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ABREVIATIONS

ABC : Lymphocyte B activé

AID : Activation-induced cytidine desaminase
BCR : B-cell receptor

CG : Centre germinatif

CSH : Cellule souche hématopoiétique

COG : Cartographie optique du génome

DLBCL : Lymphome diffuse a grandes cellules B

DLBCL-LT : Lymphome diffuse a grandes cellules B de type jambe

EBV : Virus d’Epstein-Barr

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization
GCB : Cellule B du centre germinatif
GEP : Profil d’expression génique

HAS : Haute autorité de santé

IG : Immunoglobuline

IHC : Immunohistochimie

LAL : Leucémie aigué lymphoblastique
LB : Lymphocyte B

LF : Lymphome folliculaire

LNH : Lymphome non Hodgkinien

LTP : Lymphome testiculaire primaire
LyB : Lymphome de Burkitt

LZM : Lymphome de la zone marginale
MAI : Maladie auto-immune

MMP : Cellules souche multipotente
NF-KB : Nuclear factor-kappa B

NGS : Next Generation Sequencing
PMBCL : Lymphome médiastinal primitif a grandes cellules B
RAG : Recombination-activating genes
SNC : Systeme nerveux central

VIH : Virus de 'immunodéficience humaine
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INTRODUCTION

A. Le lymphome diffus a grandes cellules B
1. Définition
Le lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL) est un type de lymphome non hodgkinien
(LNH) de haut grade, classé parmi les hémopathies malignes. Il se caractérise par une

prolifération diffuse de grandes cellules B, responsable d’infiltrats au sein des ganglions

lymphatiques et détruisant leur architecture physiologique.

2. Epidémiologie
Il s’agit de la forme la plus courante des LNH et représente 30 a 58% des cas (1). De plus, c'est
l'une des formes les plus agressives de lymphome en raison de sa prolifération rapide et
incontrélée des lymphocytes B tumoraux. Selon les estimations de 2018, on estime a 5071 le
nombre de nouveaux cas de DLBCL en France chaque année. Les taux d’incidence standardisés
monde sont de 4,7 pour 100 000 personnes-années chez ’lhomme et de 3,2 pour 100 000
personnes-années chez la femme. L'incidence en Europe est de 3,8 nouveaux cas pour
100 000 habitants par an. Cette incidence augmente avec I'dge avec un age médian au

diagnostic de soixante-dix ans, et une discréte prépondérance masculine (2).

3. Clinique

Les DLBCLs forment un ensemble hétérogéne de sous-types présentant des caractéristiques
cliniques, biologiques et moléculaires distinctes (figure 1). Bien que la majorité de ces
lymphomes soient primitifs, comprenant des entités telles que le lymphome médiastinal
primitif a grandes cellules B, le lymphome primitif des séreuses ou encore le lymphome
intravasculaire a grandes cellules B, ils peuvent également résulter d'une transformation
secondaire d’un LNH indolent tel que le lymphome folliculaire (LF), le lymphome de MALT, le

lymphome de la zone marginale (LZM) splénique ou le lymphome lymphoplasmocytaire.

33



-_/.
A Pryvary ON0 e Nty ('1 WY
artera ! ! « 2R & } 4
= )

5 \ Mrvar vl vl
'y 5 — Prowwe] beepe B oot

yrpterre

4“ '
yoryy be - \ M
\ { } /i
/ Prsrasy gacticviese s
A1 oLl | i Dis
| | S g
.
- |

¥ i
Prrrary arsreces r
. DUBCL. hwg type
-

@ Manly ABC subitype
. Manly GCB ssitype
' Mixed subtype

Figure 1 : Localisations anatomiques et sous-types de DLBCL d’aprés De Groot et al (2022) (3).

