la survie des patients, |’arsenal thérapeutique n’a pas été incrémenté et 30 a 40 % des

DLBCL restent en échec thérapeutique.
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B. ROLE DE LA GAPDH DANS LE CONTEXTE DES LNH
1. GAPDH et glycolyse
La glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase ou GAPDH est une enzyme de la glycolyse de type
oxydoréductase qui catalyse la réaction d’oxydation réversible : G3P (Glycéraldéhyde-3-Phosphate)
+ NAD + (Nicotinamide adenine dinucléotide) + P1 (phosphate inorganique) <> NADH + H+ + 1,3-
Biphosphoglycérate. 11 s’agit de la 6°™ étape de la glycolyse, la voie métabolique d’assimilation du
glucose qui libere de I’énergie métabolique sous forme d’ATP (adénosine triphosphate) et du pouvoir

réducteur par production de NADH + H+.

Les différentes étapes de la glycolyse (Figure 3) se déroulent dans le cytoplasme, nécessitant au départ
du glucose et ayant pour produit le pyruvate. Ce dernier est métabolisé par fermentation en situation
d’anaérobie pour produire du lactate. Il peut également entrer dans le cycle de Krebs dans la

mitochondrie en aérobie.

Au-dela de cette fonction métabolique, la GAPDH posséde de nombreux autres rdles tels que
I’activation de la transcription, I’initiation de I’apoptose et le transfert de vésicules entre le réticulum

endoplasmique et I’appareil de Golgi.
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Figure 3. La glycolyse.

La glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) est une enzyme qui catalyse la sixiéme étape de la glycolyse.
Elle intervient dans la dégradation du glucose afin de produire de 1'énergic et du pouvoir réducteur sous forme

respectivement d'ATP et de NADH + H™.
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2. Structure
La GAPDH est un homotétramere constitué de 2 sous-unités dont la masse moléculaire de celles-ci
varie de 34 a 38 kDa. Chaque sous-unit¢ est constituée de 330 acides aminés formant 2 domaines. Le
premier est impliqué dans la fixation du cofacteur NAD+, le second dans celle du substrat et dans la

catalyse. Chaque sous-unité fixe une molécule de NAD+.

3. Fonctions non métaboliques de la GAPDH
Durant de nombreuses années, la GAPDH a ét¢ considérée comme une simple enzyme catalytique de
la glycolyse, si stable que son gene est appelé gene de ménage et utilisée comme témoin de charge
dans de nombreuses expériences scientifiques. Bien qu’il s’agisse de sa fonction principale, il est
admis depuis récemment qu’elle joue de nombreux autres rdles, indépendants de sa fonction

métabolique (Colell, A.3?).

a. Liaison aux acides nucléiques
La GAPDH possede la capacité de se lier aux acides nucléiques, notamment les ARNm avec des
effets variés, voire opposés, sur leur stabilité et leur expression, dans les cellules normales mais
¢galement dans les cellules tumorales. Les domaines de fixation sont variables selon I’ARNm,

impliquant parfois le domaine N-terminal ou nécessitant quelquefois les 2 domaines de GAPDH.

b. GAPDH et télomeres
La GADPH posséde également la capacité de transloquer au noyau et de se fixer aux brins d’ADN
télomériques par son domaine de liaison au NAD+ afin de les protéger de leur raccourcissement
rapide induit par les traitements chimiothérapeutiques (Sundararaj KP. et al.®). Cependant, il n’est
pas connu si la GAPDH joue un rdle dans le maintien des télomeres en dehors d’un contexte de

traitement par céramide.

Ce rdle de protection vis-a-vis des télomeres parait contradictoire avec le role pro-apoptotique de la

GAPDH dans le cadre d’un stress cellulaire (voir ci-apres).
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c. GAPDH, facteur de transcription
La GAPDH est également impliquée dans la régulation transcriptionnelle. La GAPDH fait partie d’un
complexe co-activateur OCA-S nécessaire a la syntheése de 1’histone-2B durant la phase S (Zheng,
LY. Dans un autre contexte, la liaison de la GAPDH au récepteur androgénique entraine
I’augmentation de 1’activité transcriptionnelle de ce dernier notamment dans les cancers de prostate

(Harada N.%°).

d. Interaction avec les autres protéines
La GAPDH a la capacité de se lier a de nombreuses protéines et de réguler leur fonction. Il s’agit de
protéines aux roles divers pouvant participer a 1’organisation des microtubules (Andrade J.3°),
facilitant le transport du reticulum endoplasmique a I’appareil de Golgi (Tisdale EJ.>7). Elle peut
interagir avec la transferrine a la surface des macrophages (Raje CL>%), a APE1, une enzyme de
réparation de I’ADN permettant de rétablir I’activité endonucléase de cette derniére (Azam S.%) et

bien d’autres.

e. GAPDH senseur de la disponibilité en glucose
La GAPDH fait le lien entre la disponibilité en glucose et la prolifération cellulaire. En condition de
privation de glucose, la GAPDH se lie et séquestre la GTPase RHEB, inhibant ainsi I’activité¢ du
complexe mTOR (mammalian target of rapamycin) et donc la prolifération cellulaire (Lee MN.).
Une plus grande disponibilité en glucose augmente le flux glycolytique et donc la quantité de G3P,
le substrat de la GAPDH, qui, en activant son activit¢ catalytique, libere RHEB, restaurant la
signalisation de la voie mTOR et donc la croissance cellulaire. La GAPDH est donc un senseur de la

disponibilité cellulaire en glucose et couple ce signal a la prolifération cellulaire.

f. GAPDH et apoptose
Le niveau de GAPDH est faible dans la mitochondrie en condition normale mais il s’éléve en cas de
stress cellulaire. La GAPDH peut se lier a un canal anionique entrainant la perméabilisation de la

membrane mitochondriale et le relargage du cytochrome C et d’AIF (apoptosis-inducing factor)
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menant a la mort cellulaire par apoptose (Tarze A.°!). Par ailleurs, Hara et al ont montré que GAPDH
pouvait se lier a SIAHI (seven in absentia homolog 1) transloquant alors au noyau et stabilisant
I’activité de cette derniere qui est une E3 ubiquitine ligase facilitant la destruction de protéines

nucléaires, induisant donc 1’apoptose®?.

De fagon paradoxale, les Drs Colell et Ricci ont montré que la GAPDH protége de la mort cellulaire
indépendante des caspases (CICD) induite par la perméabilisation de la membrane mitochondriale®.
Ces résultats montrent que le role de la GAPDH dans la mort cellulaire est complexe et implique de

multiples facteurs.

g. GAPDH, facteur de survie cellulaire
Au-dela du mécanisme de régulation de la prolifération cellulaire décrit au paragraphe e., la GAPDH

facilite I’entrée en mitose de la cellule (Carujo S.%%).

Il est largement établi que les cellules cancéreuses utilisent la glycolyse pour générer I’ATP, méme
en condition oxygénée (effet « Warburg ») et régulent positivement la GAPDH pour répondre a leurs

besoins énergétiques (Révillion F.% ; Schek N.%).

La GAPDH joue donc un role crucial dans la régulation, positive ou négative, de la prolifération et

de la survie cellulaire.

Ainsi, la GAPDH apparait comme un senseur intracellulaire capable de relayer divers signaux aux

différentes organelles et de participer a I’homéostasie cellulaire.
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Figure 4. Les différents roles de la GAPDH

4. Régulation
La GAPDH est codée par un seul géne sur le chromosome 12 transcrit en un seul ARNm sans variant
d’épissage connu. Son niveau d’expression génique varie en fonction de différents stimuli, comme le

stress oxydatif et I’hypoxie qui entrainent tous deux son augmentation.

Certains facteurs affectent I’expression génique et les fonctions de GAPDH de maniére complexe et
imbriquée, notamment I’insuline (Alexander-Bridges M.%’, Jacquin MA.%®), HIF-1 (Manning BD.%),

P53 (Chen RW.”%), le monoxyde d’azote endogéne (NO) (Bereta J.”!).

Il a été décrit d’importantes modifications post-traductionnelles de la GAPDH pouvant modifier

I’activité catalytique de la protéine ainsi que sa localisation.

La phosphorylation de GAPDH par de nombreuses kinases permet son action dans le trafic vésiculaire

(Tisdale EJ.7?). De plus, la GAPDH est capable de s’auto-phosphoryler, lui permettant d’exercer son

activité kinase sur des cibles telles que le récepteur GABAa (Kawamoto RM.”* ; Laschet JJ.74).
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En conditions normales, la GAPDH est localisée préférentiellement dans le cytoplasme. Sa
translocation au noyau est nécessaire pour nombre de ses fonctions comme la réparation de I’ADN,
sa liaison aux télomeres et son réle pro-apoptotique. L’exportation de la GAPDH au noyau est liée a
un site de liaison atypique de CRM-1 au niveau des résidus 259-271 de la région C-terminale. La
mutation K259N de cette région entraine 1’abolition de I’interaction avec CRM-1 et donc une

accumulation nucléaire de GAPDH (Brown VM.”).

