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ABBREVIATIONS

B2m : beta-2-micrglobuline

CG : centre germinatif

CtDNA : ADN circulant tumoral

DH : double hit

FLIPI : follicular ymphoma international pronostic index
Ga101 : Obinutuzumab

GELF : Groupe d’étude des lymphomes folliculaires

IGH : chaines lourdes

IGL/K : chaines légéres

LBDGC : lymphome B diffus a grandes cellules

LBHG : lymphome B de haut grade avec réarrangechektY CetBCL2 et/ouBCL6
LDH : lactate deshydrogénase

LF : lymphome folliculaire

LNH : lymphome non hodgkinien

LNH-T : lymphome non hodgkinien T

LNH-B : lymphome non hodgkinien B

OS : survie globale

PET Scanner : tomographie a émission de positrons
PFS : survie sans progression

R : Rituximab

SOS : survie spécifique

TFS : survie sans transformation

TMTYV : volume métabolique tumoral total

TH : triple hit
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RESUME

Lucile BUSSOT
IMPACT DES ALTERATIONS GENIQUES DE MYC DANS LES LYPMHOMES

FOLLICULAIRES AU DIAGNOSTIC

CONTEXTE :

Le lymphome folliculaire (LF) est le second lymph®mmon hodgkinien le plus fréquent en

Europe et Amérigue du Nord. C’est une pathologigllis souvent indolente. Les LF avec un

réarrangement ou un gain de I'oncog@¥C en cytogénétiques sont rares et leur impact

pronostique est controverse.

OBJECTIF :

Premierement, nous avons exploré les altération®Md€ dans les LFde novoet leurs
impacts cliniques chez les patients traités parumochimiothérapie. Secondairement, nous
avons validé les résultats obtenus dans notre tl@opropos des gains d&YC en les

confrontant a I'étude d’un sous-groupe de patiesiss de I'essai clinique PRIMA.

MATERIEL ET METHODES :

Nous avons réalisé une étude multicentrique rééisge incluant les patients ayant recu un
diagnostic de LFle novoavec des données de cytogénétiques entre Jaiddére? Janvier
2020. Nous avons récolté les informations de I'eride des cas et avons comparé leur survie

en fonction des altérations t&YC.
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RESULTATS:

Nous avons inclus 321 LF au diagnostic. Deux cerguante-neuf (81%) patients n’avaient
pas d'altération du chromosome 8g24. Soixante-gatient (19%) avaient une altération du
chromosome 824 et ont été inclus dans le groupé.8cp technique de FISH, a permis de
classer 45 patients dans le grolp¥GEC et 6 dans le grougddYCR. En ne prenant en
compte que les patients traités par immunochimiaffié, les patientsYCGR étaient
significativement plus agés (p=0.008), avaient stesles FLIPI plus élevés (p=0.05) et un
taux def2m sérique augmenté (p=0.05). Les analyses unesdjectivent I'absence de
différence significative en terme deP«ogression Free Survival (PFS) (HR : 1.3 ; 95% IC
[0.4-1.6]) et «Specific Overal Survivat (SOS) (HR : 1.6 ; 95% IC [0.4-5.7]) entre le gveu
MYCGEC et MYGNL. Ces résultats ont été comparés a ceux issus sbus-groupe de
patients de I'essai clinique PRIMA. Ces donnéeditoent queMYGEC n’'a pas d’impact
en termes de PFS (p=0.86) ou SOS (p=0.9). En reeaMYCR semble étre associé a un
plus mauvais pronostic en termes de PFS (HR: 83% IC [2.2-17.1] ; p=0.00026), de
survie spécifigue (SOS HR: 13.6; 95% IC [2.9-65)=0.00014) et de risque de

transformation (TFS HR : 82.7 ; 95% IC [14.8-463.$k0.0001).

CONCLUSION: :

En conclusion, le gain ddYCn’a pas d’'impact pronostique dans les lymphombisditaires
mais les réarrangements & C semblent associés a un risque augmenté de traratfon et

a un pronostic péjoratif.

MOTS CLES : Lymphome Folliculaire - c-MYC - Pronigst

SPECIALITE : HEMATOLOGIE
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ABSTRACT

Lucile BUSSOT
ADVERSE OUTCOME IN FOLLICULAR LYMPHOMA ARE ASSOCIAED WITH MYC

REARRANGEMENTS BUT NOT MYC EXTRA-COPIES

CONTEXT:
Follicular lymphoma (FL) withMYGRearrangementsMYGR) and MYGExtra Copies

(MYG-EC) are rare and their prognosis impact are uaicert

OBJECTIVE:

We investigatedMYC alterations inde novoFL and their clinical impact on patients treated
with immuno-chemotherapy. Secondly, we addressedjtiestion of the impact &YGEC

in a subgroup of patients from the PRIMA trial inder to validate our results in an

independent cohort.

MATERIEL AND METHODS:
We conducted a retrospective multicentric studyuidiog patients with diagnosis de novo
FL with available conventional cytogenetic datanirdanuary 2001 and January 2020. We

reviewed all cases to compare the outcome accotditige presence &Y C alterations.

RESULTS:

We included 321 FL, 259 (81%) patients had no 8gj&¥ations and 62 (19%) were assigned
to 8qAlt. Forty-five cases were classifiedM¥GEC and 6 ad1YCR. MYCGR patients were
significantly older (p=0.008), had higher FLIPI gta (p=0.05) andpf2m (p=0.05).

Considering patients treated with immuno-chemothera presented MYGR and 25 a
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MYG-EC. Univariate analysis showed the absence offgignt difference betweeMYCEC
andMYGNL regarding PFS (HR : 1.3 ; 95% CI [0.4-1.6]) &®0@S (HR : 1,6 ; 95% CI [0,4-
5,7]). Those results were confronted to data froemRRIMA trial. It confirmed thatlYGEC
had no impact on PFS (p=0.86) or SOS (p=0.9). Quelye MYC-R was associated with a
trend to poorer outcome regarding PFS (HR : 6.5% €I [2.2-17.1] ; p=0.00026), death
from lymphoma (SOS HR : 13.6 ; 95% CI [2,9-65] ;0p30014) and risk of transformation

(TFS HR : 82.7 ; 95% CI [14.8-463.4] ; p<0.0001).
CONCLUSION:
In conclusionMYC-EC has no prognosis impact in FL ¥ GR FL tended to be associated

with an increased risk of transformation and poorgcome.

MOTS CLES : Follicular Lymphoma - c-MYC - Prognosis

SPECIALITY : HEMATOLOGY
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INTRODUCTION

Le lymphome folliculaire
o Définition et épidémiologie

Les Lymphomes malins sont divisés en lymphomes Koadms et lymphomes non
Hodgkiniens (LNH). Les LNH regroupent les Lymphomescellules T (LNH-T) et les
Lymphomes a cellules B (LNH-B). Les LNH-B comprenh@lus de 30 entités différentes
dont le Lymphome folliculaire (LF) qui est I&"%2plus fréquent sous-type en Europe de
I'Ouest et Amérique du Nord. Le LF est une lympladiigration B d’évolution indolente. Il
représente un tiers des cas de LNH chez I'aduléegd_médian de diagnostic est de 59 ans

avec un ratio homme/femme de 1,%.:1
o Biologie et pathogénese

La cellule d’origine dérive du centre germinatifGC Elle exprime un phénotype et
des caractéristiques fonctionnelles semblablescaliyles B du CG comme BCL6 et sur-
exprime la protéine BCL2. Cette surexpression estrésultat de la translocation
t(14 ;18)(q32 ;g21), décrite comme caractéristighe LF. Cette translocation a pour
conséquence de placer le g@tL2 sous le contrble transcriptionnel de régions remickes
de la chaine lourde des ImmunoglobulingsH). Cette translocation est retrouvée dans 80-
90% des LF et est considérée comme I'événemenigénagque initial dans la pathogénese du
LF. Cependant, la translocation t(14 ;18) n’est gaffisante pour expliquer I'apparition du
LF. Il a été démontré que chez des individus sains,population lymphoide B t(14 ;18) peut
étre retrouvée sans qu’elle soit associée de fagst@matique a I'apparition ultérieure d’'un
lymphome folliculairé. Il a aussi été démontré dans des modéles mbcdigstransgéniques

gue la surexpression de BCL2 n’'est pas suffisamer mléclencher le développement
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immédiat d'un LB En effet, cette translocation permet 'émergedaeclone lymphoide
mais c’est la coopération de cette anomalie aveattérations secondaires qui va permettre

le développement du LF.

Cette translocation a lieu a un stade précoce atgdgénese lymphocytaire dans la
moelle osseuse, le stade pré’BLa protéine BCL2 confére un avantage de survidehiais
de son activité anti-apoptotique. Lors de la lymphgénese physiologique, au décours du
processus d’hypermutation somatique et de séledtexpression de la protéine BCL2 est
normalement réprimée dans la zone claire du ceygmminatif afin de permettre I'apoptose
des centrocytes non assez affins pour leur antigemeprésence de la t(14 ;18) entraine la
surexpression de BCL2 qui confére aux cellules lyompateuses un avantage sélectif en
n'étant pas sensible aux signaux d’apoptose duEll€s pourront alors réaliser de multiples
cycles de réentrée qui vont permettre I'accumutati@ltérations secondaires conduisant a la
sélection et la prolifération d'un clone lymphodgatumoral® (Figure 1). Ces cellules
clonales de LF sont alors bloquées au stade cetdvoentroblaste et expriment les
marqueurs du CG tels que CD10+ et BCL6+. Au tatette translocation est un évenement

important mais non suffisant seul pour expliqudytaphomagénése du LF.

Il est important de noter que tous les LF ne presgnpas de t(14 ;18) ou de
translocations équivalentes telles que t(2 ;18)(d8 ;22). Les LF non t(14 ;18) représentent
environ 15% des cas de 1¥. La physiopathologie de ces cas peut s’expliqoérpar des
anomalies cryptiquel§ssH/BCL2,des anomalies cytogénétiques tels que des gaipsm&Bant
a la surexpression en immunohistochimieBd&l 2 D’autres anomalies peuvent s’observer :
anomalies du 327 par translocation t(3 ;14) avsrrangement du gerigCL6, délétion

1p36, gain 1q, délétion 6q, leur signification pbpathologique restant difficile & établir.
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FIGURE 1. LYMPHOMAGENESE DU LYMPHOME FOLLICULAIRE

La translocation t(14 ;18)(g321) survient lors du réarrangement des génes It da moelle osseuse au stade
lymphocyte pré-B. D’autres anomalies, notammenté@ptquesKMT2D, CREBBFP, peuvent survenir. Puis, au niveau
organes lymphoides secondaires, lorsqu’un lympleoBynaif rencontre son antigéne correspondant, otrecgerminat
(CG) se forme. Dans le CG, les cellules surexprinfamrotéine anti-apoptotique@®.2 ont un avantage de survie. E
réalisent des cycles dans le CG d’hypermutation 8qo& sélection et prolifération. Ces cycles effdreone claire et
zone sombre permettent I'acquisition d’altératieasondaires. Apres étre soties du CG g@ms/ent également étre capa
de faire des réentrées dans les CG. L’accumulaliooes altérations génétiques secondaires perrfetiéveloppement
lymphome folliculaire. D’aprés Huet efat Carbone et &l

Les mutations de régulateurs épigénétiques soguidérdes dans le LF. Les génes les
plus freguemment touchés soWiMT2D, EZH2, EP300ou CREBBP Ces mutations
surviennent a un stade précoce et entrainent tarpation de la régulation épigénétique. Les
mutations inactivatrices du ge&@M2D, CREBBPet EP300 entrainent une diminution de
leur activité méthyltransférase et acétytransfémees que les mutations gain de fonction
d’EZH2 induisent l'augmentation de son activité méthylsférase. L’'ensemble de ces
anomalies participent a une modification du progrenranscriptionnel des cellules B et
participent aux étapes précoces de lymphomagéneseblequant, entre autres, la
différenciation des LB au sein du centre germinafies mutations peuvent également

perturber la régulation de I'expression BELG un facteur clé du CG, et permettre sa
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surexpression participant au développement di®LBe plus, les mutations inactivatrices de

CREBBPetEP300jouent un réle dans I'échappement immunitairelde®s

Comme nous l'avons précédemment évoqué de nomisreliggations secondaires
vont permettre le développement du LF. Dans urs tilrs LF, il est mis en évidence des
altérations de la voiBCR-NKKB, notamment par le biais des génes codant BJdlK et
CARD11 ce qui confere un avantage de survie et de pratibn aux cellules tumorales. Les
anomalies de la voidAK-STATet NOTCH ont également été fréquemment décrites et
participent a la prolifération et la survie celiwda Dans 30% des cas, il est décrit des
mutations defTNFRSF14ayant un role dans I'échappement tumoral en irahiides signaux

aux cellules du micro-environnemérit.