Le signe le plus fréquent au début de la maladie est la présence d’adénomégalie(s), car dans
40 % des cas, il s'agit d'une forme localisée (4). Les adénopathies sont rarement douloureuses,
méme lorsqu'elles deviennent volumineuses et apparentes. Elles se situent le plus souvent au
niveau cervical et axillaire, mais peuvent également étre retrouvées au niveau thoracique et
abdominal. Lorsque les ganglions deviennent trop volumineux, ils peuvent entrainer des
troubles liés a leur localisation. Par exemple, une hypertrophie des ganglions lymphatiques au
niveau thoracique ou médiastinal peut provoquer une toux et un essoufflement, tandis qu'une
masse abdominale peut causer des troubles digestifs ou des douleurs dorsales. Parmi les
autres signes cliniques, on retrouve la triade de signes B : perte de poids, fievre associée a une

asthénie et sueurs nocturnes abondantes.

4. Etiologies et facteurs de risques

Les causes des DLBCLs restent inconnues dans la grande majorité des cas. Cependant, des

facteurs de risque susceptibles de favoriser I'apparition de cette maladie ont été identifiés.
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Parmi eux, on retrouve les infections par certains virus, comme le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH), le virus de I'hépatite C ou le virus d’Epstein-Barr (EBV). L'exposition a des
pesticides, bien que controversée, pourrait également jouer un réle. Il semblerait que des
antécédents familiaux de LNH ou de maladies auto-immunes (MAI) puissent également
favoriser la survenue de ce lymphome (5,6). Et enfin, les traitements immunosuppresseurs
utilisés pour le traitement des rejets de greffe d’organe peuvent étre a l'origine d’une
immunodépression favorisant I'apparition de ce type de lymphome (5,6). Il est important de

noter que le lymphome diffus a grandes cellules n’est ni héréditaire ni contagieux (4).

5. Diagnostic anatomopathologique

Le diagnostic repose sur la mise en évidence d’une disparation complete de I'architecture
folliculaire du ganglion associée a une infiltration diffuse par des grandes cellules lymphoides
de phénotype B (CD20+) (figure 2). Ce diagnostic est effectué en anatomopathologie a partir

d’une biopsie ganglionnaire ou d’un échantillon infiltré en cellules tumorales.

Figure 2 : Histologie du lymphome diffus a grandes cellules B d’aprés Bosly et al, 2023 (7).

A : Marquage HES. B : Marquage anti-CD20.

La structure d’un ganglion est notamment composée de follicules secondaires au sein

desquels les lymphocytes B (LB) naifs vont migrer et effectuer leur maturation (figure 3).

35



Ré’ponses Tindépendantes * Pas de celiaies B mémaurs

(polysaccharides, etc.) , He f;:,,"e"a‘,m,&"”"‘“ sk
Py -
-
* %
— o/ Plasmocyte
Lone ;
marginale
min \* Pulpe
. rouge
ol Aff nte " '(l‘g.’
' ameliorée B memoire
o — . ' .
A ¥ ~ | :';
. . Affinite N
v = diminuée \
ol : Apoptose
5 . Plasymocyte a longue
=
5% Zowe b antons dute dave
Y Y
Plasmocyte o courte :: A
durée de vie o - -
ey - {~Farmation de cellules B mémaires |
Réponses T dépendantes oI ; - muties |
(pr_ort_é_mgs_) ! | . :'r !gm qf'f_.mt 7

Figure 3 : Structure d’un ganglion d’apres Weller et al, 2015 (8).

Dans le centre germinatif on distingue la zone sombre, en violet, qui est le siege d’une prolifération avec
expansion oligoclonale des centroblastes et le lieu des mutations somatiques et la zone claire, en jaune,
ou s’effectue la différenciation en centrocytes avec sélection clonale.

CDF : cellules dendritiques folliculaires ; Ig : immunoglobuline ; B CG : cellule B du centre germinatif ; B-
ZM : cellules B de la zone marginale ; TH : T helper ; T FH : T follicular helper.