Cette accumulation nucléaire n’est pas synonyme d’induction de I’apoptose (Kodama R.”®) suggérant
qu’au-dela de la localisation, des modifications de la conformation de GAPDH et/ou des interactions
avec d’autres protéines sont nécessaires a sa fonction apoptotique. Par exemple la S-nitrosylation de
la cystéine 152 de la GAPDH médiée par le NO abolie son activité catalytique et facilite son

interaction avec Siahl et donc sa translocation au noyau (Hara MR.%?).

5. Roéle de la GAPDH dans les LNH

a. Role de la GAPDH dans la croissance tumorale en 1’absence de
traitement

Le métabolisme singulier des tumeurs se manifeste par une forte production d’acide lactique qui
résulte d’une glycolyse intense, dans un environnement oxygéné (effet « Warburg») (Warburg, O.”7).
L’identification des mécanismes moléculaires impliqués dans 1’effet « Warburg» a placé les enzymes
de la glycolyse et les enzymes mitochondriales du cycle de Krebs (impliquées dans la phosphorylation
oxydative, aussi appelée métabolisme ‘OxPhos’) au cceur de la compréhension du métabolisme
énergétique des tumeurs. De fagon intéressante, de nombreuses études sur le role des enzymes de la
glycolyse dans la tumorigénese ont révélé que la plupart d’entre elles posseéde des fonctions
indépendantes de leur action enzymatique dans la glycolyse, dites fonctions ‘non glycolytiques’

(Kim, J.7®, Wang, Q.”, Lucarelli, G.%°, Zhu, X.5").
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L’¢équipe du Dr Ricci a démontré que certains lymphomes B murins (modé¢le transgénique murin Ep-
Myc (Zhu, D.#?) développant spontanément des lymphomes B qui s’apparentent aux lymphomes B
de type NH chez I’homme) surexpriment la GAPDH (Chiche, J.*%). Cette surexpression participe au
caractere agressif des lymphomes B par un mécanisme faisant intervenir ’interaction de la GAPDH
avec la protéine associée au récepteur du TNF-a, TRAF2, dans un environnement hypoxique (1%
02). II en résulte une augmentation de 1’activation des facteurs de transcription NF-xB et HIF-1 et

par conséquent, 1’établissement d’un phénotype vascularisé et agressif de ces lymphomes (Figure 5).

PO, H CcTL GAPDH

N - N TP

cytoplasme

A

@ ‘ 11T i1 /. A4 .
ncsyaum v ’ GAPDHhIgh
/ Phenotyp:a agressif

Figure 5. La surexpression de I’enzyme GAPDH est responsable d’un phénotype agressif dans un

modele de lymphome B murin.

Dans un environnement hypoxique, la surexpression de la GAPDH conduit a ’augmentation de 1’activation des facteurs
de transcription NF-kB et HIF-1 et par conséquent, 1’établissement d’un phénotype vascularisé et agressif de ces

lymphomes Illustration du phénotype observé dans un ganglion de souris Ep-myc surexprimant la GAPDH.

b. Rationnel GAPDH/DLBCL: vers wune nouvelle approche

thérapeutique

Pour confirmer le role de la GAPDH dans les LNH humains, mon équipe s’est intéressée a une banque
de données publiée et librement accessible (Lenz, G.%) comprenant les résultats d’analyse
transcriptomique (Affimetrix) de biopsies de DLBCL au diagnostic. Par une analyse non biaisée, elle
a montré que seuls 144 geénes sur I’ensemble du génome (soit plus de 50 000 genes analysés) étaient
capables de prédire des différences de survie en réponse au R-CHOP. Parmi les fonctions cellulaires

associées a ces 144 génes on retrouve des fonctions largement étudiées dans différentes néoplasies
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comme la réparation de I’ADN, la croissance et la survie cellulaire... De fagon intéressante, parmi
les génes codant pour les enzymes de la glycolyse, seule la GAPDH avait une valeur prédictive,
renforcant le caractére unique de son role dans les DLBCL. L’équipe a ensuite confirmé 1’existence
de DLBCL qui expriment peu (DLBCL GAPDH-Low = DGL) ou plus (DLBCL GAPDH-High =
DGH) de GAPDH (Figure 6A.). L’expression de la GAPDH pouvant influencer le phénotype tumoral
(Chiche, 1.%%), I’équipe a émis I’hypothése selon laquelle I’expression de la GAPDH pouvait
¢galement influencer la réponse au traitement des patients atteints de DLBCL. De maniére inattendue,
I’analyse bio-informatique des données de survie des patients traités au R-CHOP a permis de mettre
en évidence qu’un niveau ¢levé de GAPDH dans les biopsies ganglionnaires prélevées au diagnostic
est associ¢ a une meilleure réponse thérapeutique. Ainsi, pour les 233 patients traités au R-CHOP,
46% des biopsies prélevées au diagnostic expriment un niveau ¢levé de GAPDH (Figure 6A) ce qui
correle avec une meilleure survie (Figure 6B) comparativement aux patients présentant un DLBCL
associ¢ a une plus faible expression de GAPDH. Cette différence n’est pas observée pour les 181
patients traités au CHOP (Figure 6C). L’analyse des niveaux d’expression de ’ARNm des autres
enzymes de la glycolyse n’a montré aucune corrélation avec la survie globale des patients, quelle que
soit ’option thérapeutique mise en ceuvre, ce qui suggere un role spécifique de la GAPDH dans la

réponse au R-CHOP.



55

A. B
100
000007
.
135 1 ! —. 80 A
- £
-'S 130 { N 33 60 m
7 c
: 5 -
D 125 | e = 40 p=0.0091
- L o
1}- 5
. >
. O 20 -

120 4 .1" P gapdhm |:|"|=125}

0 —— gapdh "t (n=108)
gapdh™  gapdh hor 0 1 2 3 4 5
Years post-diagnosis
C.
100
. 80
£
S 60
Z
@
2 40 -
[
g 2 p=0.456
o —— gapdh ' (n=43)
— gapdh " (n=138)
0 -
0 1 2 3 4 5

Years post-diagnosis

Figure 6 : Une expression ¢élevée de I’ARNm de la GAPDH est associée a une bonne réponse
thérapeutique pour les patients atteints de DLBCL traités au R-CHOP.

(A) Répartition des DLBCL traités au R-CHOP en fonction de 1’expression de I’ARNm de la GAPDH (GAPDH Low
n=125 ; GAPDH High n=108). (B et C) Courbes de survie en fonction du niveau d’expression de la GAPDH dans le
groupe de patients traités par R-CHOP (B) et CHOP (C) (data SET de Lenz).

La GAPDH est une enzyme de la glycolyse qui possede de nombreux autres roles, notamment dans
la prolifération et la survie cellulaire et dont la régulation est complexe. Sa surexpression est
responsable d’un phénotype agressif des lymphomes B NH murins. De maniere inattendue, une
expression élevée de I’ARNm de la GAPDH est associée a une bonne réponse thérapeutique pour les

patients atteints de DLBCL traités au R-CHOP, mais pas au CHOP seul.
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OBJECTIFS

En dépit de I’avancée majeure des traitements avec I’immunothérapie qui, associée au traitement
chimiothérapeutique conventionnel, augmente la survie (70% a 24 mois pour R-CHOP contre 57%
pour CHOP) (Coiffier, B.*?), 30 a 40% des patients atteints de DLBCL, sont en échec

thérapeutique (réfractaires ou en rechute) (Lenz, G.%).

A T’heure actuelle, les cliniciens n’ont que trés peu d’alternatives thérapeutiques a leur disposition
(comme la greffe de cellules souches hématopoiétiques) pour prendre en charge les DLBCL
réfractaires au R-CHOP ou en rechute apres ces traitements. Il est donc impératif de mettre en
évidence un nouveau marqueur permettant d’une part d’identifier au diagnostic les patients
susceptibles d’étre réfractaires au R-CHOP et d’autre part, d’orienter ces patients vers une
nouvelle approche thérapeutique (associée au R-CHOP). Les analyses préliminaires de 1’équipe
ont montré que seulement 144 geénes pouvaient prédire la réponse des DLBCL au R-CHOP (cf
paragraphe B.5.b.). Parmi ces génes figure une seule enzyme de la glycolyse, la GAPDH. A ce jour,
le diagnostic d’'un DLBCL est posé sur 1’analyse anatomopathologique d’une biopsie ganglionnaire
ou extra-ganglionnaire. Des marqueurs IHC sont indispensables a 1’établissement du diagnostic et du

pronostic.
Ainsi, I’objectif de mon travail de recherche se décompose en 2 étapes :

1) Objectif principal : La GAPDH (au niveau protéique) est-elle un marqueur IHC robuste

permettant de prédire la réponse des DLBCL au R-CHOP ?