Enfin, le micro-environnement tumoral joue un réle@jeur dans la lymphomagénese
du LF. Les interactions complexes des cellules lasopues avec celles du micro-
environnement peuvent favoriser la survie, la péddtion et I'échappement au systeme

immunitaire.
o Présentation clinique

La présentation clinique du LF au diagnostic egblles souvent peu symptomatique
avec peu ou pas de signes généraux (asthénie, ressament ou sueurs nocturnes). Elle se
caractérise principalement par un syndrome tun@igadu avec la présence d’adénomégalies
indolores superficielles et profondes disséminées, splénomégalie ou une hépatomégalie.
La plupart des patients ont un stade Ann ArboiMIHu diagnostic. L'infiltration médullaire
est retrouvée dans 2/3 des cas. Un clone sangumiggn évidence dans 5-10% des cas par
l'identification de lymphocytes atypiques de petitélle, au rapport nucléo-cytoplasmique
proche de 1, avec peu ou pas de cytoplasme visihl&oyau a chromatine dense, mature,

souvent fendu d’'un sillon donnant un aspect enaingie café » en cytologie. Des atteintes
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extra ganglionnaires peuvent également étre redemivels que des épanchements des

séreuses ou des envahissements gastro-intestinaux.

Le diagnostic de LF repose sur I'analyse histologigt immunohistochimique d’'une
biopsie/exérése ganglionnaire. Cette tumeur présemte prolifération folliculaire qui
remplace l'architecture nodulaire par des pseuddiscidles néoplasiques présentant des
centres germinatifs atypiques. Ces volumineuxdolés sont entourés par une couronne de
cellules du manteau souvent effacée. Une composifise est parfois présente mais est le
plus souvent minoritaire. Cette population tumorast composée de centrocytes et
centroblastes. Les centrocytes sont de petits lpayiks, au rapport nucléo cytoplasmique
élevé, au noyau clivé et sans nucléole apparestcentroblastes sont de grande taille, avec
un noyau volumineux, une chromatine vésiculeuggusieurs nucléoles visibles.

La classification anatomopathologique (WHO 2016)épare les LF en différents
grades en fonction du nombre de centroblastesh@zanig au fort grandissement (x40), sur au
moins 10 champs, dans différents follicules néogises :

- Grade 1-2 : majorité de centrocytes avec quelgeesablastes (<15/champ)
- Grade 3 : nombreux centroblastes (>15/champ)
o Grade 3a: persistance de centrocytes
o Grade 3b : entierement composé de centroblastes
Les LF grade 3b conservent donc une architectdlieuiaire mais leur présentation clinique,
leur évolution, leur pronostic et leur caractégsés immunohistochimiques et cytogénétiques
les rendent plus proches des lymphomes B diffusadgs cellules (LBDGC) que des LF. De
ce fait, dans la suite de notre travail nous naunsentrerons sur les FL grade 1-3a.

L’immunohistochimie et 'immunophénotypage cobtrent au diagnostic différentiel

avec d'autres LNH a petites cellules. Ce sont gesphocytes B qui sont porteurs des

antigénes de surface de cette lignée CD19+ CD20R2€DCD79a+. Elles expriment
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également les marqueurs de différenciation du C@noe CD10+ et BCL6+ mais
n’expriment pas CD5, Cycline D1, MUM1 ou CD43-. xjwession de BCL2 est la traduction
phénotypique de la translocation t(14 ;18). Le aésde cellules dendritiques CD21+ est

conservé.

Le LF est une maladie incurable d’évolution vargldécrit comme faisant partie des
lymphomes anciennement dits « indolents ». Somihéshaturelle est le plus souvent lente,
s’étalant sur plusieurs années, avec une bonnengépanitiale aux thérapeutiques
conventionnelles induisant une médiane de survidiagnostic supérieure a 10 ans depuis

I'ere du Rituximab.

Pour autant, le pronostic des LF reste hétérog€eéte pathologie peut rechuter,
nécessitant plusieurs lignes thérapeutiques, gy@nt conséquence des intervalles de survie
sans traitement de plus en plus courts. Certaitisrps vont présenter des rechutes ou des
progressions précocés® c'est-a-dire dans les 24 mois suivant le diagoasi Iinitiation
d'un traitement, définissant la POD24. lls conglitu un groupe associé a un pronostic
péjoratif en termes de survie. Au cours de I'éviolut 25-35% des patients présenteront une
transformation en lymphomes de haut gtadeabituellement en LBDGC mais aussi parfois
en lymphome Lymphoblastiquelike »™. Le risque continu de transformation est d’environ
3% par a® mais son incidence semble en diminution depui® l@u Rituximab. Elle se
manifeste par une altération de l'état général aagearition de symptdbmes B (asthénie,
amaigrissement, sueurs nocturnes, fievre), 'augatiem de volume d’'une ou plusieurs des
adénomeégalies, I'apparition d’atteintes extra gamglaires et I'élévation des LDH. Cette
transformation est I'événement pivot dans I'évalnotidu LF car il est associé a des
pathologies agressives, chimio-résistantes, de mn@sivais pronostic avec une survie

moyenne de moins de 2 ah¥'
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o0 Thérapeutiques

'y a de nombreuses options thérapeutiques dankFleallant de I'abstention
thérapeutique a I'immunochimiothérapie. La décigioérapeutique repose sur le score FLIPI
et sur les criteres définis par le Groupe d’Etudse dymphomes Folliculaires (GELF) : forte
masse tumorale (masse tumorale ganglionnaire ora @énglionnaire >7cm ou 3 sites
tumoraux > 3cm), splénomégalie symptomatique, ssmdr compressif (intestin, uretéere,
orbite,...), épanchement pleural ou péritonéal, c§mig, élévation des LDH et deffiam ou
présence de symptdmes’BlLes grades histologiques 3B, tout comme les foamstions

devront étre traités comme des LBDGC.

Une simple surveillance ditewatch and wait> est recommandée en |'absence de
criteres du GELF pour les patients avec une faildsse tumorale et non évolutifs (Figure 2).
Pour les stades Ann Arbor I, si I'exérese chiruafgcest compléte il n’est pas nécessaire de
réaliser de traitement complémentaire. Si 'exégstencompléte et/ou que la masse tumorale
est supérieure a 5 cm il peut étre proposé uneottamtapie. Un traitement par
immunothérapie hebdomadaire seule (Rituximab) [@e proposé en cas de stade Ann

Arbor Il & IV sans criteres du GELF (Figure 2).

Les patients avec criteres du GELF sont traités ya& immunochimiothérapie
composée par lI'association d’une immunothérapie@DR0 (Rituximab ou Obinutuzumab
(Gal01)) avec une chimiothérapie conventionneliguiie 2). Depuis I'essai GALLIUM,
'anticorps anti-CD20 de choix est le Gal0l. Dagest essai, il a été mis en évidence une
amélioration de la survie sans progression (PF®p da bras Gal0l, quel que soit la
chimiothérapie en association, malgré une augmentat'effets indésirables notamment
allergiques®*® Néanmoins, ce traitement ne permettant qu'uneliaraton de la PFS, de

nombreux centres continuent d'utiliser le Rituximd@usieurs régimes de chimiothérapie
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peuvent étre proposés en association. geld standard> reste une chimiothérapie CHOP
(Cyclophosphamide, hydroxydaunorubicine, vincristit prednisone), délivrée tous les 21
jours pendant 6 cures, mais la Bendamustine est alteznative en premiere ligne
thérapeutique. Plusieurs études ont démontré lainiériorité de cette chimiothérapie et sa
meilleure tolérance par rapport au CHOP, notammsmt le plan de la toxicité
hématologiqu&® . Les LF avec mutations d’EZH2 sont associés a remgstic favorable.
Pour autant, une étude récente, non encore publiégs en évidence un impact défavorable
de ces mutations en terme de PFS dans les LFstitépremiére ligne par Bendamustine
alors que les non mutés bénéficient de ce régimehiteiothérapie en terme de PECes
observations sont opposées lors de l'utilisationnd’ chimiothérapie de type CHOP. Ces
données suggereraient que les LF bénéficiant dalmmaiothérapie par Bendamustine sont
biologiquement distincts de ceux bénéficiant d'@ssociation de type CHOP et ouvre la
porte a des stratégies adaptées. Par contre,il@gdd IUM a objectivé que I'association
Gal0l-Bendamustine doit étre choisie avec précauw#r elle est associée a des toxicités
augmentées (infections sévéres et de néoplasiendmmes)’. Enfin, des adaptations
thérapeutiques pourront étre proposées en fondedréige et de I'état cardiologique de type
R-miniCHOP, R-CVP ou R-chloraminophéne. D’autreotpeoles dits <hemo-free»
utilisant le Lenalidomide (Revlimid) ont été propes Méme s’ils ont prouvé leur non

infériorité mais n’ont pour 'instant par '’AMM epremiére ligne thérapeutiqé&®*

Depuis I'étude PRIMA il est recommandé de clotueetraitement d’induction par un
entretien de 2 ans constitué par l'anticorps amRC tous les 2 mois. En effet, I'étude
PRIMA a démontré que le traitement d’entretienntaximab confére un avantage en termes
de PF®°. De méme, I'essai GALLIUM a objectivé qu’'un enteet par Gal0l confére un

avantage en terme de PES
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Lymphome Folliculaire grade 1-3a

GELF - GELF -

Stade localisé Stade disséminé e

l
ﬁnmuno-chimiothérapb

Gal01/R + CHOP
« watch and wait » ou
Gal01/R + Bendamustine

« watch and wait »

Rituximab : 4 cures
hebdomadaire Entretien 2 ans
Gal01/R

Radiothérapie

FIGURE 2. ALGORITHME DECISIONNEL DE PRISE EN CHARGEHERAPEUTIQUE DES LYMPHOMES
FOLLICULAIRES AU DIAGNOSTIC

En cas de rechute et particulierement en cas diéwal agressive, il est conseillé de
réaliser une nouvelle biopsie afin de ne pas ignane transformation en lymphome de haut
grade. Il est recommandé de ne traiter que lesJde ariteres du GELF en rechute. Si la
rechute survient moins de 2 ans apreés la fin gedeiére ligne thérapeutique il pourra étre
proposé une association d’immunochimiothérapie romérieurement utilisée ou une
association anti-CD20-Revlimid. I n'est pas recoamé d'utiliser I'anti-CD20
antérieurement utilisé si LF réfractaire (rechutee). Si la rechute survient plus de 2 ans
apres la fin du traitement d’entretien il peut wreposé de renouveler la premiere ligne
thérapeutique (excluant les anthracyclines) ou endol Rituximab en monothérapie. Les
indications d’autogreffe doivent étre réservées patents dits &t » présentant une maladie
dite « chimio-sensible » en seconde rechute avedélai de moins de 2 ans. L'indication

d’allogreffe doit étre réservée aux patienfd « en rechute post autogreffe.