Des mécanismes physiologiques s’effectuent dans le centre germinatif avec notamment
I’hypermutation somatique par l'activation-induced cytidine desaminase (AID), qui est
responsable des mutations ponctuelles sur les génes codants pour les régions variables des
chaines lourdes et |égeres du B-cell receptor, ou BCR (les génes des immunoglobulines, I1G). Le
but de ce premier mécanisme est la reconnaissance spécifique d’un antigéne (Ag) par le BCR.
On parle de mutation négative si cela aboutit a la formation d’un BCR de faible affinité,
engendrant 'apoptose de la cellule, et de mutation positive si le BCR est de forte affinité,
indispensable a la survie de la cellule. Le deuxieme mécanisme est la commutation, ou
permutation, de classe des IG. Lorsque les centroblastes sortent de cette phase de
prolifération intense, ils deviennent des centrocytes et sont présents dans la zone claire. Ce

centrocyte subira un test d’affinité de son récepteur. Les LB sélectionnés subissent un
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remaniement moléculaire supplémentaire, la commutation de classe ou commutation
isotypique qui permettra I'expression d’un BCR constitué d’autres isotypes que I'lgM et I'lgD
de la cellule naive initiale. L'ensemble de ces étapes de cassures et de recombinaisons de
I’ADN entrainent des modifications de I’ADN qui peuvent concourir a I'’émergence de cellules
lymphomateuses et au développement de lymphomes. La morphologie des cellules et leur
caractéristiques phénotypiques sont des arguments permettant de différencier les types de
lymphomes et dans le cas des DLBCLs, de caractériser la cellule d’origine (COO), GC (cellule B
du centre germinatif), non-GC, ABC (cellule B activée).

En effet, les entités anatomopathologiques distinguent a la fois des sous-types cytologiques :
centroblastique, immunoblastique, ALK+, séreuses, intra-vasculaires; et des sous-types
immunohistochimiques en corrélation avec le profil d’expression génique (GEP) des cellules
tumorales déterminé selon des algorithmes immunohistochimiques (IHC) tels que ceux de
Visco-Young, Choi, Muris, Nyman et Tally (9,10). En routine I'algorithme le plus utilisé est celui
de Hans, basé sur I'expression des marqueurs CD10, BCL6 et MUM1, avec un seuil de positivité

de 30% (11) (figure 4).

Non-GCB

/
. / GCB +
MUM!1

"™~ B GCB
Ty Non-GCB

Figure 4 : Algorithme de Hans pour la classification du DLBCL d’apres Rutherford et al, 2018 (12).

D’autres marqueurs immunohistochimiques sont généralement recherchés au diagnostic, tels

que BCL6, BCL2, C-MYC, le KI67.

6. Diagnostic biologique

Au laboratoire d’hématologie, des prélevements de moelle osseuse ou de sang peuvent étre

adressés dans le cadre d’explorations complémentaires (recherche d’infiltration médullaire
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par exemple) ou dans le cadre du diagnostic lorsque des cytopénies sont a l'origine de la
consultation du patient aupres d’un hématologue. Une infiltration médullaire par des cellules
lymphomateuses est observée dans 10 a 25 % des cas. Cependant, la morphologie de ces
cellules differe souvent de celle retrouvée dans la biopsie ganglionnaire. On y observe de
grandes cellules, dont le noyau est au moins deux fois plus volumineux que celui d’un
lymphocyte normal. La présence de cellules circulantes dans le sang peut aussi étre détectée,

bien que la dissémination par voie sanguine reste rare (figure 5).
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Figure 5 : Aspect cytologie du DLBCL.

A : Localisation médullaire du DLBCL. Il peut s'agir d'une atteinte de bas ou haut grade. Il arrive que le
DLBCL affecte exclusivement la moelle osseuse : on parle alors de DLBCL primitif de la moelle osseuse
(13). B : Dissémination sanguine d’un DLBCL avec mise en évidence des grandes cellules B par des
fleches noires (14).

7. Examens d'imagerie

Une radiographie thoracique associée a un scanner corps entier sont effectués dans le cadre
du diagnostic puis du suivi clinique. La tomographie par émission de positons (TEP-scan) est
également utilisée pour identifier tous les foyers actifs de la maladie.

Les patients atteints de DLBCL se voient attribuer un stade anatomique a l'aide de la
classification d'Ann Arbor, systeme de stratification largement utilisé dans les LNH et
développé en 1971 puis modifié en 1989 (15,16) (figure 6). Bien qu'il s'agisse principalement
d'un systeme de hiérarchisation anatomique, les stades d'Ann Arbor sont modifiés par la
présence ou l'absence de symptomes systémiques (17). L'atteinte de la moelle osseuse par le

DLBCL indique notamment une maladie de stade IV.
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Tableau |

Classification d’Ann Arbor. La lettre E est ajoutée aux stades I
et IL lorsqu'il existe une atteinte viscérale par contiguité,
incluable dans le champ de radiothérapie.