2) Objectif secondaire : Par une approche anatomopathologique, peut-on identifier le

mécanisme qui relie I’expression de la GAPDH a la réponse au R-CHOP ?
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MATERIEL ET METHODE

A. COHORTE DE DERIVATION
Nous avons réalisé une étude bi-centrique, non randomisée, en aveugle, rétrospective, sur des cas de
DLBCL diagnostiqués au CHU Saint-Louis a Paris et au CHU de Nice entre mai 2008 et décembre
2014. Les patients ont re¢u une information claire, loyale et appropriée et ont signé un formulaire de
non opposition. Les critéres d’inclusion sont : i) patients majeurs atteints de DLBCL (selon la
classification 2008 des lymphomes de la World Health Organization) et traités par R-CHOP en
premiere ligne, ii) biopsies au diagnostic, sur un prélévement ganglionnaire, médiastinal,
mésentérique ou rétropéritonéal, d’'un DLBCL non secondaire a un lymphome de bas grade. Sont
exclues les biopsies sur site différent des critéres d’inclusion, DLBCL secondaires a un lymphome de
bas grade, diagnostic de lymphome B riche en T ou de lymphome B médiastinal, biopsies
inexploitables (nécrotiques, blocs épuisés...), biopsies a la rechute. Au total, a partir de 117 patients
suivis au CHU de Nice et 53 suivis a I’Hopital Saint-Louis a Paris, nous avons sélectionné 43 DLBCL

prélevés au diagnostic répondant aux critéres d’inclusion.

B. COHORTE DE VALIDATION
Afin de valider les résultats obtenus lors de 1’é¢tude de notre cohorte de dérivation, nous avons exploité
une seconde cohorte, en collaboration avec le groupe LYSA. Ce groupe de travail nous a fait parvenir
des lames blanches de tissue microarray (TMA). Ces TMA regroupent 294 triplicats de biopsies de
DLBCL (soit 882 spots), réalis€ées au diagnostic, provenant de 1’é¢tude prospective randomisée de
phase 3 multicentrique GELA-LNHO03-6B (Delarue, R.%). Celle-ci concernait 602 patients, agés de
60 a 80 ans, atteints de DLBCL, biopsiés au diagnostic, présentant au moins un facteur de mauvais
pronostic, randomisés pour recevoir 8 cycles de R-CHOP-14 ou 8 cycles de R-CHOP 21. Cette étude

n’a pas montré de différence d’efficacité entre ces deux schémas thérapeutiques.
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C. ETUDE IMMUNOHISTOCHIMIQUE
1. Généralités
L’immunohistochimie est une technique d’anatomopathologie robuste et largement reconnue dans
les domaines de la médecine et en recherche scientifique. Cette technique consiste a révéler la
présence d’un antigéne spécifique au sein d’un tissu par une réaction immunologique. Cet antigene
est ciblé par un anticorps primaire, lui-méme révélé par un anticorps secondaire couplé a un

chromogene.

L’THC est utilisée quotidiennement dans les laboratoires d’anatomopathologie pour 1’aide au
diagnostic mais également a des fins pronostiques ou théranostiques. La réalisation et I’ interprétation
du marquage doit se faire de maniere fiable et reproductible afin d’assurer la comparabilité inter-

laboratoires.

2. Interprétation et quantification
Apres validation des témoins internes et/ou externes, I’expression de I’antigéne est recherchée. Il est
important de définir la localisation de celui-ci : nucléaire, cytoplasmique ou membranaire. Une revue
de la littérature a répertorié les différentes méthodes d’interprétation (Van Diest Paul J.*%). Certains
marqueurs sont ¢valués uniquement de maniere qualitative, c’est-a-dire sur la présence ou non du
marquage au niveau des cellules cibles, comme par exemple, la Pan-Kératine. On peut associer a cet
item sa quantification en pourcentage de la population concernée, comme par exemple le Mib-1 qui
est utilisé pour définir la proportion de cellules en cycle cellulaire. Certains marquages sont évalués
de maniére semi-quantitative en prenant en compte leur intensité (- ou 0 = négatif ; + ou 1 = faible ;
++ ou 2 = modéré ; +++ ou 3 = fort) et le pourcentage de cellules marquées, comme le statut HER

dans le cancer du sein.

L’Histo-score permet une analyse encore plus fine, en réalisant la somme des pourcentages de cellules

marquées pondérées par leur intensité (Mc Carty KS®).
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3. Procédé standard de coloration automatisée
Apres fixation des tissus par les méthodes standard (formaldéhyde tamponné 10%) et déshydratation
progressive dans des bains d’alcool éthylique que I’on remplace par du xyléne, substitu¢ ensuite par
de la paraffine liquide. Aprés inclusion en paraffine, les coupes du bloc de paraffine de 4 um
d’épaisseur sont réalisées a 1’aide d’un microtome. Les lames sont placées a 37°C pendant 12h. Le
laboratoire utilise une méthode automatisée pour le pré-traitement (PT Link, DAKO), la révélation et
la contre coloration des lames (Autostainer link 48, DAKO). Le pré-traitement consiste a déparaffiner
et réhydrater la coupe puis a démasquer I’antigene avec une solution au pH acide (6) ou basique (9).
La révélation et la contre coloration se déroulent en plusieurs €tapes automatisées : blocage de la
peroxydase endogene pendant 5 min puis rincage ; application de 1’anticorps primaire (100 pL
pendant 10 min) puis ringage ; détection de 1’anticorps primaire par application pendant 20 min de
100uL de réactif de détection Dako EnVision™ FLEX /HRP (SM802) suivi par un ringage ;
révélation par application de 200uL pendant 8 min d’un systtme de substrat formé de deux
composants : le produit EnVision™ FLEX DAB+ Chromogen (DMS827), une solution de
diaminobenzidine (DAB) concentrée, et le tampon EnVision™ FLEX Substrate Buffer (SM803)
contenant du peroxyde d’hydrogéne ; ringage ; contre-coloration a I’hématoxyline EnVision™ FLEX
Hematoxylin (réf. K8008) 100uL pendant 5 min suivi d’un ringage de 5 min dans du tampon de
lavage puis d’un ringage rapide dans de 1’eau distillée. Les anticorps primaires utilisés sont récapitulés
dans le tableau ci-apres (sont notés en gras les anticorps utilisés en routine pour le diagnostic de

DLBCL):
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Anticorps | CD20 CD79a | BCL-2 BCL-6 CD10 MUM-1P| P53 MYC
Compagnie | DAKO DAKO DAKO DAKO DAKO DAKO DAKO ABCAM
Clone L26 JCB 117 | 124 PG-B6p | 56C6 MUM 1P | DO-7 ADb32072
Dilution prédilué | 1/100 prédilué | 1/50 Prédilu¢ | 1/100 prédilué | 1/100
pH 6 6 9 9 9 6 6 9
4. Interprétation des IHC standards
Les données immunohistochimiques ont ¢été recueillies a partir des compte rendus

anatomopathologiques. Lorsqu’ils étaient manquants, les marquages ont ¢té réalisés au Laboratoire
Central d’Anatomopathologie du Pr Michiels au CHU de Nice et ont fait I’objet d’une interprétation
en double aveugle, sans connaissance des caractéristiques des patients (Dr AMBROSETTI, Julie

REVERSO-MEINIETTI).

Les immunomarquages BCL-2, BCL-6 et MYC ont été interprétés selon la méthode de Horn?? (soit
BCL-2 positif si > 1%, BCL-6 positif si > 25 %, MYC positif si > 40 %), les immunomarquages
CD10, MUM-1 selon Hans’ (soit positif si > 30%). Pour P53, le marquage était considéré négatif
lorsqu’aucun noyau n’était marqué, positif lorsque plus de 10% des noyaux étaient fortement marqués
et wild-type lorsque <10% des noyaux étaient marqués (Kaye, P. V.%7). Le CD79a est un marqueur

pan-B et nous a permis d’interpréter semi-quantitativement la positivité des cellules tumorales pour

le CD20.

5. Mise au point du marquage immuno-histochimique GAPDH
La mise au point a été réalisée sur un bloc en paraffine d’un carcinome rénal a cellules claires
comportant également du tissu rénal sain péri-tumoral. Ces cancers présentent une mutation du géne

VHL aboutissant a une stabilisation constitutive de HIF-1 qui conduit a une surexpression de la
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GAPDH. Nous avons donc considéré comme fort (3+) le marquage au niveau des cellules tumorales

du carcinome rénal.

Nous avons réalis¢ la mise au point du marquage automatis¢ de 1’anticorps anti-GAPDH, clone
HPA040067 SIGMA au LCAP, CHU de Nice. Apres plusieurs tests, nous avons opté pour la

condition : dilution 1/500, pH9.

6. Interprétation des marquages anti-GAPDH et anti-CD20 et établissement

d’un score

a. IHC GAPDH
Compte tenu de I’implication de la GAPDH dans le métabolisme glycolytique des tumeurs, nous
avons pris en compte le marquage intra-cytoplasmique de la GAPDH. L’Histo-score est le score le

plus exhaustif et nous a permis de définir un seuil pour séparer 2 groupes de tumeurs.

Le marquage IHC de la GAPDH a donc été interprété en fonction du pourcentage de cellules
tumorales marquées ainsi que de I’intensité¢ du marquage. Ce score prend en compte le marquage de
I’ensemble de la biopsie. Nous avons compté le pourcentage de cellules tumorales faiblement
marquées, cotées 1, modérément marquées, cotées 2 et fortement marquées, cotées 3. Nous avons
multiplié¢ le pourcentage par 1’intensité correspondante. Enfin, nous avons additionné les 3, ce qui
donne un score de 0 a 300. Pour la cohorte de dérivation, I’analyse a été réalisée sur lame entiere de
biopsies a 1’aiguille ou de ganglion entier. Pour les TMA, nous disposions d’en moyenne 3 carottes
biopsiques par patient sous forme de « spot » soit I’équivalent de plus de 800 spots. Nous avons scoré
chaque spot indépendamment des autres. Pour tenir compte de I’hétérogénéité tumorale, nous avons

ensuite réalisé une moyenne des scores des triplicats de chaque patient.
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b. IHC CD20
Dans notre cohorte de dérivation, nous avons ¢€tabli le méme systéme de score IHC pour le CD20
réalisant un score total sur 300. Notre témoin interne, coté 3 +, était le marquage d’un petit

lymphocyte B réactionnel.