Les perspectives dans la prise en charge thérapeuties LF sont nombreuéed es

anticorps anti-CD20 peuvent étre associés a deécumeks immuno-modulatrices, tels que le
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Revlimid, afin de permettre une action synergfgdé Ces thérapeutiques sont utilisées en
secondes lignes thérapeutiques. Plusieurs proposithérapeutiques ont vu le jour grace a
l'identification de mutations épigénétiques notaminde la voieBCR-NFKBou de la voie
mTOR On peut évoquer le TEMSIROLIMUS un inhibiteur denTORou I'IDELALISIB %8

un inhibiteur dePI3K qui ont montré des résultats prometteurs dansFleeh rechute ou
réfractaires. Pour autant, le VENETOCLAX, BCL?2 inhibiteur, a montré des résultats
limités dans cette pathologle En effet, méme si la surexpressionBigL2 est I'événement
oncogeénique initial nécessaire a I'’émergence dnectamoral, les évolutions clonales et les
altérations secondaires vont permettre de réduim@épendance du clone a I'expression de
BCLZ3! Enfin, le TAZEMETOSTAT®, un inhibiteur dEZH2 a montré de trés bons
résultats dans les LF en rechute ou réfractairegset actuellement en cours d'essai
thérapeutique en combinaison avec de 'immunochmi@pie conventionnelle en premiére
ligne thérapeutique. De nombreuses autres piséeapbutiques sont en cours d’étude grace a

une compréhension physiopathologique de plus engdarue de cette pathologie.
o Facteurs pronostiques

Le stade histologique ne permet pas de prédiraitaeset le devenir des patients
atteints de LF. A I'heure actuelle prédire, a I'éibh individuelle, le pronostic de patients
atteints de LF reste un défi. Au cours des dermiéigxennies, plusieurs scores ont tenté de
classer les LF selon leur pronostic. Les scoresqstiques décrits ont été établis pour les
patients avec criteres du GELF traités par chindi@tpie type CHOP et

immunochimiothérapie conventionnelle depuis I'eneRituximab (Tableau 1).

Le score pronostique le plus robuste et le plugeanest lex International Prognostic
Index for Follicular Lymphoma ou FLIP#*3* Ce score composite, clinico-biologique,

comprend : I'age > 60 ans, le stade Ann Arbor WJ-le nombre de sites atteint,
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I'élévation des LDH et I'existence d’une anémierflogjlobine <120 g/L). Ce score divise les
patients en 3 groupes prédictifs de la survie deobR@our autant, ce score a été établi avant
I'ére du Rituximab et ne permet pas de prédireukvis sans progression. Le FLIPI-2 a
ensuite été établi chez les patients traités panuino-chimiothérapi8. Ce score intégre :
lage > 60 ans, I'élévation de IA2-microglobuline §2m), et I'existence d’'une anémie
(hémoglobine <120 g/L), I'envahissement médullaireine masse tumorale de plus de 6 cm.
Ce score permet de prédire la survie sans progresslon 3 groupes de risques. Il a
€également été établi un score plus simple le PRRMAwuI prédit la survie sans progression
selon 3 groupes de risques en fonction dg2ian (>3mg/L) et la présence d’'un envahissement

médullairé®.

Récemment, des facteurs pronostiques composit@scehiologiques ont vu le jour.
Le m7-FLIPI intégre le statut mutationnel de seghap fréquemment mutés dans le LF, le
FLIPI et le «performans status (ECOG¥. Ce score pronostique est prédictif de la survie
sans progression et est particulierement prometMatheureusement, il est pour linstant
difficilement applicable en routine du fait des sasrces technologiques de biologie
moléculaire limitées, du besoin d’'une quantité datémel suffisante et conditionnée de

maniére uniforme pour cette méthode et de son co(t.

D’autres scores pronostiques se basant sur la ntasserale évaluée de fagon
biologique ou morpho-métabolique ont été mis erel&ur le plan biologique, une approche
se base sur la mesure d’ADN circulant tumoral (cApNcodant le locus V(D)J de
immunoglobuline clonale réarrangé au diagnostidGE). I a été objectivé que
'hétérogénéité clonale et un taux élevé de ctDN&mislent étre des bio-marqueurs
pronostiques promettedfsSur le plan radiologique, un score scintigraphiguété développé
a partir de la tomographie par émission de post(®ET-Scanner). Le volume métabolique
tumoral total (TMTV) calculé au diagnostic sembiédictif de la PFS et de la survie globale
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(OS) si le seuil de 510cm3 est dépasddalheureusement, ce score est encore peu appliqué
en routine car la réalisation d’'un PET-Scanner iagribstic de LF est recommandée mais

n’est pour l'instant pas obligatoire en pratiquaigue.

Sur le plan biologique, d’autres facteurs pronaggjont été identifiés. La réalisation
d'analyse cytogénétigue n’est certes pas strictemecommandée dans le LF mais est
régulierement réalisée en routine clinique, si alispilité de matériel tumoral. Certains
marqueurs pronostiques ont été mis en évidencennotat la délétion (17p) et la trisomie 12
pour I'OS ou la translocation 8924 pour le risque tchnsformatiot*® Pour autant, ces
études ont été réalisées avant I'ére du Rituximabeesont pas extrapolables depuis son
avéenement. Le score moléculaire mMGEP-23 est un lmageé identifie le risque pronostic en
fonction de I'expression génique de 23 géhdspermet de définir 2 groupes prédictifs de la
PFS. Enfin, des travaux sur le micro-environnentemtoral ont montré que celui-ci joue un
réle essentiel dans la physiopathologie du LF. IEté objectivé plusieurs marqueurs
pronostiques tels que le réle pronostique favoradhde linfiltration tumorale par les
macrophages CD68+ ou par les cellules T*REgD’autres études semblent établir un lien
entre la présence de cellules NK circulantes egpmnse aux thérapies ciblées anti-CD20.
Pour autant, ces données sont le plus souventroads au domaine de la recherche et ne

sont pour l'instant pas applicables en pratiquaalie.

Certains scores pronostiques se basent sur la gépan traitement. On peut
notamment évoquer la POD24 qui définit un group&lee mauvais pronostic défini par la
progression de la maladie dans les 2 ans suivamtignostic, ou l'initiation du traitemént
Enfin, I'évaluation scintigraphique de la masse auate résiduelle a l'issue du traitement

d’induction semble étre prédictive de la PES
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Enfin, certaines études ont essayé d’identifierfdeteurs de risque de transformation
en lymphome de haut grade. Certaines caractérestigmt été identifiées : age, ECOG>1,
anémie, LDH>N, signes B, grade histologique 3a, FF:2, un caryotype avec une
translocation 8g24, I'absence de traitement d'¢eingoar Rituximab ou la réponse partielle a

- x . y .. P -40,44-46 7 7zt z
une premiére ligne d'immunochimiothéraldi®***° Des données génétiques ont tenté

d’identifier des anomalies prédictives de rechut®nur autant ces données restent

controversées et hétérogénes dans la littératieetiicue® 3’2

Age > 60 ans Bas risque (0-1) 90%
LDH > normale Risque intermédiaire (2) 77%
FLIPI Ann Arbor llI-IV Haut risque (=3) 52% 33

2 4 sites atteints
Hémoglobine <120g/L

Age > 60 ans Bas risque (0) 80%
Hémoglobine <120g/L Risque intermédiaire (1-2) 51%
FLIPI 2 B2m > normale Haut risque (=3) 19% 35

Envahissement médullaire
Tumeur >6 cm

B2m >3mg/L Bas risque (0) 69%
PRIMA-PI| Envahissement médullaire | Risque intermédiaire (1) 55% 36
Haut risque (2) 37%
Progression dans les 2 ans Bas risque 90% 12
POD24 suivants le diagnostic ou
I'initiation d”’un traitement Haut risque 50%
Performans status >1 Bas risque 779%
high risk FLIPI 22
m7-FLIPI EZH2, ARID1A, MEF2B,
EP300, FOX0O1, CREBBP et Haut Risque 38%
CARD11
GAD45A, FOXO01,
DCAF12,CXCR4, AFF3, Bas risque 73%
ORAI2, E2F5, KIAAD040,
GEp.g3| TAGAP, TCF4, DEMA4B, 37
FCRL2, PRDM15, EMLE,
USP44, RASSF6, VPREBI, Haut risque 23%

SHISAS, ABCB1, METRNL,

VCL, ALDH2, RGS10
TABLEAU 1. SCORES PRONOSTIQUES DANS LE LYMPHOMES EDOCULAIRE
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C-MYC
o Définition et r6le de MYC

La découverte d®YC débute aux balbutiements de I'onco-génétique desmsihnées
80. Le premier gend1YC identifié était alors un oncogene vira-NMYQ qui induisait la
myélocytomatose et des tumeurs aviaires. Depuigdai/alents humains ont été découverts.
C-MY Cfait donc partie d’une famille de 3 proto-oncogerdYC(MYC), n-MYC(MYCN et
I-MYC (MYCL). Il est situé sur le chromosome 8 en position. 2ést un des oncogéne le

plus fréquemment activé et est impliqué dans ans20% des cancers humé&irs

Différenciation et
renouvellement
cellulaire

| Synthése Protéique |

oo
OCEO —

| Cycle cellulaire

FIGURE 3. ROLES DE MYC.

La totalité de son mode d’action n’est toujours patierement comprise mais il a été
prouvé qu’il a une place centrale dans le métalmaisellulaire et est au carrefour de
plusieurs voies de transductions de signaux pramstde croissance. C'est une protéine
multifonctionnelle et hautement régulée, impliquiEns le métabolisme cellulaire, le cycle
cellulaire, 'apoptose, le développement cellulaies mécanismes de régulation cellulaire et
la biologie des cellules souchédYC est un facteur de transcription régulant 10-15% de

génes et joue aussi un role de régulation suattuttion, la réplication, I'épissage de ’ADN.
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Il a été mis en évidence qu’il exercait de nombesusnctions par le biais des ARN codants
comme les ARNmessagers (ex = action suppressivieirdeur de TP53, rble sur le cycle
cellulaire des kinases cyclines dépendafte€) De ce fait, les anomalies #4YC peuvent

non seulement favoriser la prolifération tumorala@isnégalement induire une instabilité

géneétique participant a I'oncogenese (Figure 3).
o0 Meécanisme de dérégulation

Les mécanismes de dérégulation M&C sont divers et induisent son activation
oncogénique. Ces mécanismes de dérégulation akenittia la modification de I'expression

de MYC ou de son activité (Figure™d)

Le premier mécanisme de dérégulation est la muésgéimsertionnelleMYC a été le
premier oncogene cellulaire qui a été démontré ceraativé par le biais de I'insertion d’'un
promoteur rétroviral. Ce mécanisme de transformatiéoplasique repose sur I'activation

d’'un géne non muté par le biais d’'un rétrovirusvateur.