Stade | Un seul groupe ganglionnaire.

Stade Deux groupes ganglionnaires du méme coté
du diaphragmeae.

Stade Il Plusieurs groupes ganglionnaires de part
et d'autre du diaphragme

Stade IV Présence de lésions viscérales.

Figure 6 : Classification d’Ann Arbor d’apres Montravers et al (18).

Les stades sont sous-divisés selon I'absence (A) ou la présence (B) de symptomes systémiques.

8. Cytogénétique des DLBCLs et lymphomes B agressifs

Une étude cytogénétique des cellules tumorales permet d’affiner la caractérisation du DLBCL.
Les analyses cytogénétiques peuvent étre réalisées a partir d’échantillons sanguins,
médullaires ou de biopsies ganglionnaires et tissulaires infiltrés. Les caryotypes des DLBCLs et
lymphomes B agressifs sont fréquemment complexes, avec la présence de plus de trois

anomalies chromosomiques clonales (figure 7).
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Figure 7 : Caryotype anormal complexe > 3 anomalies. On note notamment la présence d’une
translocation t(8;14)(g24;q32) IGH::MYC.

Les anomalies cytogénétiques présentes dans les DLBCLs sont partagées avec d’autres sous-

types d’hémopathies lymphoides, il n’y a pas d’anomalies spécifiques.

Remaniements des loci des IG :

On observe régulierement des translocations impliquant les Joci des geénes des
immunoglobulines : IGK (2p11), IGH (14932) et IGL (22911). Les génes des IG sont associés a
des séquences régulatrices puissantes, séquences enhancer, qui en cas de translocation avec
un oncogene et de la méme maniere que lorsqu’elle se juxtapose a MYC, BCL2 ou BCL6,

provoque I'hyperexpression majeure du géne et perturbe ainsi la physiologie de la cellule.

Remaniements de MYC, BCL2, BCL6

Dans le cadre des DLBCLs, des remaniements impliquant les oncogénes MYC (8q24), BCL2
(18921), et BCL6 (3927) sont observés dans 5 a 15%, 15% et 30% des cas respectivement (19).
Ces remaniements s’operent fréquemment avec les génes des IG et sont associés au sous-

type cellulaire d’origine identifié en anatomopathologie : la translocation t(14;18)(q32;921)
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induisant une hyperexpression de BCL2 est plus fréquemment retrouvée dans les DLBCL de
type GC, tandis que les remaniements de BCL6 se voient plus fréquemment dans les DLBCL-
ABC. Des remaniements de ces genes avec des partenaires non-/G sont également décrits dans
la littérature (20,21)

La t(8;14)(q24;932) est la translocation de MYC majoritairement représentée dans les DLBCL,
elle mene a la juxtaposition IGH::MYC et entraine une hyperexpression majeure de C-MYC. C-
myc est un facteur de transcription impliqué dans la prolifération cellulaire, la différenciation
et I'apoptose en association avec Bcl2. C-myc s’ancre aux séquences enhancer et recrute des
enzymes capables de recruter des acétylases d’histones. Cette translocation n’est pas
spécifique des DLBCLs, et s’observe également dans les lymphomes de Burkitt ou elle
constitue généralement I'anomalie primaire et est le plus souvent dans un clone non
complexe. On peut aussi la retrouver dans les lymphomes folliculaires et la leucémie
lymphoide chronique constituant alors une anomalie secondaire qui peut étre associée a la
progression ou rechute de la maladie (19). Les translocations avec les génes des chaines
légeres k et A sont plus rares, il s’agit de t(2;8)(p12;q24) IGK::MYC et de t(8;22)(g24;911)
IGL::MYC. L’ensemble de ces fusions représentent environ la moitié de toutes les
translocations de MYC dans les DLBCL. Des gains ou des amplifications du géne MYC sont

également observés dans 11 a 30 % des cas de DLBCL (4).