D. ETUDE STATISTIQUE
La Survie Sans Progression (PFS, progression-free survival) est définie comme ’intervalle de temps
entre la date au diagnostic initial de DLBCL et la date de progression de la maladie. La Survie Globale
(OS, overall survival) est définie comme I’intervalle de temps entre la date au diagnostic initial de
DLBCL et la date du décés du patient ou la date du dernier suivi. Concernant la cohorte de dérivation,
les analyses de survie ont été réalisées en utilisant des courbes de Kaplan-Meier et ont été comparées

par un test de log-rank (logiciel R).

Des analyses univariées et multivariées par régression logistique selon le modéle de Cox ont été
utilisées pour 1I’IPlaa, BCL-2, BCL-6, P-53, MYC, CD20 et GAPDH. Pour le choix du seuil
définissant les DGH / DGL et les CD20 High / CD20 Low, nous avons déterminé un cut-off optimal
par méthode statistique de « positional scanning » en collaboration avec la plateforme bio-

informatique du Canceropdle PACA (IPMC, Sophia Antipolis).

Concernant la cohorte de validation, j’ai adressé les Histo-scores GAPDH au Pr. Mounier qui a

ensuite réalisé 1’analyse statistique selon la procédure standard d’analyse du LY SA.
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RESULTATS

A. L’expression IHC de la GAPDH est un marqueur prédictif de la réponse au R-CHOP

1. Expression IHC de la GAPDH dans les DLBCL au diagnostic
Pour notre cohorte de dérivation, a partir de 170 patients suivis au CHU de Nice et a I’Hopital Saint-
Louis a Paris, nous avons sélectionné 43 DLBCL prélevés au diagnostic répondant aux critéres
d’inclusion. Les caractéristiques cliniques et démographiques des patients sont récapitulées dans la
Table 1. La médiane de survie des patients en vie était de 1275 jours (soit 3,5 ans, entre 217 et 1996

jours).

Nous avons réalisé et interprété le marquage avec 1’anticorps anti-GAPDH pour chacun des 43

patients (Figure 7).

Par méthode statistique (voir paragraphe Matériel et Méthode) nous avons déterminé une valeur seuil
optimale a 150 pour définir les DLBCL-DGH (groupe DGH, score IHC GAPDH > 150, n=28) et les

DLBCL-DGL (groupe DGL, score IHC GAPDH < 150, n=15) (Figure 8).

Aucune différence clinique significative n’est observée entre les 2 groupes (DGH et DGL) hormis
I’IPlaa. En effet, 59,5% (29/43) des patients de la cohorte ont un lymphome agressif cliniquement
(IPTaa > 2). Dans le groupe DGL, 14 des 15 patients ont un [Plaa > 2. Le sous-groupe [Plaa élevé est
intéressant car on y retrouve la majorit¢ des patients résistants au R-CHOP. Ce sous-groupe sera

décrit ultérieurement (paragraphe Résultats. I1I. A. 2.).

A partir des TMA de la cohorte LNH03-6B du LYSA, nous avons confirmé des niveaux d’expression
de la GAPDH différents. Cette cohorte de validation est constituée de triplicats de 294 patients dont
les caractéristiques cliniques et démographiques sont récapitulées dans la Table 1. En appliquant le
cut off optimal défini dans la cohorte de dérivation, nous avons pu distinguer 90 DGH et de 204 DGL

(Figure 8). Aucune différence clinique n’est observée entre les DGH et les DGL. (Table 1).
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Table 1. Patient demographic and clinical characteristic in the training and in the validation cohort.

TRAINING COHORT (n=43) VALIDATION COHORT (n=294)
GAPDH low (n=15) GAPDH high (n=28) GAPDH low (n=204) GAPDH high (n=90)
Characteristic MNo. % MNo. % P MNo. % MNo. % P
Age
Mean 72.00 64.00 0.1374 70.23 70.35 0.4457
Range 39-83 24-85 60-80 60-80
Sexe
Male 6 400 14 500 0.5309 111 54 4 46 511 0.6141
Female 9 60.0 14 500 93 456 44 489
aalPl score
0-1 1 6.7 13 46 .4 0.0299 82 402 N 344 0.3411
2 9 60 10 357 96 47 1 42 467
3 5 333 5 17.7 26 12.7 17 18.9
Hans classification
GCB 13 86.7 15 536 0.0875 68* 386 40% 454 0.3527
non-GCB 2 13.3 13 46 4 108* 614 48* 546
COO classification
GCB k3 k3 16 372 ™ 412 0.9217
ABC k3 k3 22 51.2 8% 47
Unclassified T T i 116 il 11.8

Abbreviations: GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; aalPl, age-adjusted International Prognosis Index ; COO classification, cell-of-origin
classification (Hans algorithm); GCB, Germinal Center B cells

*30 samples could not be scores

*234 samples could not be scored

Table 1. Caractéristiques cliniques et démographiques des patients de la cohorte de dérivation (n=43)
et de la cohorte de validation (n=294).
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DLBCL-GAPDH 'ov DLBCL-GAPDH high

Figure 7. Illustration de I’expression IHC de la GAPDH dans des biopsies ganglionnaires de patients
atteints de DLBCL, prélevées au diagnostic.

A gauche, un exemple de marquage IHC de DGL. A droite, un exemple de marquage IHC de DGH. (objectif x400).
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Figure 8. Répartition des DLBCL en fonction du score IHC GAPDH dans les deux cohortes.
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2. La GAPDH est un marqueur prédictif de la réponse au R-CHOP
Nous avons tracé les courbes de survie en fonction de I’expression IHC de la GAPDH. Dans la cohorte
de dérivation, une expression ¢levée de la GAPDH au diagnostic est associée a une meilleure survie
globale que pour les patients atteints d’un DGL (p < 0.0001). La survie globale a 4 ans est de 75 %
pour les DGH contre 20 % pour les DGL (p < 0,0001) (Figure 9) et la survie sans progression a 4 ans

est de 71 % pour les DGH contre 7 % pour les DGL (p < 0,00001) (Figure 10).

Nous avons pu confirmer la valeur prédictive de la GAPDH dans la cohorte de validation puisque les
patients DGH ont une survie globale supérieure aux DGL (p = 0,0242) (Figure 9). La méme tendance

est observée pour la PFS (p = 0,0686) (Figure 10).

Training Cohort Validation Cohort
100 100
80 | 75 | e
£ e S
3 40 4 § %07
20 —— GAPDH high — 254 —__ GAPDH high
0 | —— GAPDH" p=0.0001 —— GAPDH v p=00242
0 : 2 3 4 0_6 " 20 4w e 80
Years post-diagnosis Months post-diagnosis

Figure 9. La GAPDH est un marqueur de la survie globale des DLBCL traités par R-CHOP.

Courbes de survie globale (OS) en fonction des niveaux d’expression IHC de la GAPDH dans la cohorte de dérivation
(DGH : n=28 ; DGL : n=15) et dans la cohorte de validation (DGH : n=90 ; DGL : n=204).
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Figure 10. La GAPDH est un marqueur de la survie sans progression des DLBCL traités par R-CHOP.

Courbes de survie sans progression (PFS) en fonction des niveaux d’expression IHC de la GAPDH dans la cohorte de
validation (DGH : n=90 ; DGL : n= 204) et dans la cohorte de validation (DGH : n=90 ; DGL : n = 204).

Pour éviter le biais de confusion li¢ a la répartition hétérogene des IPlaa en fonction de I’expression
de la GAPDH, nous avons comparé la GAPDH et I’IPlaa comme variables dépendantes en fonction
de la survie globale et la survie sans progression dans nos 2 cohortes. L’expression de la GAPDH

apparait comme un marqueur prédictif indépendant (Table 2).

Table 2. Multivariate analysis of GAPDH and aalPIl with progression-free survival and overall
survival in patients with DLBCL treated with R-CHOP (training and validation cohort)

TRAINING COHORT (n=43) VALIDATION COHORT (n=294)
PFS os PFS os
Variable HR* p HR* p HR* p HR* p
aalPl score 0-1 18205  0.295 10727  0.9065 1863 <0.0001 2121 <0.0001
eigfeiﬂigﬁ'h 01638 0.0001 01397  0.0002 0.627  0.0192 0.517  0.0063

Abbreviations: aalPI, age-adjusted International Prognostic Index; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase; PFS, progression-free survival; OS, overall survival; DLBCL, diffuse large B-cell ymphoma; R-CHOP,
Rituximab with cyclophosphamide, doxorubicin, oncovin, and prednisone; HR, hazard ratio. * HR greater than
1indicates a factor with poor prognosis, whereas a ratio of 1 or less indicates a factor with good prognosis.