Le second mécanisme d’activation BiY'C est la translocation chromosomique. Le
réarrangement chromosomiqueM¥ C consiste en la juxtaposition du locus de ce géee a
un autre gene tel que celui des Immunoglobulindsife lourde et chaine légere). La
translocation conduit a la recombinaison erréC avec un autre géne et au final, en sa
surexpression. Ce mécanisme est celui qui estus mtrouvé en hématologie. Il peut
notamment étre placé sous le controle d’lankancers tel que celui des chaines lourdes et

conduire a sa surexpression.

Le troisieme mécanisme est le gain et 'amplifecatde MYC (MYCGAmp) dont la
définition est controversée®® En hématologie, elle est le plus souvent défiaieau moins 4
copies du géne mais en oncologie le nombre de d®YC est souvent innombrable. Ce

mécanisme consiste en l'acquisition d’anomalie®gdhétiques provoquant 'augmentation
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du nombre de copies de la région codante pdYfC ayant pour conséquence une

surexpression delYCet donc de sa dérégulation.

Enfin, certaines anomalies de voies de signalisatitles que celles dBCR et de
NFKB peuvent provoquer l'augmentation de la transaiptde MYC malgré I'absence

d’altérations de celui-ti.

Mécanisme d’altération | Expression Protéique

Mutations de MYC

Gain

Amplification

Translocation :
- Partenaire IGH —

- Partenaire non-IGH

‘—0

Non-IGH

Modification Transcriptionnelle

FIGURE 4. MECANISMES D'ALTERATION DE MYC

11 11l

o MYC en Cancérologie

MY C est largement décrit dans le domaine de la caloggeo En effetMYCGAmp est
I'anomalie la plus fréquemment retrouvée dans éexers solides. Elle est identifiee dans de
nombreux cancers tels que le cancer du sein, gait&® de 'cesophage, de I'estomac, de la

vessie, du poumotf,..
o MYC en Hématologie

MYC a définitivement été identifi€ comme un oncogeralpminant en hématologie

grace a la mise en évidence de son role dans le d&Burkitt dans les années’3®. La
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translocation caractéristique d@YC sous le contréle transcriptionnel d’'une des région
régulatrices des chaines lourdéSH) et lIégereqIGL/K) (t(8 ;14), t(8 ;22) ou t(2 ;8)) est a

I'origine de la lymphomagénése du lymphome de Burki

Dans le LBDGC, la protéine MYC est surexprimée mmunohistochimie dans 30-
50% des cas. Lorsque BCL2 est également surexpri®®é) on parle de LBDGC doubles
expresseurs, dont la prévalence est estimée a B@#éne I'impact pronostique est encore
controvers®. Cette surexpression n’est pas strictement carli réarrangements ey C
et indique I'existence de divers mécanismes degdéation deMYC comme les mutations de
MYC®, les gains de MY®, ou les altérations de la voie de signalisationB@lR*®. Par
ailleurs, les translocations sont des événementsares (5-15%). Seuls les réarrangements
de MYC (MYGR) ont montré un impact pronostique péjoratif emmes de PFS, d’'OS et
d’envahissement méningé dans les LBDGC traitésimparunochimiothérapi@® Dans la
classification OMS 2016, les « lymphomes B de lgaatle (LBHG) avec réarrangement de
MY C et BCL2 et/ouBCL6 »** sont reconnus comme une entité a part entiéreddartauvais
pronostic et ne répondant pas aux thérapeutiquasentionnelles. lls sont usuellement
appelés lymphome double et triple-hit (DH et THn@airement aux réarrangements,
l'impact du gain deMYC reste débattu dans les LBD&E **mais il a été montré dans une
étude récente l'impact péjoratif ddYCGAmp®. Des études prospectives de plus large

ampleur semblent nécessaires pour confirmer cattiahce.

Dans le LNH du manteau, une étude récente du MDefsoth a permis de mettre en
evidence I'impact péjoratif dBYGR et de I'absence de valeur pronostique des gdides
amplifications deMYC>®. Dans la LLC, les gains de 8g24 ont été identifigmme un facteur
pronostique péjoratif en termes de PFS et §80Bans le myélome multipleMYC est
egalement fréequemment translogué mais son impawhoptique n'est pas clairement
défini®”%®
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Dans le LF, les anomalies ddYC sont rare¥’° et leur impact pronostique est
débattu. Les LAMYGR ont été décrits dans plusieursase reports> ou méta-analysés’
L’ensemble des cas décrits dans la littératurentifij;ue émettent I’hypothese que ces cas
correspondent a des formes de LF plus agressigsgci@ges a un moins bon pronostic,
notamment en raison d’une moins bonne réponsetsrapeutiques conventionnef{&g€?"
Certains auteurs suggerent que lesM¥CR conservent un comportement indolent ce qui est
débatt®. Pourtant, il n’existe & ce jour pas d’étude coraptla survie des LMYGR a celle
des LF non MYC-R. De plus, les réarrangement8/d€ sont fréquemment retrouvés dans
les cas de LF transformés, suggérant un potentiglait deMYC dans le risque de
transformation en LBDG®"° ou en lymphome lymphoblastiqdé® Par ailleurs, le role du

gain et de I'amplification de MYC est incertain darette pathologié

Enfin, de récentes publicatiodg’ suggérent que I'histoire naturelle des LBHG n’est
pas encore complétement comprise. Ainsi, il a éjéativé que les LBDGC DHBCL2I1G-
MYC «de novo» présentent un paysage mutationnel similaire lduxavec des mutations
BCL2, KMT2D, CREBBP TNFRSF14et EZH2 au contraire des autres LBDGC BP/HCes
données suggerent donc que ces lymphomes agrpssifeaient avoir comme origine des
Iésions de LF passées inapercues ce qui est coér@an une autre étude récente. En effet,
Vogelsberg et &l ont récemment rapporté une relation clonale drffre in situ» et HGBL
dans plusieurs cas de HGBL. Ces relations ont tafdliés a partir de leur clonalité B, des
réarrangements d®@CL2 ou de mutations somatiques partagées. Ces dosnggsrent que
les LBHG, DH BLC2/IG-MYQ et TH, dérivent, le plus souvent, d'une évolutidonale
branchée a partir d'un LF ou linéaire a partir diLk « in situ» et donc d’'un progéniteur

commun.
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L’ensemble de ces données nous ameéene a penseequé MYCR pourraient étre
une étape du continuum évolutif entre LF classiggeLBDGC DH BCL2/IG-MYC et

constituent potentiellement un sous-groupe de Lplae mauvais pronostic.

Objectif de I'étude

Le geneMYC a été largement étudié dans les LNH. Les donnéeM¥C dans le
LBDGC, le Lymphome du manteau et le LF nous ameaepénser que les altérations de
MYC, réarrangements et gains, pourraient avoir un égnpaonostic péjoratif dans le LF. De
plus, la littérature scientifique dans ce domaiseqeiasi exclusivement constituée dease
report», de petites séries ou méta-analyses. Pour auesiarticles semblent proposer une

méme tendance avec un pronostic défavorable.

Le but de cette these est de caractériser legatattés deMYC dans les LF au
diagnostic et leurs impacts pronostiques en terh€xS, de PFS et de survie sans
transformation (TFS). Pour la premiéere partie degentvavail nous avons étudié I'impact des
anomalies cytogénétiques du locus 8g24. Puis noassaexploré I'impact du gain et du
réarrangement dslYC chez les patients avec des critéres du GELF, agndstic et traités
par immunochimiothérapie. Enfin, nous avons vah@é résultats obtenus sur I'impact du

gain deMYCdans une cohorte issue de I'étude PRH(R
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METHODS:

Patients

We conducted a retrospective study of patients widtgnosis ofde novoFL with
available conventional cytogenetic data from Jayp@801 and January 2020 in the following
hospitals: Grenoble Alpes University Hospital, Lyldospices Civils and University, Annecy
Genevois Hospital, Bourg-en-Bresse Hospital, Dailellard Institute and Léon Berard
Center. Institutional multidisciplinary meetingsditsated to lymphoma diagnosis (biologist,
clinician, pathologist) reviewed all the cases.

Inclusion criteria were age over 18 years, avdibiif cytogenetic datadiagnosis of
de novograde 1/2 or 3a FL confirmed by an expert cent&tMPHOPATH network)®.
Exclusion criteria were absence of clinical andldgaal data at diagnosis, stage 3b or
histological transformation and immunodeficiencgasated lymphoma.

The GELF criteria were defined as previously putgi§ by the presence of bulky
disease (one lesion7cm or three nodes3 cm), symptomatic splenic enlargement; organ
compression, pleural or peritoneal effusion; raiseerum concentrations of lactate
dehydrogenase (LDH) ¢§2-microglobulin $2m); or B symptom<. For survival analysis,

we focused on GELF+ patients at diagnosis anddadeaith immuno-chemotherapy.
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Cytogenetic analyses and Fluorescenae situ hybridization (FISH):

Conventional chromosomal analysis was performedReror G-banded metaphase
cells prepared from cell suspension from tissu@dycspecimen (n=314), blood (n=2), bone
marrow (n=2), spleen (n=1), pleural liquid (n=1) ascitis liquid (n=1). Karyotypes were
classified according to the International SystemHaman Cytogenetic Nomenclature (2016).

FISH analyses were performed in case of suspicfoiqoalterations affecting the
MYC locus on cytogenetic pellet using standardsitu hybridization protocols with the
following probes: LSI MYC break apart, LSI IGH/MYCEP 8 Tri color dual fusion, LSI
IGH/BCL2 dual fusion and LSI BCL6 break apart (\g/shbbott laboratories Ltd, UK). All
the cases were studied on metaphase and interphak® with at least 10 metaphases and
200 nuclei, respectively. The cut-off for positivalues were 2% for MYC probe, 1% for
IGH/MYC/CEPS8 probe, 3% for BCL6 probe and 1% foHBCL2 probe.

We defined 8gAlt group, constituted with cases vw8tfR4 alteration, and No8qgAlt
group, defined as all cases without any 8924 diteraBased on FISH results, 8gAlt group
was divided into 2 subgroupdYGEC andMYCR. Cases with missing FISH results were
excluded from subgroup analysis. Control group w@sstituted from No8gAlt group and

defined asMYGNL in this analysis.

Validation cohort: PRIMA cohort:

Fresh-Frozen tissue tumor (FFT) biopsies were pbethifrom FL patients at diagnosis
participating in the phase Il randomized PRIMAalriNCT00140582). In this cohort,
cytogenetic data have not been collected but Aftym€ytoscan HD DNA Arrays analyses
allowing study of MYC-EC were perfomed.

Cytoscan DNA analysis was performed using extraBiids from FFT tumor biopsies.

Those data were processed with rawcopy P16 produce B-allele Frequency (BAF) and
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Log R ratio (LRR) values from individual probes.€elbhRR and BAF profiles were then
analyzed using ASCAT (v. 2#)for joint segmentation and ploidy and purity estiion.
Absolute copy number calls for each segment wesa therived using the estimated purity
and ploidy and the LRR signal. The "neutral” copyniber for a given tumor was defined as
the most frequent one across the genome, and gathdeletions were defined as deviations
from this neutral state. THRIYC gene was considered as altered (gain or ampldicaif

75% or more of the probes mapping to the MYC logase assigned an extra-copy status.

Statistical analysis:

Patients’ characteristics of the whole cohort weoenpared across the No8qAlt,
8gAlt, MYCGNL, MYGEC andMYGR using Fisher’s exact test, whereas t test wad &
continuous parameters.