Remaniements classants selon I’OMS 2022

La classification de I’OMS 2016 utilisait le terme « double/triple hit » pour décrire I’association
de remaniements touchant MYC et BCL2 et/ou BCL6 (22). Dans la derniére version de la
classification OMS, datant de 2022, ces termes ont été abandonnés et les remaniements de
MYC, BCL2 et BCL6 définissent dorénavant les critéres majeurs de distinction entre les
différentes entités de DLBCL NOS, DLBCL/HGBL-MYC/BCL2, HGBL NOS, lymphome de Burkitt

et HGBL avec aberrations 11q (figure 8).
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Morphology Genetic changes Diagnosis

- MYC-G BCL2-R or G, BCL6-R or G
Diffuse large B-cell | Diffuse large B-cell
lymphoma BCL2-G, BCL6-R or G lymphoma, NOS
" MYCR
BCL2-R, BCL6-R or G DLBCL/HGBL-MYC/BCL2
. MYC-R IG::MYC, BCL2-G, BCL6-G
Burkitt lymphoma Burkitt lymphoma
BCL2-G, BCL6-R or G
High grade
ekl _ BCL2-Ror G, BCL6-Ror G HGBLNOS

B-cell ymphoma ———

MYC-G'——y

11q gain/loss, BCL2-G, BCL6-G HGBL-11q

Figure 8 : Algorithme de classification des lymphomes agressifs a cellules B dans la cinquieme version
de la classification OMS (2022) (23).

Analyse FISH complémentaire :

Des analyses FISH (Fluorescence In Situ Hybridization ou hybridation fluorescente in situ)
complémentaires sont réalisées dans le but de rechercher ou confirmer la présence de
réarrangements des génes MYC, BCL2 et/ou BCL6.

Bien qu’elle soit parfois évidente au caryotype, 'lanomalie des loci MYC, BCL2 et BCL6 peut
étre cryptique, par des mécanismes d’insertions notamment ou impliquée dans des
réarrangements complexes rendant leur identification compliquée (24). Dans certains cas, la
culture effectuée peut étre un échec et I'absence d’obtention de métaphases nécessitent le
recours a la FISH interphasique.

La technique de FISH utilise des sondes commerciales, qui selon leurs designs, ne sont pas
exhaustives et équivalentes. Elles peuvent étre couplées avec une sonde fluorescente ciblant
le géne IGH (cas de la sonde XL IGH/BCL2 Metasystems), ces sondes sont appelées
« double/triple couleur- double fusion », ou elles peuvent étre destinées a rechercher le
remaniement d’un locus spécifique dite « breakapart » pour pallier le fait qu’un oncogene

puisse avoir divers partenaires de translocation. La taille des genes étant parfois tres réduite
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et les régions d’ADN non propices a I’hybridation d’'une séquence d’oligonucléotide, la sonde

fluorescent ente peut ne pas couvrir le gene et entrainer un résultat biaisé.

9. Biologie moléculaire

Les analyses moléculaires sont réalisées sur sang, moelle osseuse ou biopsie tissulaire en
fonction des arguments cliniques et biologiques et sont devenues une véritable aide
diagnostique pour identifier, en complément des analyses histologiques, cytologiques et

cytogénétiques, un type ou un sous-type de LNH-B (25).

Analyse d’expression :

Le concept de « cellule d’origine », ou « cell of origin », COO, distingue deux sous-types
principaux basés sur I'expression de protéines spécifiques : « Cellule B du centre germinatif »
(GCB) et « Lymphocyte B activé » (ABC), ainsi qu’un troisieme type plus rare dit « inclassable ».
Ces sous-types sont déterminés principalement par immunohistochimie, or la majorité de ces
algorithmes sont binaires et classent les patients en phénotype GCB ou non-GCB. En
conséquence, les cas appartenant au troisieme type, dit « inclassable », sont souvent
incorrectement assignés a I'une des deux catégories (26). Un certain nombre de cas sont
inclassables en immunohistochimie, par biologie moléculaire I'’étude de I'expression génique
d’un panel de géne permet de reclasser une proportion de ces cas selon leurs profils

d’expression géniques (26).