Table 2 : Survies globale et sans progression en fonction des niveaux d’expression IHC de la GAPDH
et de I’'IPlaa en analyse multivariée.
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B. Quel mécanisme relie I’expression de la GAPDH a la réponse thérapeutique au
R-CHOP : approche anatomopathologique
1. La GAPDH a une valeur prédictive indépendante des autres marqueurs
pronostiques IHC utilisés en clinique
Pour expliquer la valeur pronostique de la GAPDH, nous avons recherché dans notre cohorte de
dérivation une corrélation entre ’expression de la GAPDH et ’expression des autres marqueurs
pronostiques IHC tels que BCL-2, BCL-6, P53 et MYC. Comme montré en Table 3, il n’y a pas de

corrélation avec BCL-2, BCL-6, P53. Par contre on observe une corrélation inverse avec MYC.

Table 3. Comparison of GAPDH protein expression with other
biomarkers in the training cohort (n=43)

GAPDH expression

Biomarker High Low p

Bcl2
Positive 23 14 0.318
Negative 5 1

Bcle
Positive 10 9 0.126
Negative 18 8

p53
Positive 11 9 0.1943
Negative 17

Myc*
Positive 4 10 6.3e-04
Negative 23

Abbreviations: GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; R-
CHOP, Rituximab with cyclophosphamide, doxorubicin, oncovin, and
prednisone.* One sample could not be scored

Table 3. Comparaison de I’expression de la GAPDH avec celle d’autres marqueurs pronostiques
[HC dans la cohorte de dérivation.
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En analyse univarié¢e (Table 4), aucun des marqueurs pronostiques IHC habituels n’apparait comme
significativement pronostique en dehors de MYC. En effet, comme décrit dans la littérature, une
expression IHC de MYC > 40 % est associée a une mauvaise réponse au R-CHOP (HR : 5,523 ; IC :

2.033-15.01 ; p = 8.06e-04).

Pour vérifier si la valeur prédictive de I’expression de la GAPDH est liée aux autres facteurs
pronostiques IHC et notamment MY C, nous les avons comparés comme variables dépendantes avec
I’OS en utilisant une analyse de régression multivariée selon le modele de Cox (Table 4). La majorité
des événements survenant au cours de la premiere année (Figures 9 et 10), nous avons choisi de
prendre en compte la survie globale a 1 an pour 40 ans patients (pour 3 patients DGH, nous avons un

suivi inférieur a un an).

Table 4. Univariate and multivariate analysis of GAPDH and other biomarkers expression with overall survival in DLBCL treated wi

Overall Survival Overall Survival

Univariate Multivariate

Variable HR 95% ClI P HR 95% CI p
GAPDH high IHC 0.1373 0.0507-0.372 9.32e-05
GAPDH high IHC 0.1492 0.054-0.413 0.0002
BCL-2 IHC (>1%) 3.446 0.457-25.95 0.230 1.8220 0.230-14.418 0.5697
GAPDH high IHC 0.1331 0.048-0.372 0.0001
BCL-6 IHC (>25%) 1.460 0.577-3.691 0.424 0.8904 0.339-2.336 0.8135
GAPDH high IHC 0.1412 0.051-0.387 1.41e-04
P53 IHC (>10%) 1.604 0.632-4.07 0.32 1.1919 0.462-3.072 0.7163
GAPDH high IHC 0.1750 0.055-0.554 0.0030
Myc IHC (>40%) 5.523 2.033-15.01 8.06e-04 2.7828 0.359-0.934 0.0660
HR greater than 1 indicates a factor with poor prognosis, whereas a ratio of 1 or less indicates a factor with good prognosis.

Table 4. Survie globale en fonction de I’expression de la GAPDH et des autres marqueurs
pronostiques en analyse univariée et multivariée dans la cohorte de dérivation.

Ainsi, comme décrit dans la Table 4, I’expression IHC de la GAPDH prédit statistiquement mieux

que les autres marqueurs IHC la réponse au traitement des DLBCL. En effet, seule la GAPDH
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apparait statistiquement significative avec un Hazard Ratio inférieur a 0,04 et un p < 0,005,

indépendamment de 1’expression de MYC.

En analyse multivari¢e, la GAPDH apparait donc comme un marqueur prédictif de la réponse des
DLBCL au R-CHOP et indépendant aux autres marqueurs pronostiques IHC décrits dans la littérature

(Table 4).

2. Corrélation entre 1’expression protéique de la GAPDH et de CD20
Les analyses bio-informatiques effectuées a partir des données cliniques et du profil d’expression
génique des cohortes de Lenz ¢ ont montré que 1’expression de la GAPDH influence la réponse des
DLBCL au R-CHOP, mais pas au CHOP. Ce résultat suggere un role fondamental de la GAPDH dans

la réponse au Rituximab (Figure 6, paragraphe Introduction. B. 5. b.).

L’efficacité¢ du Rituximab dépendant du nombre de cellules exprimant CD20 et de la quantité de
CD20 exprimé a la surface des lymphocytes (Singh, V.3 Golay, J.%°) nous avons postulé qu’il existait

une association entre les niveaux d’expression de la GAPDH et de CD20.

Nous avons ainsi interprété rétrospectivement les marquages IHC anti-CD20 qui avaient été effectué
sur les biopsies ganglionnaires des 43 patients de notre cohorte de dérivation. De la méme fagon que
pour la GAPDH, I'immunoscore de CD20 tient compte du nombre de cellules, de I’intensité¢ du

marquage.

En tracant une courbe de régression lin€aire, on observe une corrélation significative entre

I’expression de la GAPDH et de CD20 (R=0,586 ; p<0,0001) (Figure 11).
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Figure 11. L’expression IHC de la GAPDH corr¢le a celle de CD20 dans les biopsies ganglionnaires
des patients atteints de DLBCL.

A : Tllustration de I’expression IHC de la GAPDH (a gauche) et de CD20 (a droite) dans 4 biopsies ganglionnaires de
patients atteints de DLBCL, prélevées au diagnostic (#1 et #2 : DGL-CD20 Low ; #3 et #4 : DGH-CD20 High). B :
Courbe de régression linéaire entre 1’expression protéique de la GAPDH et de CD20 dans 1’ensemble des biopsies
ganglionnaires de patients atteints de DLBCL de la cohorte de dérivation, prélevées au diagnostic.

Par méthode statistique (voir paragraphe Matériel et Méthode) nous avons déterminé une valeur seuil
optimale a 160 pour définir les DLBCL exprimant fortement le CD20 (CD20 High > 160) de ceux

I’exprimant plus faiblement (CD20 Low < 160).

En analyse univariée, le CD20 apparait comme marqueur prédictif de la réponse des DLBCL au R-
CHOP. En analyse multivariée, I’expression IHC de la GAPDH prédit statistiquement mieux que le

CD20 la réponse au traitement des DLBCL (Table 5).
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Table 5. Univariate and multivariate analysis of GAPDH and CD20 expression with overall survival in DLBCL
Univariate Multivariate
Overall Survival Overall Survival
HR 95% Cl p HR 95% Cl p

GAPDH high IHC 0.1373  0.0507-0.372 9.32e-05 0,0358 0,004-0,347 0,0041
CD20 high IHC 0.1246 0.047-0.332  3.14e-05 0,5462 0,142-2,097 0,3783
HR greater than 1 indicates a factor with poor prognosis, whereas a ratio of 1 or less indicates a factor with good
prognosis.

Table 5. Survie globale en fonction de I’expression de la GAPDH et de CD20 en analyse univariée
et multivariée dans la cohorte de dérivation.

Les DGL étant moins bons répondeurs a I’immuno-chimiothérapie, il semble que cette résistance au
R-CHOP puisse s’expliquer en partie par une plus faible expression du CD20 par les lymphocytes B
tumoraux. Le role de la GAPDH dans la régulation de I’expression de CD20 dans les DLBCL fait
actuellement 1’objet d’un projet de recherche mené par le Dr Chiche dans 1’équipe du Dr. Ricci.

L’étude de I’expression en IHC du CD20 sur la cohorte de validation du LYSA est en cours.

Ainsi, le marquage IHC de la GAPDH apparait comme un examen simple, reproductible par son
systeme de score et réalisable en routine au laboratoire d’anatomopathologie. Nos observations sur
I’expression de la GAPDH et celle de CD20 ont été validées par les Professeurs d’anatomopathologie
Christiane Copie-Bergman et Thierry Molina, référents nationaux en pathologie lymphoide et

membres du LYSA.
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DISCUSSION

A. PRINCIPAUX RESULTATS
Les DLBCL sont les plus fréquents des lymphomes B non hodgkiniens. Il s’agit de lymphomes
agressifs, hétérogeénes sur le plan clinique, moléculaire, métabolique et au pronostic variable. Des
facteurs pronostiques, notamment I’IPI, permettent d’identifier au diagnostic les lymphomes les plus
agressifs mais il semble que des patients présentant le méme IPI répondent différemment au
traitement actuel. L’utilisation en routine de I’immunothérapie date du début des années 2000 et a
largement amélioré la survie des patients. Mais depuis, aucune nouvelle classe thérapeutique n’a été
développée et 30 a 40 % des DLBCL restent en échec thérapeutique. De nouvelles générations
d’anticorps anti-CD20 sont en cours de développement mais il apparait important de développer des

alternatives thérapeutiques qui prennent en compte 1’hétérogénéité moléculaire et métabolique

(Monti, S.'%) des DLBCL.