Survival analysis were performed in the GELF+ growpated with immuno-
chemotherapy using the Kaplan-Meier method and emetpby log rank test. Progression
Free Survival (PFS) and Overall Survival (OS) weedined according to IW®. Specific-
overall Survival (SOS) was defined considering omynphoma related deaths and
Transformation Free Survival (TFS) from time of ghasis to proven transformation.
Multivariate analyses were conducted using Cox rhdskatistical analyses were performed

using the RStudio software, version 3.6.1. A p-gat0.05 was considered significant.
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RESULTS:

Clinical characteristics of the retrospective popudtion:

We collected data from all consecutive patientstingehe inclusion criteria (n=321).
Number of patients and reasons for withdrawal axclusion criteria are presented in the
flow chart (Figure 5). Clinical characteristics fla 2) and outcome (Figure 9) were similar
to published daf&* One hundred and seventeen patients (36%) were~G#id benefited
from “watch and wait” strategy, radiotherapy or iommotherapy. Two hundred and four

patients (64%) presented GELF+ criteria and 132q/Eeceived immuno-chemotherapy.
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FIGURE 5. FLOW CHART OF THE STUDY COHORT, FISH RE$8 AND THERAPEUTIC
STRATEGIES. Abbreviations: R: rituximab; CHOP: cptlosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisoB&nda:
bendamustine; DHAOX: dexamethasone cytarabine miatili; CVP: cyclophosphamide, vincristine, predmsp CD:
cyclophosphamide dexamethasone.
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Cytogenetic characteristics of the retrospective gmulation:

Of those 321 patients, 86% presented a t(14;18)ovling to conventional karyotype

results, 62 (19%) were assigned to 8gAlt and 25P4)8to No8gAlt. The 8qgAlt group

presented significantly more complex karyotype watmedian of 8 cytogenetic alterations
versus 4 in No8gAlt (p<0.001). Other patients’ eederistics were not significantly different
including incidence of t(14;18) (Table 2). Considgronly GELF+ patients treated with

immuno-chemotherapy, the 8qALt group also presentece complex karyotype but others

cohort characteristics were balanced in both gr¢tipble 3).

Ratio H/F

Median age, years (range)

NA

t(14;18)
Median number of karyotype

alterations, number (range)

Immuno-chemotherapy regimer

- maintenance

ECOG 0-2
ECOG 3-4

1.2 1.4 0.75 1.2 5.0
59 (29-95) 60 (24-90) 30. | 58(24-85) 76 (65-88)
245 (95) 57 (92) 42 (93) 4 (67)
2(1) 2 (3) 0 (0) 2 (33)
12 (4) 3 (5) 3(7) 0

228 (88)

6 (0-21)

132 (51)
54 (21)

49 (79)

35 (57)
19 (31)

8 (3-20) <0.001

0.09

0.11

34 (75)

8 (4-20)

25 (56)
12 (27)

5(83)

8 (4-10)

4 (67)
2 (33)

Others 36 (14) 1(2)

Abstention 63 (24) 17 (24) 13 (29) 2 (33)
Radiotherapy 15 (6) 23) 1(2) 0
Rituximab only 13 (5) 7 (11) 6 (13) 0

0.20
<0.001

1.0

1.0

TABLE 2. SUMMARY OF CLINICAL AND CYTOGENETICS CHERERISTICS OF THE PATIENTS

WITH AND WITHOUT 8gAlt AND SUBGROUPS.



Thirty-five patients (56%) in 8gAlt and 132 patierf51%) in No8gAlt (p=0.09) were

treated by immuno-chemotherapy as frontline stsa{@gble 2).

Ratio H/F
Median age, years (range)

RCHORP like regimen
RminiCHOP like regimen

11

59 (29-86)

99 (75)
33 (25)

0.6
61 (43-90)

25 (71)
10 (29)

0.5
0p

1.5
61 (44-77)

19 (76)
6 (24)

3.0
74 (65-80)

ECOG 0-2 130 (98) 34 (97) 25 (100) 3 (75)

ECOG 3-4 2(2) 1(3) 0 (0) 1 (25)

t(14 ;18) 123 (93) 32 (91) 0.7 22 (88) 4 (100) 1.0
Median number of karyotype

alterations, number (range) 4 (0-20) 8 (3-17) 0.006 8 (3-17) 8 (4-10) 1.0

3 (75)
1 (25)

1.0
0.008

Progression/relapse within
the first 24 months after
first-line treatment initiation

32 (24)

9 (26)

0.8

5(20)

FLIPI 0-1 17 (13) 2 (6) 2(8) 0 (0)

FLIPI 2-3 95 (72) 23 (66) 19 (76) 1(25)

FLIP| 4-5 20 (15) 10 (29) 4 (16) 3 (75)
|amnAworstagng | 1o |[ 10 |

I-11 13 (10) 3(9) 3(12) 0 (0)

1-1V 119 (90) 32 (91) 22 (88) 4 (100)

Hb<120g/L 23 (17) 8 (23) 0.5 3(12) 2 (50) 0.1

LDH>N 40 (30) 16 (46) 0.2 10 (40) 3(75) 0.3

Number of adenopathies4 86 (65) 27 (717) 0.2 17 (68) 4 (100) 0.5

Bulky 33 (25) 12 (34) 0.3 9 (36) 1(25) 1

Beta 2 microglobulin 52 (39) 17 (49) 0.5 8 (32) Q)L 0.05

2(50)

0.2

TABLE 3. SUMMARY OF CLINICAL AND CYTOGENETICS CHERERISTICS OF THE PATIENTS
WITH GELF CRITERIA TREATED WITH IMMUNO-CHEMOTHERAPRCHOP like regimen included
RCHOP, Rbenda, RDHAOX and others. RminiCHOP likewmegiincluded RminiCHOP, RCVP, RCD. Abbreviations: MYC
EC: MYC extra-copy; MYC-R: MYC rearrangement; GELFatignts without GELF criteria; R: Rituximab; CHOP:
cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednis; benda: Bendamustine; DHAOX: cytarabine, dexhasone,
oxaliplatine; CVP: cyclophosphamide, vincristineg@nisone; CD: Cyclophosphamide, dexamethasone; Hibogkbin;
LDH: Lactate dehydrogenase; NA: not available.
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Of the 62 8qgAlt patients, 51 (82%) patients hadilalsle FISH data and 45 cases
(72%) exhibitedMYGEC (Figures 6A and 6B) versus 6 (10MYCR (Figures 7A, 7B, 7C
and 7D). Patients’ characteristics are summarizgulel2.MYCGR patients were significantly
older with a median age of 76 versus 58yearsVf¥IC-EC patients (p<0.001) and 2 patients
(33%) presented an ECGG versus 0% ilMYGEC group (p=0.026). Considering patients
treated with immuno-chemotherapgylY GR patients were significantly older with a median
age of 74 versus 6lyears fofY GEC patients (p=0.008), had higher FLIPI stage \@itth
(75%) patients stage 4-5 versus 4/25 (16%MMCEC patients (p=0.05) and elevaté?in
in all cases (100%) versus 35% MYCGEC patients (p=0.05) (Table 3). Other clinical and

biological factors were balanced between each group
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FIGUREG6A. EXEMPLES D’ALTERATIONS CYTOGENETIQUES IDENTESEPAR CARYOTYPE ET FISH
AU SEIN DE CA MYC-EC.
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ConsideringMYGR cases, translocation partner MiYC consists inlIGH/IGL in 2
cases and non-IG partners in others cases (TabMo$) of the cases were GELF+ (5/6) but
only 4/6 received R-CHOP like regimens, as one caseived palliative care because of
several comorbidities and another patient had aréble outcome relative to an indolent
presentation. He benefited from “watch and waitatstgy and presented treatment criteria 19
months later and beneficiated from R-CHOP regiméh maintenance with the obtention of
a persistent CR at 92 months. One patient presentieohsformation into acute lymphoblastic
leukemia like (ALL-like) 2 months after treatmenitiation and was refractory to therapeutic
strategies, resulting in death few months lateroTeases presented transformations into
DLBCL but benefited from adapted treatment andeakd complete remission with a follow
up of respectively 17 and 80 months. The last cakgpsed 39 months after diagnosis. A
transformation was suspected but histological cordtion was not performed because of his
advanced age (80-year-old) and the presence ofadexmnorbidities. He received supportive

care and died few weeks later
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DXORUBICIN, VINCRISTINE, PREDNISONE ; COP: CYCLOPH®AMIDE,

DOXORUBICIN,

PREDNISNE; HB
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Impact of numerical and structural aberrations of MYC on histopathological MYC
expression

Morphological and immunochemistry were revieweddtb®8 available biopsies in our
center. Twenty-three were interpretable for c-MYi@riunostaining. Of those, 14 had no 8q

alterations (Figure 8) and 9 had 8q alterationa® ho FISH datas availableMeY GEC and 1

o |
BT e L
v > (1 L -‘I 1&-:\

FIGURE 8. REPRESENTATIVE HISTOLOGY AND IMMUNOHISTOCHENR$TOF FOLLICULAR
LYMPHOMA.FL patient with MYC-NL (A-D), FL patient with MYC-E (E-F) and FL patient with MYC-R
MYGR (Table 5).

The median MYC IHC-scores were not significantlifetient for 8gAlt and No8gAlt
(p=0.0802). No8gAlt group did not express c-MY Gnmmunohistochemistry with median
expression of 2 %. Considering 8gAlt group, theesasithout available FISH datas and
MYGEC also didn’t express MYC in immunochemistry watimedian expression of 5%.
However, we analyzed oMd@YGR case of whom 50% of FL cells were positivesNidfC

immunostaining. Interestingl)YGR in this case involved a nd@ partner (9p13). It is

surprising because the quantityM¥ C mRNA and protein is usually described lower than
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IG-partner. As we had no available biopsies for @MY CR, those datas cannot be

confirmed (Table 5).

Median MYC
Expression IHC

(%) S 5 50 2

TABLE 5. MYC EXPRESSION WITH IMMUNOHISTOCHEMISTRMrphological and immunochemistry
were reviewed for all available biopsies in our centt least 48 biopsy SPECIMENS were reviewed. 23 laspsere
interpretable for c-MYC immunostaining. 14 had noaigration and 9 had a 8q alteration: 3 had no Rl8atas available,
5 had MYC gain and 1 had MYC rearrangement. Biopggimens were immunostained with antibodies direatgnst c-

MYC (Clone Y69, Roche). A cut off > 30% was useddsitige MYC expression by immunohistochemistry. ébations:
IHC: immunohistochemistry

Prognostic impact of cytogenetic alterations on péants treated with immuno-
chemotherapy:
Median follow up was 7.2 years. Five-years (5y) PBS, SOS and TFS of the whole

GELF+ group were respectively 63% (95% CI [55%; T1%5% (95% CI [80%; 91%)]),
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FIGURE 9.KAPLAN-MEIER CURVES OF THE WHOLE MEIER CURVES OFEWHOLE COHORT.
PROGRESSION FREE SVIVAL (A), OS (B), SOS (C) AND TFS (D).
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92% (95% CI [88%; 96%)]) and 94% (95% CI [90%; 98%]igure 9).

Univariate analysis showed significant differenbesween 8gAlt and No8gAlt regarding
long-term SOS survival (p=0.018), (HR 3.0 ; 95%[CPR-7.7], Figure 10C). The 5ySOS was
respectively of 79 % (95% CI [64%; 96%]) and 95%9%® CI [91%; 99%]). We did not
observe any significant differences regarding P& 08) with a 5yPFS of 64% (95% CI
[56%; 73%]) and 56 % (95% CI [40%; 78%] respectm@ligure 10A) but 8gAlt experienced
more transformations than No8gAlt (p=0.0015) (FegLOE).