Etude mutationnelle :

Par ailleurs, les études mutationnelles par séquengage a haut débit, ou Next Generation
Sequencing (NGS), ont participé a 'amélioration de la classification des DLBCLs en 5 a 6 sous-

types (27,28) (figures 9 et 10).
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Figure 9 : Classification selon Wright (27).
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Figure 10 : Classification selon Chapuy (28).

Le sous-type GCB est caractérisé par des mutations de genes essentiels au développement des
cellules B du centre germinatif telles que EZH2, KMT2D, PTPN1 et CREBBP, et par un
remaniement de BCL2 ; alors que le sous-type ABC, dérivé de cellules GC ou post-GC, dépend
de la signalisation du B-cell receptor (BCR) et des activités de la voie nuclear factor-kappa B
(NF-kB), il présente des mutations de MYD88, CD79B et PIM1, ainsi que des réarrangements
BCL6, des mutations/délétions PRDM1/BLIMP1, et exprime IRF4/MUM.
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10. Pronostic

D'aprés les dernieres recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) en 2021, le choix
du traitement doit étre basé sur une évaluation systématique des principaux criteres
pronostiques de la maladie. Cette évaluation a conduit a la création d'un score : le score IPI.
Ce score est basé sur I'age au diagnostic, I'évaluation de I'état général du patient selon
I’échelle ECOG, le taux sanguin de LDH, le stade de la maladie selon Ann Arbor et le nombre
d’atteinte extra-ganglionnaire (26). Pour les patients de moins 60 ans au moment du
diagnostic, il existe le score IPlI adapté a I’age (aalPl, age adapted IPl) ne prenant en compte
que le stade d’Ann Arbor, 'ECOG et le taux de LDH.

Ce score permet de classer les patients en quatre groupes de risque. Plus le score IPI est élevé,
plus le pronostic est sombre, ainsi un score compris entre 0 et 1 correspond au groupe a faible
risque de rechutes ou récidives (« Low »), un score 2 constitue le groupe a risque « bas
intermédiaire » (« Low intermédiate »), un score 3 signe un groupe a risque « intermédiaire
haut » (« High intermédiate ») et un score supérieur ou égal a 4 identifie les patients de haut

risque (« High ») (29) (figures 11 et 12)

[Risk Factor 0 Point 1 Point

IP1

IAge <60 years >60 years
JAnn Arbor stage lorll I or IV
Serum LDH level Normal Above normal
Number of extranodal sites of involvement <1 >1

ECOG performance status 0-1 22

|aalPl (<60 years or >60 years)

JAnn Arbor stage lorll Ilor IV
Serum LDH level Normal Above normal
ECOG performance status <1 >1

Figure 11 : Score IPI d’aprés (29).

Le score IPl repose sur 5 items et donne un score allant de 0 a 5. Le score aalPl est adapté aux patients
de moins de 60 ans et ne prend en compte que 3 des 5 items. Le score IPl reste un facteur pronostique
trés solide et une version révisée de I'IPI (revised-IPl) a été développée afin de I'affiner. Depuis 2007,
en reprenant les mémes variables, le r-IP| stratifie les patients en 3 groupes de risque : trés bon
pronostic (score 0), bon pronostic (score 1 et 2) et mauvais pronostic (score 3, 4 ou 5).
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No. of IPI 4-year PFS, 4-year OS,

Risk group factors % Patients % %
Standard IPI
Low 0,1 28 85 82
Low-intermediate 2 27 80 81
High-intermediate 3 21 57 49
High 4,5 24 51 59
Revised IPI
Very good 0 10 94 94
Good 12 45 80 79
Poor 3,4,5 45 53 55

Figure 12 : Stratification du R-IPI : 3 groupes de risque selon le score IPI (30).

Les caractérisations moléculaires approfondies par Wright et Chapuy semblent montrer un
impact pronostique des sous-entités qu’ils identifient (27,28). Non utilisée aujourd’hui en

pratique, ces informations ne sont pas intégrées dans les scores actuels de pronostique.