Nous avons montré que I’expression de la GAPDH en IHC était un marqueur prédictif robuste
et indépendant de la réponse des DLBCL au R-CHOP, les « DGL » apparaissant comme mauvais
répondeurs au R-CHOP. L’évaluation de I’expression de la GAPDH par IHC est simple,
reproductible, peu onéreuse et applicable en pratique clinique quotidienne. Une des perspectives de
ce travail consiste a proposer une nouvelle approche thérapeutique dont I’efficacité dépendrait des

niveaux d’expression du biomarqueur GAPDH (cf Perspectives).

Nous avons cherché a comprendre par quels mécanismes I’expression de la GAPDH pouvait favoriser
la réponse au R-CHOP. Nous avons montré que son expression était indépendante du facteur
pronostique IPIaa et des autres biomarqueurs IHC pronostiques influencant la réponse aux

traitements tels que BCL-2, BCL-6, P53 et MYC.

L’analyse bio-informatique des données cliniques et biologiques de la cohorte de Lenz® a permis de

mettre en évidence qu’un niveau élevé de GAPDH dans les biopsies ganglionnaires prélevées au
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diagnostic est associ¢ a une meilleure réponse thérapeutique chez les 233 patients traités au R-CHOP
que chez les patients présentant un DLBCL associ¢ a une plus faible expression de GAPDH. Cette
différence n’est pas observée pour les 181 patients traités par CHOP. Le Rituximab étant un anticorps

monoclonal anti-CD20, nous nous sommes intéressés au lien entre GAPDH et CD20.

Nous avons montré qu’une expression élevée de la GAPDH correle a une expression élevée du
CD20. La quantification du CD20 en IHC dans la cohorte de validation du LYSA est en cours et fera

I’objet d’une comparaison avec celle de la GAPDH.

La quantification du CD20 par IHC n’est pas utilisée comme marqueur prédictif de la réponse au
Rituximab car bien que nous ayons montré une corrélation entre GAPDH et CD20, seule la GAPDH

garde une valeur prédictive en analyse multivariée.

B. LIMITES
Notre cohorte de dérivation est composée de cas plus agressifs que ceux retrouvés dans les autres
études a plus grande échelle (Maurer, M. J.°%). Cela peut en partie s’expliquer par le fait que nous
avons ¢été treés exigeants sur nos critéres d’inclusion comme notamment 1’exclusion des DLBCL
secondaires a des lymphomes de bas grade et les lymphomes B du médiastin. De plus, 1’IPlaa
n’apparait pas comme un facteur pronostique indépendant en analyse multivariée ; cela peut
s’expliquer en partie par le faible effectif de notre cohorte. Nous pouvons néanmoins extrapoler nos
résultats aux patients ayant des lymphomes agressifs, sous-groupe intéressant car avec un mauvais

pronostic et pour lequel comprendre les mécanismes de résistance est primordial.

Par ailleurs, la répartition des DGH et DGL n’est pas identique dans les 2 cohortes. En effet, on
observe plus de DGL dans la cohorte de validation que dans la cohorte de dérivation. Il est important
de rappeler que la cohorte de validation provient d’un essai thérapeutique (Delarue,*) dont les critéres

d’inclusion étaient différents, sélectionnant des DLBCL de mauvais pronostic (patients 4gés avec au
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moins un facteur de risque). En outre, I’évaluation du score de la GAPDH a été réalisée sur TMA, ce

qui ne permet pas de bien prendre en compte 1’hétérogénéité tumorale.

Dans notre cohorte de dérivation, aucun des biomarqueurs IHC décrits habituellement (BCL-2, BCL-
6, P53 et MYC) n’est statistiquement significatif en analyse multivariée mais les études n’utilisant
pas toutes les mémes seuils de positivité, il est difficile d’en tirer une conclusion. Par ailleurs, la
valeur pronostique de ces biomarqueurs est sujette a controverse (Horn, H.?2, Hermine, 0.2, Hill, M.

E.%, Perry, A. M.%Y).

Nous n’avons pas pu réaliser initialement 1’analyse multivariée en fonction de la COO moléculaire.
En effet, il s’agit d’une analyse non réalisée en routine et non disponible dans notre cohorte de
dérivation. En collaboration avec le service d’anatomopathologie de 1’Hdpital Saint-Louis a Paris et
1’équipe du Professeur Jardin®® qui a développé récemment un nouvel outil permettant la réalisation
de cette analyse par RT-MLPA (Reverse Transcriptase—Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification), nous espérons obtenir ces informations prochainement. Néanmoins, la quantité de
matériel restant étant faible, il est probable que 1’analyse ne soit pas contributive pour beaucoup
d’échantillons. Le LYSA a réalis¢ cette analyse pour 60 patients de notre cohorte de validation et les
analyses statistiques sont en cours. En ce qui concerne la COO selon 1’algorithme de Hans, notre
cohorte de dérivation est probablement trop faible pour en tirer des conclusions. Bien qu’il n’y ait pas
de différence significative de répartition des DLBCL-GCB et non-GCB dans notre cohorte de
dérivation, les DLBCL non-GCB sont essentiellement des DGH. Or, il est décrit dans la littérature
que les DLBCL non-GCB sont de moins bon pronostic (Hans, C. P.”). Dans la cohorte de validation,
il apparait que la GAPDH en IHC a une valeur prédictive dans le sous-groupe GCB-DLBCL mais
pas dans les ABC-DLBCL (figures non incluses). Cependant, cette classification IHC ne corréle pas
parfaitement avec la classification moléculaire (Gutiérrez-Garcia, G.”). De plus, il semblerait qu’avec
I’ajout du Rituximab la valeur pronostique de la classification de Hans ne soit plus valable (Nyman,

H.%).
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Il est décrit dans la littérature que les DLBCL double ou triple hits sont de mauvais pronostic. Il
apparait donc intéressant d’étudier ce facteur pronostique afin de vérifier que les DGL ne sont pas
des double ou triple hits. L’analyse FISH pour mettre en évidence les translocations MYC, BCL-2 et
BCL-6 dans la cohorte de dérivation est actuellement en cours. Néanmoins, nous savons que ces
DLBCL représentent moins de 10% de I’ensemble des DLBCL et il apparait peu probable que tous
les DGL soient des double ou triple hits. La répartition des translocations de MY C dans la cohorte de

validation est quasiment identique dans les deux groupes.

Dans la mise a jour de 'OMS 2016, il est décrit un nouveau type de DLBCL au pronostic
intermédiaire entre les DLBCL NOS (not otherwise specified) et les double/triple hits. Il s’agit des
DLBCL « double expresseurs », surexprimant en IHC BCL-2 et MYC. Le seuil utilis¢ pour BCL-2
est de 70% de cellules tumorales marquées. Le seuil établi pour évaluer la valeur pronostique de BCL-
2 selon Horn était de 1%. Notre étude ayant commencé en 2014, nous avons donc utilisé le cut-off de
1%. 1l serait intéressant de réévaluer I’expression IHC de BCL-2 en tenant compte du seuil de 70%

afin de tester cette nouvelle entité en analyse multivariée.

C. PERSPECTIVES
De nombreux biomarqueurs, notamment IHC, ont été mis en évidence au fil des ans dans le but
d’identifier les DLBCL de moins bon pronostic. Certains sont utilisés en routine, comme BCL-2,
BCL-6 et MYC (par certaines équipes), bien que leur valeur pronostique soit soumise a controverse.
Beaucoup d’autres comme P53, HIF-1, LMO2 (Natkunam, Y.*¥), FOXP1 (Barans, S. L.!%), HSP70
(Magangane, P.%*), EZH2 (Guo, S.%®), CD37 (Xu-Monette, ZY.)... ne sont pas utilisés. Au-dela du
fait que ces marqueurs soient uniquement pronostiques et non théranostiques, un grand nombre
d’études ont été réalisées avec des résultats parfois contradictoires. Comme, chaque équipe propose
un cut-off optimalisé différent, les résultats apparaissent difficilement comparables et reproductibles
d’une étude a I’autre. De plus, I’arrivée du Rituximab a modifié¢ les impacts pronostiques de certains

marqueurs.
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En ce qui concerne la réalisation de la technique IHC, chaque clone d’anticorps posseéde une notice
délivrée par le fournisseur indiquant les conditions de réalisation du marquage, notamment la dilution
et le pH de la solution de démasquage. Chaque laboratoire a cependant la capacité de réaliser des
ajustements en fonction des résultats observés sur des témoins positifs et négatifs. Ainsi,
I’hétérogénéité des techniques IHC et de leur interprétation explique probablement pourquoi ces
biomarqueurs ne sont pas rentrés dans la pratique courante. Il est envisageable que notre biomarqueur
subisse le méme sort. Cependant, une analyse en cours montre une association entre 1’expression de
I’ARNm de la GAPDH et son expression protéique. Puisqu’il semble que les techniques d’analyse
transcriptomique comme le nanostring ou la RT-MLPA se démocratise dans les années a venir, une
des solutions serait d’intégrer la GAPDH a cette analyse. Cependant, ces méthodes connaissent
¢galement leurs limites. En effet, la proportion de cellules tumorales extraites n’est jamais de 100%.
L’analyse est souvent « contaminée » par d’autres cellules comme les petits lymphocytes B et T
réactionnels. Une bonne validation pré-analytique sera indispensable a I’interprétation des résultats.
L’ultime solution serait de trier les cellules tumorales par cytométrie de flux avant I’analyse, ce qui

nécessiterait des prélevements a 1’état frais ou congelés et d’énormes moyens techniques et financiers.