We then focused on the impact Y GEC andMYCR prognostic impact. Univariate
analysis revealed differences in outcome betweerCNEC, MYCR andMYCGNL regarding
long-term PFS (p=0.00026), SOS (p=0.00014) and (p8.0001) (Figure 10B, D, F). These
differences were related tdYGR with an increased risk of relapse compare®1C-NL
(PFS HR : 6.1 ; 95% CI [2.2-17.1]), lymphoma-rethtieath (SOS HR : 13.6 ; 95% CI [2,9-
65]) and transformation (TFS HR : 82.7 ; 95% CI.8t463.4]). Conversely, we did not
observed any impact oaflYGEC compared t&1YGNL (PFS HR : 1.3 ; 95% CI [0.4-1.6];

SOS HR : 1,6 ; 95% CI [0,4-5,7]; TFS HR : 3.8 ; 96%40.9-16.1]).

This trend suggesting an unfavorable impactVdfCR was illustrated by 2yPFS and
2ySOS of respectively 50% (95% CI [18%; 100%]) artbo (95% CI [43%; 100%])
compared to 83% (95% CI [70; 99%] and 100% (95%410D-100] forMYGEC and 76%
(95% CI [69%; 84%] and 97% (95% IC [94; 99] #diY C-NL. In theMYGCR group, all deaths
were related to lymphoma compared to 40% in MYC-&@ MYC-NL. Our results also
suggested an increased risk of transformation irOMY. Indeed, we observed a lower 2yTFS
for MYC-R than MYC-NL and MYC-EC with respectiveB0% (95% CI [19%; 100%]) and

98% (95% CI [95%; 100%)]).
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Progression Free Survival
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FIGURE 10. KAPLAN-MEIER CURVES STRATIFIED BY KARY@&I®ROUP AND FISH GROURComparison of PFS
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Validation Cohort:

To confirm that presence MYCEC at diagnosis do not have any impact on PFS or
SOS in FL, we confronted those results to an inddget prospective cohort of 156 patients
from the PRIMA trial. In this study, clinical chataristics were similar to patients from the
whole PRIMA study”"*> Median follow-up was 6.6 years and the clinidemcteristics were
similar betweeMYCGEC and ndMYGEC (Table 6). Twenty patients (13%) helY GEC of
whom 8 (5%) were cryptic and 136 (87%) hadwéC-EC.

As expectedMYGEC had no impact on PFS (p=0.86) or the SOS (p=8.9he
PRIMA cohort (Figure 11). Multivariate analysis éomed the absence of significant
association betweelYGEC andMYGNL both in term of PFS (HR: 0.99; 95% CI [0.47,

1.89]; p=0.9) and SOS (HR: <0.001; 95% Cb;f-o0]; p>0.9).

ratio H/F 1.0 1.0
Age (median (years)) 59.5 (33-74) 53.5 (27-79)

ECOG 0-2 20 (100) 136 (100)

ECOG 3-4 4 0 (0)
[fLPt 7 [

FLIPI 0-1 2 (10) 24 (18)

FLIPI 2-3 14 (70) 86 (63)

FLIPI 4-5 4 (20) 26 (19)

-1 3 (15) 11 (8)

"-1v 17 (85) 125 (92)

Hb < 120g/dL 4 (20) 32 (24)

Elevated LDH 11 (55) 42* (31)

Beta 2 microglobulin >ULN 13 (65) 81* (62)

Bulky 7 (35) 60* (45)

BM involvement 7* (35) 90* (67)
Inductionregimen [ [

RCHOP 19 (95) 128 (94)

RCVP 1(5) 8 (6)
|Maintenance regimen | |

Observation 11 (55) 73 (53)

Rituximab 7 (35) 53 (39)

Not randomized 2 (10) 10 (7)

TABLE 6. SUMMARY OF CLINICAL CHARACTERISTICS OF TREIMA COHORT OF PATIENTS.
* MISSING DATA. Abbreviations: MYC-EC: MYC extra-copy; R: Rituxim&@HOP: cyclophosphamide, doxorubicin,
vincristine, prednisone; CVP: cyclophosphamidegcristine, prednisone; Hb: hemoglobin; LDH: Lactadehydrogenase;

BM: Bone marrow; NA: not available
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A Progression Free Survival
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ANALYSIS PREDICTED BY MYC-EC AMONG PATIENTS OF MREMA TRIAL WITH AVAILABLE
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DISCUSSION

MY C alterations are well described in DLBCL or BL Ibir prognostic impact in FL
is unclear. In this study, we explore the progmostipact of 8gAlt and especialMYCGEC
andMYGR in de novoFL patients with GELF criteria treated by immurteemotherapy. To
our knowledge, this is the largest series studiMyC alterations in classical FL.

We first observed that the presence of 8gAlt haigjaificant impact in SOS but not in
PFS. This discrepancy may be explained by an isegkaisk of transformation, associated
with poorer prognosis, as we show that 8gAlt grquesented an increased rate of
transformation that may be translated into lymphometated deatfié In FL, BCL2
rearrangement have been described as an early lewigity C alterations, driven by genomic
instability might be key events for lymphoma praggien or transformatidi®®® Here, we
first confirmed thaMY Calterations are rare events associated with marglex karyotypes.
No other differences between the two groups allowgulanation of this impact on outcome.
This observation prompted us to study the speirffgact ofMYCGEC andMYGR.

Disease presentation and prognosis were similavdegtMYCGEC andMYCGNL FL
in our study. The results obtained from the PRIM#hart confirmed thaMYCGEC was
neither associated with the presence of unfavordhtdors at diagnosis nor survival
differences in FL patients. Publications studyMyCEC prognostic impact in B-NHL have
shown controversial results. The absence of surinyaact ofMYGEC was recently reported
in a cohort of 88 MCL cases (HR: 2.4; 95% CI [0.68223]; p=0.Z and another work
showed thaMYG-Amp, but notMYGEC, is associated with a poorer outcome in DLECL
In CLL, Chapiro et af® have shown that 8924 gain was associated withehigisk of
transformation with an increased risk in case afcomitant 17p alteration. Finally, in FL a

recent study showed a trend to worse outcome ia cB81YCGEC but those results must be
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discussed carefully as it reported only 12 FL casesiding grade 3b FL (5/1%) Our results
demonstrate the absence of clinical impacMMGEC, in accordance with recent published
studies about MCL and DLBCL. Nonetheless, we camaolress the question BFYGAmMp
because of the scarcity of this event in FL (1 ¢asmur cohort).

MYGR are rare in untransformed £12° but these events may be underestimated because
of intrapatient tumoral heterogenéityHere we identified 6 patients witilYGR and, in
accordance with others publications, we pointedtbatMYCR FL patients are older with
higher tumor burden. Despite this limited populatiour study is the only one comparing
MYGCR to nonMYGR FL patients treated similarly. Previous repdrése suggested that
MYCGR FL are more aggressive diseases than classitalwi#h a higher risk of
transformatiofi "% Miao et al’*, reported a review of literature and a cohort pifients of
whom 4 were treated with intensive regimen and ssggl thaMYCR FL are associated
with poor prognosis. In this study, none of theigras treated intensively relapsed, while
patients treated with RCHOP failed to reach a ceteplresponse. Conversely, despite a
limited follow-up time, heterogeneous therapeutiategies and the absence of comparison to

FL cases withouMYGR, Miyaokaet al’®

proposed thaMYCGR FL are associated with an
indolent behaviour. Taken together, these workselsas a recent review of literat(fdoth
suggest that there could be an interest in using mméensive regimens such as R-EPOCH for
MYGCR FL patients. Further studies should focus oal#shing theMYCGR FL prognostic
impact according to treatment strategies to confimether they could represent good
candidates for intensified or targeted straté§ies

Interestingly, we highlighted a trend to a dramatizerse prognosis MYCR regardless
of MYC partner gene. Thus, we observed an increasedofistansformation in the 8gAlt

group associated with a lower 5y-SOS, which isargeér observed when focusingMy G

EC group. Conversely, our results suggest tMMCR may have a strong impact on
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transformation risk and thus in lymphoma-relatechtde due to the adverse outcome
associated to transformatfénAltogether, these results strongly suggest M#C-R FL are
associated with an unfavorable outcome.

It has been described tHdlY GR but notMYGEC induce MYC overexpression at mRNA
and proteic levels througlGH/L enhancer hijacking®’. This overexpression has a strong
impact in terms of lymphomagenesis and aggresssgetieough MYC oncogenic activity.
Thus, the exclusive prognostic impactMYCGR FL could be explained by the absence of
MYC overexpression in case bfY GEC. Moreover, Copie-Bergman et*ateported that the
unfavorable prognosis impact dYGR is restricted to translocations involving an
immunoglobulin gene partnelGH or IGL/K) in DH/TH DLBCL. In FL, the impact oMYC
partner gene remains an open question and we sutpgeshis point should be explored by
future studies.

Double-hit lymphomas are defined as mature B-NHIthwa chromosomal breakpoint
affecting theMYC locus combined with an oncogene rearrangeffard the last WHO
classification recognized an entity as “HGBCL wiiYC and BCL2 and/or BCL6
rearrangements”. HGBCL are aggressive, resistanbtwentional chemotherapy, associated
with poor prognosis and belong mostly to GCB subtyp®YGR FL do not fulfill these
criteria, nevertheless, it appears from previousiwand our study thalYGR FL may share
more similarities with DLBCL than classical FL. éméestingly, Cucco et Hlrecently showed
that HGBCL with MYC/BCL2 rearrangements share a omn mutational pattern with FL.
The authors suggest that these results bring esédethatMYC/BCL2R HGBCL probably
arise from previously undetected FL lesions. Is thork, MYC/BCL2R HGBCL frequently
exhibit an aggressive phenotype associated witlavamnéble prognosis. MoreoveMYC

mutations enhancing its stability and transformaagpacity were enriched in this subtype.
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Thus, MYC-R FL may represent an intermediary shetieveen FL and HGBCL and it should
be particularly relevant to investigate aM¥ C mutational events iIMYGR FL.

Some limitations of the current study should beedawith a limited sample size in the
MYGCR subgroup and the retrospective nature of thuslystDespite these limitations, we
think that our observations strengthen the intefestlarger studies focusing oMYCGR

prognostic impact in grade 1-3a FL.

In conclusion, our results reveal that 8qAlt bat MY C-EC is a negative prognosis factor
in FL patients treated by immuno-chemotherapy. \Mggest thaMYCGR FL tended to be
associated with an increased risk of transforma#ind a dramatically poorer outcome and
that conventional cytogenetic may constitute a wistiol to identify a small population of

high-risk FL patients.
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CONCLUSION

THESE SOUTENUE PAR : Lucile, Emilie, Anne BUSSOT

TITRE : IMPACT DES ALTERATIONS GENIQUES DE MYC DANS LES LYMHOMES
FOLLICULAIRES AU DIAGNOSTIC
CONCLUSION :

Le lymphome folliculaire (LF) est un lymphome malin fréquent et présente un
comportement classiquement indolent. L’évolution clinique reste hétérogéne et certains patients
présentent des rechutes précoces et des transformations en lymphome de haut grade de trés
mauvais pronostic. L’un des enjeux de cette pathologie est d’identifier dés le diagnostic des
facteurs de risques prédictifs de cette évolution.