11.  Thérapeutique

Les DLBCLs sont des lymphomes tres sensibles a la chimiothérapie. Leur traitement repose sur
une immunochimiothérapie associant le rituximab, un anticorps chimérique dirigé contre le
CD20, a une polychimiothérapie. Les composants, les doses et les fréquences d’administration
varient en fonction de facteurs pronostiques avant le traitement, ainsi que de I’'age et de I'état
cliniqgue du patient. L'immunochimiothérapie d’induction la plus couramment utilisée est
appelée R-CHOP, incluant le cyclophosphamide, la doxorubicine, la vincristine, et Ila
prednisone, en association avec le rituximab. La radiothérapie est également recommandée
dans certaines situations cliniques, notamment pour les lymphomes primitifs cérébral et
médiastinal (31). Le traitement différe selon les groupes d'age : patients de 60 ans ou moins,
patients de 61 a 80 ans, et patients de plus de 80 ans, en termes de nombre de cycles et de
dosages des médicaments.

Bien que I'ajout de rituximab au cyclophosphamide, a la doxorubicine, a la vincristine et a la
prednisone ait amélioré la curabilité de la maladie, il reste une proportion importante de

patients pour lesquels le traitement de référence est inefficace, on parle de DLBCL réfractaire
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sile patient ne répond pas a la chimiothérapie, ou de DLBCL récidivant en cas de rechute apres
une période de rémission.

Ces dernieres années, de nouvelles thérapies ont fait I'objet d’étude dans les DLBCLs. C'est le
cas du bortezomib, inhibiteur du protéasome, qui empéche la dégradation de IkB phosphorylé
conduisant a l'inhibition de I'activité de NF-kB dans les lignées cellulaires DLBCL ABC (32). Il a
été testé en association avec une chimiothérapie a base d'anthracycline (DA-EPOCH) et les
patients appartenant au sous-type ABC présentaient un taux de réponse au traitement
nettement supérieure et une survie globale augmentée par rapport au sous-type GCB (33). Le
Iénalidomide est également connu pour inhiber I'activité de NF-«kB in vitro. L'utilisation de
cette molécule en monothérapie a montré une activité clinique chez les patients atteints de
DLBCL récidivant et réfractaire (34,35). De plus, les effets immunomodulateurs du
Iénalidomide et I'activité clinique davantage marquée chez les patients appartenant au sous-
type ABC ont permis de suggérer I'existence d'une voie ciblée par le |énalidomide chez ces
patients qui pourrait étre la voie du facteur de régulation de la transcription IRF4/MUM!1 (20).
Cependant, les multiples mécanismes d'action associés aux propriétés immunomodulatrices
du Iénalidomide pourraient étre multifactorielle (35).

L'ibrutinib, un inhibiteur oral de la tyrosine kinase de Bruton, en association avec R-CHOP, a
montré un taux de réponse global nettement supérieur chez les patients appartenant au sous-
type ABC que les patients GCB (32,36).

En cas de rechute, la greffe de cellules souches (1,37) ou un traitement par CAR-T cells sont
des options thérapeutiques (38).

Aux Etats-Unis, des essais cliniques testent l'utilisation d’anticorps bispécifiques tels que
I’epcoritamab (GEN3013, DuoBody®-CD3xCD20), actuellement en essai de phase 3 pour les
patients en rechute apres une deuxieme ligne de traitement. Le copanlisib, un inhibiteur de
PI3K, associé au venetoclax, fait également I'objet d'un essai de phase 2 aux Etats-Unis chez

les patients en réfractaire ou en rechute.

B. La cartographie optique du génome

1. Principe technique

La COG est une technique basée sur le marquage de I’ADN. Les molécules d’ADN de tres haut

poids moléculaire (UHMW), allant de 0,15 a 2,5 Mb, sont marquées par une enzyme (DLE-1)
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gui reconnait et appose une fluorescence sur des hexameres nucléotidiques spécifiques. Cette
séquence de 6 nucléotides est présente chez tous les individus, et se répete en moyenne 15 a
17 fois par 100 kb. L’ADN marqué est chargé sur une puce qui linéarise les molécules d’ADN
via une électrophorése en nanocanaux, ces molécules marquées sont comparables a un
« code-barre », qui est ensuite scanné a I'échelle du génome puis comparé au génome de
référence (figure 13). La discordance du marquage entre ADN du patient et ADN du génome

de référence permet d’identifier les variants structurels et numériques.