En ce qui concerne I’interprétation du marquage IHC de CD20, habituellement, elle est réalisée de
manicre qualitative afin d’identifier les populations lymphoides B, c’est-a-dire que 1’on cherche
uniquement a vérifier sa positivité ou négativité. Néanmoins, au cours de ce travail, nous avons
observé un différentiel d’expression d’intensité du CD20 au niveau des cellules tumorales. Ainsi, de
maniere assez novatrice, nous avons réalisé la quantification de CD20 dans les cellules tumorales des
DLBCL. La question légitime que 1’on peut se poser est : pourquoi alors faire le marquage GAPDH
alors que 1’on a dé¢ja le CD20. L’interprétation du marquage IHC de CD20 est plus difficile et sujette
a controverse. En effet, I’anticorps utilisé en IHC détecte un épitope intracytoplasmique du CD20 ce
qui n’est pas forcément le reflet de son expression a la surface et il a ét€ montré que certains DLBCL

positif pour le CD20 en IHC en exprimaient peu a leur surface en cytométrie de flux. Par ailleurs,
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I’intensité du marquage est globalement plus forte que celle de la GAPDH et le différentiel
d’expression est moins grand qu’avec la GAPDH. La discrimination entre les forts « expresseurs » et
les faibles est donc moins aisée. Par ailleurs, certains laboratoires privilégient la sensibilité en
augmentant la concentration de ’anticorps anti-CD20 (utilisation de Linker) ce qui entraine une

absence de différentiel d’expression.

Nos observations ont été réalisées sur des DLBCL au diagnostic. Au cours d’un traitement au R-
CHOP, il peut s’établir une résistance au traitement, parfois caractérisée par une diminution de
I’expression de CD20 (Hiraga, J.’®). Peut-on établir une corrélation entre les lymphomes réfractaires

au R-CHOP et I’expression de GAPDH et CD20 ?

Dans le cadre de mes activités de recherche au sein de I’équipe du Dr Ricci, nous avions étudi¢ un
modele de lymphome folliculaire humain rendu résistant in vivo chez des souris immunodéficientes
traitées au Rituximab, travail réalisé en collaboration avec le Pr Dumontet (Centre de recherche en
cancérologie de Lyon). Les tumeurs au phénotype résistant (RLRR) présentaient des niveaux
d’expression de CD20 inférieurs a ceux des tumeurs au phénotype sensible (RLRS) (étudiés en IHC,
en cytométrie de flux et par western blot) mais ¢galement moins de GAPDH alors qu’il n’y a pas de

différence significative avec les autres enzymes de la glycolyse.

11 serait intéressant de vérifier si ce phénotype (résistance = moins de GAPDH = moins de CD20)
apparait sur des biopsies de patients a la rechute et le comparer aux biopsies au diagnostic pour
vérifier le lien entre GAPDH et CD20 et pour voir si le patient a acquis une résistance au Rituximab
ou s’il avait déja ce phénotype au diagnostic. Pour cela, nous avons obtenu des TMA de 1’étude Bio-
CORAL (Thieblemont, C.%*) du LYSA qui regroupent des biopsies de 87 DLBCL réfractaires ou en
rechute réalisées au diagnostic et a la rechute afin de faire le marquage GAPDH. Leur interprétation

ainsi que celle de CD20 est en cours.
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Les mécanismes reliant I’expression de la GAPDH a celle du CD20 restent inconnus a I’heure actuelle

et font I’objet d’un travail de recherche dans le laboratoire du Dr Ricci.

L’identification d’un nouveau marqueur pronostique présente un intérét limité s’il ne permet pas
d’orienter la prise en charge des patients réfractaires vers une nouvelle thérapeutique. Les DGL
présentant une mauvaise réponse au R-CHOP, il est impératif de proposer a ces patients une

alternative ou un traitement complémentaire dés le diagnostic.

Par analyses transcriptomiques, des signatures moléculaires en rapport avec le métabolisme
énergétique des DLBCL ont été mises en évidence (Caro, P.'!). La GAPDH étant une enzyme clé de
la glycolyse, nous nous sommes demandé si son expression pouvait représenter un potentiel marqueur
de I’état métabolique des tumeurs (DGH = métabolisme glycolytique / DGL = métabolisme
mitochondrial). A partir d’un modéle murin spontané de lymphomes B et de biopsies « fraiches » de
patients prélevés a 1’Hopital St Louis a Paris, au Centre Antoine Lacassagne a Nice et au Centre
Hospitalier Princesse Grace de Monaco, le Dr Chiche a démontré que les DLBCL qui expriment peu
de GAPDH (R-CHOP non-répondeur) produisent leur énergie par la mitochondrie, tandis que les
DLBCL qui expriment fortement la GAPDH (R-CHOP répondeur) utilisent la glycolyse. Par
conséquent les DGL, non-répondeur au R-CHOP pourraient bénéficier d’une stratégie thérapeutique
ciblant le métabolisme mitochondrial afin d’effondrer leur production énergétique. Dans ce cadre, le
Professeur Thieblemont C. a propos€ un protocole compassionnel thérapeutique innovant ciblant le
métabolisme mitochondrial des DLBCL réfractaires au R-CHOP et aux traitements conventionnels.
Cette stratégie thérapeutique combine la L-asparaginase, un inhibiteur de mTOR, de la metformine
et du Rituximab. Nous avons pu réaliser un marquage IHC GAPDH sur les biopsies au diagnostic de
ces patients. Parmi les 9 patients de I’essai, 7 étaient des DGL, confirmant le caractére prédictif de la
GAPDH. Sur les 5 patients ayant regu le traitement complet, 4 étaient DGL dont 3 ont présenté une
rémission compléte apres 2 cycles de traitement. L’ensemble des patients a malheureusement rechuté

a 6 mois. Cet essai thérapeutique ouvre des perspectives importantes pour les DLBCL de mauvais
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pronostic et apparait comme une preuve préliminaire que la GAPDH peut-étre un marqueur

compagnon d’une nouvelle stratégie thérapeutique ciblant le métabolisme mitochondrial.

Ainsi, nous avons mis en ¢vidence un marqueur prédictif de la réponse au traitement par R-CHOP
des DLBCL et ce des le diagnostic. L’analyse de I’expression de la GAPDH en IHC est rapide, facile
d’utilisation, peu cotiteuse et réalisable en pratique courante. Elle permet d’identifier les patients DGL
potentiellement réfractaires au traitement conventionnel mais qui pourraient bénéficier d’un

traitement ciblant spécifiquement le métabolisme oxydatif.
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Annexe 2 : FICHE DE NON-OPPOSITION DES PATIENTS

Utilisation et conservation d’échantillons biologiques a des fins de recherche

A l'attention des patients
Madame, Monsieur,
Mereci de lire attentivement ces informations.

Vous étes suivi par votre hématologue. Dans le cadre de la prise en charge de votre pathologie au
Centre Hospitalier Universitaire du CHU de Nice (CHU de Nice), une exérése ou une biopsie
ganglionnaire (prélévement d’un petit fragment de ganglion) a été nécessaire pour poser le diagnostic
de votre affection. Seule une partie de ce prélevement est nécessaire pour €tablir le diagnostic. Le
reste de ce prélévement est archivé (sous forme de blocs en paraffine et/ou congelé a -80°C) dans les
locaux du Laboratoire Central d’ Anatomie et de cytologie Pathologiques du CHU de Nice.

Dans le but d’identifier de nouveaux marqueurs biologiques associés a la recherche de nouvelles
thérapeutiques, nous souhaiterions pouvoir utiliser une partie de ce prélevement archivé a des fins de
recherche.

Ces recherches sont placées sous la responsabilité du Pr. Nicolas Mounier du Service d’Onco-
Hématologie et du laboratoire INSERM U1065, Equipe 3 dirigée par Jean-Ehrland RICCI.
L’objectif de ces recherches est d’apporter dans un avenir proche des perspectives
thérapeutiques nouvelles.

Si vous ne vous opposez pas a la conservation et a I'utilisation de vos échantillons, ces derniers
pourront tre utilisés pour cette recherche.

Le CHU de Nice informera les autorités de tutelle de 'utilisation de ces échantillons a des fins de
recherche.

En cas de retrait ultérieur de votre non-opposition, les prélévements et données s'y affairant ne seront
pas utilisés pour cette recherche.

Sans réponse de votre part dans les 30 jours a compter de la réception de ce courrier, nous
considérerons que vous ne vous opposez pas a ’utilisation de vos échantillons a des fins de
recherche.

Pourquoi des échantillons biologiques humains sont utilisés pour faire de la recherche ?

Il existe encore de nombreuses maladies qui sont mal connues, pour lesquelles il n’y a pas de
traitement efficace ou dont le diagnostic est difficile. Pour permettre des avancées dans chaque
domaine thérapeutique, il est indispensable que des recherches soient effectuées sur des échantillons
biologiques issus de patients atteints de la pathologie concernée, ou parfois sur des échantillons de
patients sains.