De ce fait, nous avons exploré ’impact pronostique des altérations géniques de MYC qui
sont rares dans cette pathologie. Notre étude a démontré que les gains de MYC ne sont pas
associés a un pronostic défavorable et cette hypothese a secondairement ét¢ validée dans une
cohorte prospective indépendante. Enfin, nous avons mis en évidence que les lymphomes
folliculaires avec réarrangement de MYC semblent étre des pathologies plus agressives avec un
pronostic sombre et un risque augmenté de transformation en lymphome de haut grade.

Cette étude suggére la mise en évidence d’un sous-groupe de lymphome folliculaire de
particuliérement mauvais pronostic clinique et justifie la réalisation d’une étude de plus grande

ampleur afin de pouvoir confirmer cette tendance.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER
Grenoble,le: % /0 Lf/’lal 4

LE PRESIDENT DE LA THESE

Pr. Patrice MORAND Pr. Sophie PARK
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ABSTRACT

Follicular lymphoma (FL) withMYGRearrangementsMYGR) and MYCExtra Copies
(MYCGEC) are rare and their prognosis impact are uaiceriVe conducted a retrospective
study including 321 FL, 259 (81%) patients had m@24 alterations and 62 (19%) were
assigned to 8gAlt. Forty-five cases were classitsdMYGEC and 6 asMYCGR. MYGR
patients were significantly older (p=0.008), hadjh@r FLIPI stage (p=0.05) anfm
(p=0.05). Considering patients treated with immehemotherapy, 4 presented a MYC-R
and 25 a MYC-EC. Univariate analysis showed theabs of significant difference between
MYCG-EC andMYGNL regarding PFS (HR : 1.3 ; 95% CI [0.4-1.6]) &®0S (HR : 1,6 ; 95%
Cl1 [0,4-5,7]). Those results were confronted tcadadbm the PRIMA trial. It confirmed that
MY C-EC had no impact on PFS (p=0.86) or SOS (p=0.0hv€rselyMYCR was associated
with a trend to inferor outcome regarding PFS (HRL ; 95% CI [2.2-17.1] ; p=0.00026),
lymphoma-related death (SOS HR : 13.6 ; 95% CI-88P; p=0.00014) and risk of
transformation (TFS HR : 82.7 ; 95% CI [14.8-463,4J<0.0001). In conclusioMYGEC
has no prognosis impact in FL bty GR FL tended to be associated with an increaséd ris

of transformation and poorer outcome.
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INTRODUCTION

Follicular lymphoma (FL) is the second most comnsubtype of non-Hodgkin

lymphoma in Western countries, accounting for dmeltof adult lymphoma in France(1).

While most FL cases exhibit an indolent behavimutcomes after first-line treatment
remain heterogeneous and some patients will experidisease progression upon treatment
or early relapse(2,3). Along the natural historyFaf, 25-35% of the patients will present
transformation into high grade lymphomas(4) butgpastic scores failed to accurately
predict their occurrence(5-7).

About 80-90% of FL cases harbor the t(14;18)(q32)gBanslocation placin@CL2
gene upon control of immunoglobulin heavy chain eggéocus [GH). This translocation
results in BCL2 overexpression promoting the egithase of lymphomagenesis. However,
data from mouse models and clinical studies showed IGH-BCL2 translocation is
insufficient for FL development and that secondgeyetic alterations are necessary(8,9). In
this setting, conventional cytogenetic and molecstadies have shown that t(14;18) is rarely
an isolated genetic event in FL which display ehihdggree of genomic complexity(7). Some
recurrent cytogenetic alterations, such as 17ptidaleand trisomy 12, were historically
associated with adverse prognosis(10,11) but thewmgnostic value remain poorly
characterized in the immuno-chemotherapy era.

MYC is a human proto-oncogene located on chromosoni&4 8gncoding a
transcription factor regulating both transcriptiamnd translation of numerous genes involved
in multiple processes such as biosynthesis, mataba@nd growth(12MY C alterations, such
as rearrangementMYGR) or extra-copy NIYGEC), have been studied extensively in
lymphomas. The association of a MYCvirth a BCL2 and/orBCL6 rearrangement is now

recognized by the World Health Organization (WH®@ssification as a part of “High grade
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B-cell lymphoma” (HGBCL)(13). These lymphomas, redel as double- or triple-hit
lymphoma (DH/THL), are known to be aggressive aggistant to conventional strategies. In
indolent B-NHL,MY C alterations are suspected to be late events an@-MYvere linked to a
more aggressive behaviour(14) or transformationm agigressive lymphomas(15-17).

Literature analysis reveals co-occurrenceB@fL2 and MYC translocation in 2% of
untransformed FL cases(18) and it has been propgbs¢dYC-R FL may represent a more
aggressive subtype. This finding remains controgkisecause published data are based
either on case reports, small or heterogeneousrisolecluding transformed FL(19-22).
Regarding otheMY C alterations, a recent work highlighted the negafivognostic impact of
MY C amplification MYCG-Amp, defined by at least 4 gene copies), in DLBZ3)(but the
impact of MYGEC remains debated(24-26). In other B-NHUYGEC has not been
characterized extensively, especially in FL(10,IZ3,Zhus, a better understanding ¥ C
alterations impact on FL prognosis is needed.

Here, we conducted a retrospective study investighY C alterations irde novoFL
and their clinical impact on patients treated withmuno-chemotherapy. Secondly, we
addressed the question of the impacMXGEC in a subgroup of patients from the PRIMA

trial(28) in order to validate our results in adépendent cohort.
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METHODS

Patients

We conducted a retrospective study of patients widtgnosis ofde novoFL with
available conventional cytogenetic data from Jayp@801 and January 2020 in the following
hospitals: Grenoble Alpes University Hospital, Lyldospices Civils and University, Annecy
Genevois Hospital, Bourg-en-Bresse Hospital, Damilellard Institute and Léon Berard
Center. Institutional multidisciplinary meetingsditsated to lymphoma diagnosis (biologist,
clinician, pathologist) reviewed all the cases.

Inclusion criteria were age over 18 years, avdibiif cytogenetic datadiagnosis of
de novograde 1/2 or 3a FL confirmed by an expert centdfMPHOPATH network)(1).
Exclusion criteria were absence of clinical andldgaal data at diagnosis, stage 3b or
histological transformation and immunodeficiencgasated lymphoma.

The GELF (Groupe d'Etude des Lymphomes Follicutireriteria were defined as
previously published by the presence of bulky disegne lesiorz7cm or three nodes3
cm), symptomatic splenic enlargement; organ conspras pleural or peritoneal effusion;
raised serum concentrations of lactate dehydroge(hd®H) orp2-microglobulin 2m); or B
symptoms(29). For survival analysis, we focused>@ilF+ patients at diagnosis and treated

with immuno-chemotherapy.

79



Cytogenetic analyses and Fluorescenae situ hybridization (FISH):

Conventional chromosomal analysis was performedReror G-banded metaphase
cells prepared from cell suspension from tissu@dycspecimen (n=314), blood (n=2), bone
marrow (n=2), spleen (n=1), pleural liquid (n=1) ascitis liquid (n=1). Karyotypes were
classified according to the International SystemHaman Cytogenetic Nomenclature (2016).

FISH analyses were performed in case of suspedeatt&ations affecting thelYC
locus on cytogenetic pellet using standamdsitu hybridization protocols with the following
probes: LSI MYC break apart, LSI IGH/MYC/CEP 8 Tolor dual fusion, LSI IGH/BCL2
dual fusion and LSI BCL6 break apart (Vysis, Abblatboratories Ltd, UK). All the cases
were studied on metaphase and interphase nucleiavieast 10 metaphases and 200 nuclei,
respectively. The cut-off for positive values we&% for MYC probe, 1% for
IGH/MYC/CEPS8 probe, 3% for BCL6 probe and 1% foHBCL2 probe.

We defined 8gAlt group, constituted with cases v8tR4 alteration, and No8qgAlt
group, defined as all cases without any 8924 ditearaBased on FISH results, 8gAlt group
was divided into 2 subgroupdYGEC andMYCR. Cases with missing FISH results were
excluded from subgroup analysis. Control group w@sstituted from No8gAlt group and

defined asMYGNL in this analysis.

Validation cohort: PRIMA cohort:

Fresh-Frozen tissue tumor (FFT) biopsies were pbthifrom FL patients at diagnosis
participating in the phase Il randomized PRIMAatriNCT00140582). In this cohort,
cytogenetic data have not been collected but Aftym€ytoscan HD DNA Arrays analyses
allowing study of MYC-EC were perfomed.

Cytoscan DNA analysis was performed using extraBiids from FFT tumor biopsies.

Those data were processed with rawcopy V1.0(3@ydaduce B-allele Frequency (BAF) and
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Log R ratio (LRR) values from individual probes.€elbhRR and BAF profiles were then
analyzed using ASCAT (v. 2.4)(31) for joint segnagimn and ploidy and purity estimation.
Absolute copy number calls for each segment wesa therived using the estimated purity
and ploidy and the LRR signal. The "neutral” copyniber for a given tumor was defined as
the most frequent one across the genome, and gathdeletions were defined as deviations
from this neutral state. THRIYC gene was considered as altered (gain or ampldicpif

75% or more of the probes mapping to the MYC logase assigned an extra-copy status.

Statistical analysis:

Patients’ characteristics of the whole cohort weoenpared across the No8qAlt,
8gAlt, MYCGNL, MYCGEC andMYGR using Fisher’s exact test, whereas t test wad &
continuous parameters.

Survival analysis were performed in the GELF+ growpated with immuno-
chemotherapy using the Kaplan-Meier method and emetpby log rank test. Progression
Free Survival (PFS) and Overall Survival (OS) weeéined according to IWG(32). Specific-
overall Survival (SOS) was defined considering omynphoma related deaths and
Transformation Free Survival (TFS) from time of ghasis to proven transformation.
Multivariate analyses were conducted using Cox rhdskatistical analyses were performed

using the RStudio software, version 3.6.1. A p-gat0.05 was considered significant.
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RESULTS:
Clinical characteristics of the retrospective popudtion:

We collected data from all consecutive patientstmgehe inclusion criteria (n=321).
Number of patients and reasons for withdrawal axdusion criteria are presented in the
flow chart (Figure 1). Clinical characteristics fl@& 1) and outcome (Supplementary data)
were similar to published data(33). One hundred ssw@nteen patients (36%) were GELF-
and benefited from “watch and wait” strategy, réldévapy or immunotherapy. Two hundred
and four patients (64%) presented GELF+ criteria d&32 (41%) received immuno-

chemotherapy.

Cytogenetic characteristics of the retrospective gaulation:

Of those 321 patients, 86% presented a t(14;18)orking to conventional karyotype
results, 62 (19%) were assigned to 8gAlt and 258)8to No8gAlt. The 8gAlt group
presented significantly more complex karyotype vatimedian of 8 cytogenetic alterations
versus 4 in No8gAlt (p<0.001). Other patients’ euderistics were not significantly different
including incidence of t(14;18) (Table 1). Considgronly GELF+ patients treated with
immuno-chemotherapy, the 8gALt group also presentedce complex karyotype but others
cohort characteristics were balanced in both gr¢tipble 2).

Thirty-five patients (56%) in 8gAlt and 132 patierfb1%) in No8gAlt (p=0.09) were
treated by immuno-chemotherapy as frontline stsa(@gble 2).