Pouvez-vous vous opposer a I’utilisation de vos échantillons biologiques a des fins de
recherche ?

OUIL
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Vos échantillons biologiques ne sont pas la propriété du CHU de Nice. Vous pouvez vous opposer a
leur utilisation a des fins de recherche. IIs seront alors conservés essentiellement pour une utilisation
ultérieure dans le cadre de votre prise en charge. Aprés le délai réglementaire de conservation
dépendant la nature des échantillons, ils seront détruits.

Si aujourd’hui vous ne vous opposez pas a leur utilisation, vous pouvez a tout moment revenir sur
votre décision en vous adressant au médecin qui vous suit ou vous a suivi au CHU de Nice.

Peut-on utiliser vos échantillons biologiques pour toutes les recherches ?

NON.

Aucun examen de vos caractéristiques génétiques constitutionnelles ne sera réalisé sans votre
consentement écrit.

Toute mise en place d’une recherche biomédicale a partir de vos échantillons biologiques fera I’objet
d’une demande d’avis aupres du Comité de Protection des Personnes (CPP) et vous pourrez étre
informé de cet avis si vous le souhaitez.

Existe-t-il une réglementation encadrant I’utilisation de vos échantillons ?

OUL

Le CHU de Nice a I’obligation de déclarer la conservation de vos échantillons a des fins de recherche
au Ministére de la Recherche, au Comité de Protection des Personnes et a I’Agence Régionale de
I’Hospitalisation. (Décret n°2007-1220 du 10 aotit 2007)

Dans le cadre de la recherche a laquelle le Pr. Mounier vous propose de participer un traitement
informatisé de vos données personnelles va étre mis en ceuvre pour permettre d’analyser les résultats
de la recherche. Ces données seront anonymisées et traitées en conformité avec la Loi Informatique
et Libertés n°78-17 du 6 janvier 1978. Conformément aux dispositions de la loi relatives a
I’informatique aux fichiers et aux libertés vous disposez d’un droit d’acces, de rectification et
d’opposition.

Pour toute question, votre médecin du CHU de Nice, le Pr Mounier, pourra vous renseigner.

Nom: Prénom :

A remplir par le patient

[1 Je m’oppose a I’utilisation de mes échantillons biologiques a des fins de recherche
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Annexe 3 : INDEX PRONOSTIQUE DES DLBCL

Facteurs pronostiques de survie selon I'lPl (Index Pronostique International)

A. Index Pronostique International

Ege (< 60 ans vs > 60 ans)

LDOH (= normale vs > normale)

Index OMS (0-1 vs 24)

Stade Ann Arbar (/11 vs 11111V}

Nombre de sites extraganglionnaires (< 1 site vs >1)

B. Index Pronostique International ajusté a I'dge (aa IPI) [ 60 ans]
Stade Ann Arbaor (/11 vs 1I11V)

LDH (= normale vs > normale)

Index OMS (0-1 vs 2-4)

Survie selon I'index Pronostique International et I'aalPI (IPI ajusté a I'dge)

Facteurs de risque Distribution (%) Survie globale & 5 ans (%)*

A. Index international

Faible 0-1 35 73

Faible - Intermediaire 2 27 51

Elevé - Intermédiaire 3 22 43

Eleve 4-5 16 26
B. aalPI (= 60 ans)

Faible 0 22 83

Faible - Intermediaire 1 32 89

Elevé - Intermédiaire 2 32 48

Elevé 3 14 32
B. aalPI (> 60 ans)

Faible 0 18 56

Faible - Intermédiaire 1 g} | 44

Elevé - Intermédiaire 2 35 7

Eleve 3 16 21

' Fourcentages mentionnes a titre indicatif : les patients ont &té fraités par chimiothérapie avec anthracycline sans anticorps. Ces pourcentages ne
corespondent donc pas aux survies acluellement observaes.

The International Mon-Hodgkin's Lymphoma Prognesfic Factor Project. N Engl J Med 1983323987,

Survie selon I'lndex Pronostique International révisé (R-IPl) proposé pour les malades atteints
de lymphome B diffus a grandes cellules traités par CHOP + anticorps

Faible 0 10 a4 -
Intermediaire 1-2 45 80 79
Elevé 3-5 45 52 -

* Les facteurs pronostigues sont les mémes que ceux de l'ndex Pronostigue Internatianal (1593),

Sehn L et al. Blood 2007;109:1857.



96

Annexe 4 : CLASSIFICATION ANN ARBOR

Stage I : single lymph node region (I) or single extralymphatic organ or site (Ig)

Stage II : > 2 lymph node regions on same side of diaphragm (II) or with limited, contiguous extra

lymphatic tissue involvement (Ilg)

Stage I1I : both sides of diaphragm involved, may include spleen (Ills) or local tissue involvement

(IIIg)

Stage I'V : multiple/disseminated foci involved with > 1 extralymphatic organs (i.e. bone marrow)

(A) or (B) designates absence/presence of “B” symptoms

Annexe 5 : ECOG PERFORMANCE STATUS / INDEX OMS

ECOG Description

0 Fully active, able to carry on all pre-disease performance without restric-
tion.

1 Restricted in physically strenuous activity but ambulatory and able to carry
out work of a light or sedentary nature, e.g., light house work, office work.

2 Ambulatory and capable of all selfcare but unable to carry out any work ac-
tivities. Up and about more than 50% of waking hours.

3 Capable of only limited selfcare, confined to bed or chair more than 50% of
waking hours.

4 Completely disabled. Cannot carry on selfcare. Totally confined to bed or
chair
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RESUME

Les lymphomes B diffus a grandes cellules ou DLBCL sont les lymphomes les plus fréquents chez
I’adulte. En dépit de I’avancée majeure des traitements avec I’immunothérapie (Rituximab, R) qui,
associée a la chimiothérapie (CHOP) a augmenté la médiane de survie, 30-40% des patients atteints
de DLBCL sont en échec thérapeutique. Il est donc impératif de mettre en évidence un nouveau
marqueur permettant d’une part d’identifier au diagnostic les patients susceptibles d’étre réfractaires
a I’'immuno-chimiothérapie (R-CHOP) et d’autre part, de comprendre ces mécanismes de résistance
afin d’orienter ces patients vers une nouvelle voie thérapeutique. A partir d’une banque de données
transcriptomiques publiques, mon équipe de recherche a mis en évidence 144 génes capables de
prédire la réponse des DLBCL au traitement R-CHOP. Parmi ces génes figure une seule enzyme du
métabolisme glycolytique, la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). Au diagnostic,
les DLBCL qui expriment fortement la GAPDH sont associé€s a une meilleure survie globale que pour
ceux I’exprimant faiblement. Cette différence s’observe chez les patients traités par R-CHOP mais
pas pour ceux traités par CHOP seul. Les objectifs de mon travail sont : 1) démontrer que la GAPDH
est un biomarqueur immunohistochimique (IHC) prédictif de la réponse des DLBCL au traitement
actuel, le R-CHOP, ii) identifier par une approche anatomopathologique, le(s) mécanisme(s) qui
relie(nt) les niveaux de GAPDH a la réponse thérapeutique au R-CHOP. Nous avons examiné
I’expression IHC de la GAPDH dans 43 biopsies ganglionnaires prélevées au diagnostic de patients
traités par R-CHOP entre 2008 et 2014 au CHU de Nice et a I’Hopital Saint Louis a Paris. Nous avons
réalisé un score d’expression en fonction de I’intensité du marquage et du pourcentage de cellules
marquées. Nous avons ensuite déterminé un seuil permettant de classer les DLBCL en GAPDH-High
(DGH) ou GAPDH-Low (DGL). Ainsi, nous avons montré que les DGH correlent avec une meilleure
réponse au R-CHOP. A contrario, les DGL sont associés a un mauvais pronostic. En analyse
multivariée, I’expression IHC de la GAPDH est un facteur pronostique indépendant des autres

marqueurs pronostiques clinico-biologiques comme I’IPlaa, BCL-2, BCL-6, P53 ou MYC. La
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GAPDH apparait comme un facteur prédictif facile d’utilisation, indépendant des autres facteurs
pronostiques. Nous avons validé notre seuil et confirmé nos résultats sur les TMA d’une cohorte de
validation de 294 patients tirés de 1’essai LNH-03-6B du LYSA. De plus, nos résultats montrent une
corrélation entre les niveaux d’expression protéiques de GAPDH et de CD20, I’antigéne cible du
Rituximab. Ces résultats suggerent que la GAPDH, par I’intermédiaire de la régulation de
I’expression de CD20, est un marqueur prédictif de la réponse au R-CHOP. La GAPDH étant une
enzyme du meétabolisme glycolytique, nous avons également montré qu’elle pouvait prédire
I’efficacité d’une stratégie ciblant le métabolisme énergétique de la tumeur. Par conséquent, ce
biomarqueur pourrait permettre 1) de prédire I’efficacit¢ du traitement actuel (R-CHOP) et i1)
d’orienter des patients susceptibles d’étre réfractaires au R-CHOP vers une nouvelle alternative

thérapeutique.
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