Of the 62 8qgAlt patients, 51 (82%) patients hadilakbke FISH data and 45 cases
(72%) exhibitedMYGEC versus 6 (10%MYCR. Patients’ characteristics are summarized
Table 1.MYGR patients were significantly older with a medage of 76 versus 58years for
MYGEC patients (p<0.001) and 2 patients (33%) preseah ECOG2 versus 0% iMYGC

EC group (p=0.026). Considering patients treateth iimmuno-chemotherapyMYGCR
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patients were significantly older with a median af&4 versus 6lyears fdYGEC patients
(p=0.008), had higher FLIPI stage with 3/4 (75%igvdas stage 4-5 versus 4/25 (16%) for
MYGEC patients (p=0.05) and elevatp@m in all cases (100%) versus 35%NtYCGEC
patients (p=0.05) (Table 2). Other clinical andldgpcal factors were balanced between each
group.

ConsideringMYCR cases, translocation partner MY C consists inlGH/IGL in 2
cases and non-IG partners in others cases (Supplamedable 1). Most of the cases were
GELF+ (5/6) but only 4/6 received R-CHOP like regims, as one case received palliative
care because of several comorbidities and anotitearp had a favorable outcome relative to
an indolent presentation. He benefited from “watnhd wait” strategy and presented
treatment criteria 19 months later and beneficidtech R-CHOP regimen with maintenance
with the obtention of a persistent CR at 92 monfse patient presented a transformation
into acute lymphoblastic leukemia like (ALL-like)rRonths after treatment initiation and was
refractory to therapeutic strategies, resultingléath few months later. Two cases presented
transformations into DLBCL but benefited from adaptireatment and achieved complete
remission with a follow up of respectively 17 an@ gonths. The last case relapsed 39
months after diagnosis. A transformation was susgegut histological confirmation was not
performed because of his advanced age (80-year-ai) the presence of several

comorbidities. He received supportive care and tkadweeks later.

Prognostic impact of cytogenetic alterations on péants treated with immuno-
chemotherapy:

Median follow up was 7.2 years. Five-years (5y) PBS, SOS and TFS of the whole
GELF+ group were respectively 63% (95% CI [55%; T1.985% (95% CI [80%; 91%)]),

92% (95% CI [88%; 96%]) and 94% (95% CI [90%; 98¥gupplementary figure 1).
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Univariate analysis showed significant differenbesween 8gAlt and No8gAlt regarding
long-term SOS survival (p=0.018), (HR 3.0 ; 95%[CPR-7.7], Figure 2C). The 5ySOS was
respectively of 79 % (95% CI [64%; 96%]) and 95%9%® CI [91%; 99%]). We did not
observe any significant differences regarding P& 08) with a 5yPFS of 64% (95% CI
[56%; 73%]) and 56 % (95% CI [40%; 78%] respectvitigure 2A) but 8gAlt experienced
more transformations than No8gAlt (p=0.0015) (Fe&RE).

We then focused on the impact Y GEC andMYCR prognostic impact. Univariate
analysis revealed differences in outcome betweerCNEC, MYCR andMYCGNL regarding
long-term PFS (p=0.00026), SOS (p=0.00014) and (p<8.0001) (Figure 2B, D, F). These
differences were related tdYGR with an increased risk of relapse compare®1C-NL
(PFS HR : 6.1 ; 95% CI [2.2-17.1]), lymphoma-rethtieath (SOS HR : 13.6 ; 95% CI [2,9-
65]) and transformation (TFS HR : 82.7 ; 95% CI.8t463.4]). Conversely, we did not
observed any impact daflYGEC compared t&t1YGNL (PFS HR : 1.3 ; 95% CI [0.4-1.6];

SOS HR : 1,6 ; 95% CI [0,4-5,7]; TFS HR : 3.8 ; 96%40.9-16.1]).

This trend suggesting an unfavorable impactVdfCR was illustrated by 2yPFS and
2ySOS of respectively 50% (95% CI [18%; 100%]) artbo (95% CI [43%; 100%])
compared to 83% (95% CI [70; 99%] and 100% (95%410D-100] forMYGEC and 76%
(95% CI [69%; 84%] and 97% (95% IC [94; 99] #diY C-NL. In theMYGCR group, all deaths
were related to lymphoma compared to 40% in MYC-&@ MYC-NL. Our results also
suggested an increased risk of transformation irOMY. Indeed, we observed a lower 2yTFS
for MYC-R than MYC-NL and MYC-EC with respectiveB0% (95% CI [19%; 100%]) and

98% (95% CI [95%; 100%)]).

Validation Cohort:
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To confirm that presence MYGEC at diagnosis do not have any impact on PFS or

SOS in FL, we confronted those results to an inddget prospective cohort of 156 patients
from the PRIMA trial. In this study, clinical chataristics were similar to patients from the
whole PRIMA study(28). Median follow-up was 6.6 y®and the clinical characteristics
were similar betweeMYCGEC and ndMYGEC (Table 3). Twenty patients (13%) hiskY G
EC of whom 8 (5%) were cryptic and 136 (87%) hadWWeG-EC.

As expectedMYCEC had no impact on PFS (p=0.86) or the SOS (p=30.the PRIMA
cohort (Figure 3). Multivariate analysis confirméte absence of significant association
betweenMYG-EC andMYGNL both in term of PFS (HR: 0.99; 95% CI [0.4789]; p=0.9)

and SOS (HR: <0.001; 95% Cbq=too]; p>0.9).
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DISCUSSION:

MY C alterations are well described in DLBCL or BL Ibhir prognostic impact in FL
is unclear. In this study, we explore the progrmostipact of 8gAlt and especialMYGEC
andMYGR in de novoFL patients with GELF criteria treated by immurtfeemotherapy. To
our knowledge, this is the largest series studiYgC alterations in classical FL.

We first observed that the presence of 8gAlt haigaificant impact in SOS but not in
PFS. This discrepancy may be explained by an isectaisk of transformation, associated
with poorer prognosis, as we show that 8gAlt grqugsented an increased rate of
transformation that may be translated into lymphorakated deaths(34). In FLBCL2
rearrangement have been described as an early lewiEvity C alterations, driven by genomic
instability might be key events for lymphoma pra&gien or transformation(7,16,35). Here,
we first confirmed thatMYC alterations are rare events associated with moreplex
karyotypes. No other differences between the tvougs allowed explanation of this impact
on outcome. This observation prompted us to sthdyspecific impact d1YGEC andMYC
R.

Disease presentation and prognosis were similavdegtMYCGEC andMYCGNL FL
in our study. The results obtained from the PRIM#hart confirmed thaMYGEC was
neither associated with the presence of unfavordbhtdors at diagnosis nor survival
differences in FL patients. Publications studyMyCEC prognostic impact in B-NHL have
shown controversial results. The absence of surinyaact ofMYGEC was recently reported
in a cohort of 88 MCL cases (HR: 2.4; 95% CI [0.68D23]; p=0.2)(14) and another work
showed thatMYCGAmp, but not MYGEC, is associated with a poorer outcome in
DLBCL(23). In CLL, Chapiro et al. have shown that28 gain was associated with higher
risk of transformation with an increased risk ins€aof concomitant 17p alteration(27).

Finally, in FL a recent study showed a trend tosgooutcome in case MYGEC but those
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results must be discussed carefully as it repootdgt 12 FL cases including grade 3b FL
(5/12)(36). Our results demonstrate the absencéirotal impact ofMYGEC, in accordance
with recent published studies about MCL and DLBGlonetheless, we cannot address the
guestion oMY CAmp because of the scarcity of this event in Ficd%e in our cohort).

MYGCR are rare in untransformed FL(20,37) but thesentsv may be underestimated
because of intrapatient tumoral heterogeneity(4xeHve identified 6 patients witldYGR
and, in accordance with others publications, wetedi out thaMYCR FL patients are older
with higher tumor burden. Despite this limited plgtion, our study is the only one
comparingMYGR to non MYGR FL patients treated similarly. Previous reponeve
suggested tha#lYCGR FL are more aggressive diseases than clasdicaitk a higher risk of
transformation(19,20,36). Miaet al, reported a review of literature and a cohort plfients
of whom 4 were treated with intensive regimen amggested tha¥lYGR FL are associated
with poor prognosis. In this study, none of theigras treated intensively relapsed, while
patients treated with RCHOP failed to reach a ceteplresponse. Conversely, despite a
limited follow-up time, heterogeneous therapeutiategies and the absence of comparison to
FL cases withouMYCR, Miyaoka(22)et al proposed thavlYGR FL are associated with an
indolent behaviour. Taken together, these worksels as a recent review of literature(21)
both suggest that there could be an interest ingusore intensive regimens such as R-
EPOCH forMYCGR FL patients. Further studies should focus oal#shing theMYGR FL
prognostic impact according to treatment stratetpesonfirm whether they could represent
good candidates for intensified or targeted stra£88).

Interestingly, we highlighted a trend to a dramatizerse prognosis MYCR regardless
of MYC partner gene. Thus, we observed an increasedofistansformation in the 8gAlt
group associated with a lower 5y-SOS, which isargeér observed when focusingMy G

EC group. Conversely, our results suggest tMMCR may have a strong impact on
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transformation risk and thus in lymphoma-relatechtde due to the adverse outcome
associated to transformation(34). Altogether, theseilts strongly suggest thisfY GR FL
are associated with an unfavorable outcome.

It has been described tHdlY GR but notMYG-EC induce MYC overexpression at mRNA
and proteic levels throudiBGH/L enhancer hijacking(12,26). This overexpressionehsisong
impact in terms of lymphomagenesis and aggresssgetieough MYC oncogenic activity.
Thus, the exclusive prognostic impactMYCGR FL could be explained by the absence of
MYC overexpression in case BfYGEC. Moreover, Copie-Bergman et al.(39) reporteat th
the unfavorable prognosis impact BfYGR is restricted to translocations involving an
immunoglobulin gene partnetGH or IGL/K) in DH/TH DLBCL(39). In FL, the impact of
MY C partner gene remains an open question and we siutge this point should be explored
by future studies.

Double-hit lymphomas are defined as mature B-NHIithva chromosomal breakpoint
affecting theMYC locus combined with an oncogene rearrangemengd@)the last WHO
classification recognized an entity as “HGBCL wiiYC and BCL2 and/or BCL6
rearrangements”. HGBCL are aggressive, resistanbtwentional chemotherapy, associated
with poor prognosis(13) and belong mostly to GCBtgpe(41).MYCR FL do not fulfill
these criteria, nevertheless, it appears from pusvivork(19) and our study thistY GR FL
may share more similarities with DLBCL than class$iEL. Interestingly, Cucco et al(42)
recently showed that HGBCL with MYC/BCL2 rearrangaits share a common mutational
pattern with FL. The authors suggest that theselteebring evidences thaflYC/BCL2R
HGBCL probably arise from previously undetected IEB&ions. In this workMYC/BCL2R
HGBCL frequently exhibit an aggressive phenotypsoamted with unfavorable prognosis.

Moreover,MYC mutations enhancing its stability and transformzagacity were enriched in
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this subtype. Thus, MYC-R FL may represent an megliary state between FL and HGBCL
and it should be patrticularly relevant to invesiggalsoMY C mutational events iMYGR FL.
Some limitations of the current study should beedatith a limited sample size in the
MYGCR subgroup and the retrospective nature of thuslystDespite these limitations, we
think that our observations strengthen the intefestlarger studies focusing oMYCGR

prognostic impact in grade 1-3a FL.

In conclusion, our results reveal that 8qAlt bat MY C-EC is a negative prognosis factor
in FL patients treated by immuno-chemotherapy. \Mggest thaMYCGR FL tended to be
associated with an increased risk of transforma#ind a dramatically poorer outcome and
that conventional cytogenetic may constitute a wistiol to identify a small population of

high-risk FL patients.
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