- nay -
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Algorithms convert images
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Transfer labeled DNA into
cartridge for scanning
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to scan copies of the whole genome
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Figure 13 : Principes techniques de la COG.

1:Isolement de ’ADN UHMW a partir des échantillons patients. 2 : Marquage fluorescent des molécules
UHMW par DLS reconnaissant un motif de séquence de 6 pb se produisant environ 15 fois par 100 kpb.
3 : Transfert de ’ADN marqué sur la puce composée de centaines de milliers de nanocanaux paralleles
qui linéarisent les molécules UHMW marqguées. Les nanocanaux ont une taille permettant I'analyse d’une
seule molécule d’ADN linéarisée a la fois. 4 : Electrophorése des molécules UHMW marquées de I'entrée
a la sortie de la puce, permettant a chacune des molécules de se linéariser, de déplacer sans pouvoir
s’emmeéler ou se replier. Une fois les UHMW a l'intérieur, des images sont capturées en haute résolution.
Une fois imagées, les UHMW sont rincées et le processus est répété avec de nouvelles UHMW. 5:
Conversion des images obtenues apres capture par les algorithmes en fichiers moléculaires. 6 : Les
algorithmes alignent les molécules obtenues avec les cartes de référence afin de construire des cartes
génomiques consensuelles. 7 : Visualisation et conservation des données obtenues.
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2. Historique

La cartographie optique a été mise au point en 1993 par Schwartz et al. (39). L'objectif était
d’assembler des molécules d’ADN entre elles afin d’établir la construction d’une carte du
génome de Saccharomyces cerevisiae, en se basant sur I'observation microscopique et
I’'assemblage de fragments d’ADN obtenus apres leur digestion par une enzyme de restriction
(39). Des développements techniques ont permis successivement d’augmenter la taille des
fragments d’ADN étudiés, d’améliorer la résolution, de rendre l'acquisition des images
automatiques ainsi que leur assemblage mais aussi l'utilisation d’'un systeme

électrophorétique pour générer la migration et séparation des ADN (40-43) (figure 14).

BGI purchased the I'he Saphyr System was
\rgus Optical released by Bionano
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Oplen optical mappir
pp er ) solve double DNA
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fterward DLE-1 enzyme
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Double enzymes were used in the
Irys System to increase the
resolution of optical mapping. A

new enzyme Nb. BssST was
introduced

Figure 14 : Chronologie des découvertes et améliorations de la COG au cours des deux derniéres
décennies selon Yuxuan et al, 2020 (44).

En 2016, la premiere technologie de cartographie optique du génome (COG) de Bionano
Genomics, le systeme Irys, permet la validation de I'assemblage du génome d’une plante,
Aegilops tauschii, a partir des variations structurales (30). Bien gu’initialement appliquée aux

génomes des végétaux, la cartographie optique sera ensuite étendue aux vertébrés (31).

Une premiére publication en 2017 met en lumieére I'intérét de la COG pour la détection des
variants structurels pathogenes ayant une utilité dans le diagnostic clinique (45). Cette étude,
basée sur une cohorte de huit patients atteints de dystrophie musculaire de Duchenne,
montre que la COG permet d’identifier des variations structurelles pathogenes non détectées

par les techniques de séquengage sur le gene DMD. En effet le séquengage de I'exome a la
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capacité d'identifier de maniere fiable les variantes mononucléotidiques héréditaires ou de
novo, les petites insertions et délétions. Cependant, en raison de I'utilisation de lectures de
fragments de 100 a 300 pb, cette technique présente une limite dans l'identification, de
maniére sensible, des variantes structurelles (SV) de taille intermédiaire a grande, telles que
les insertions, les délétions, les duplications, les inversions et les translocations. Pour
surmonter cette limite, I'utilisation de la COG a été utilisée et a permis d’identifier les SV
pathogénes ainsi que leur taille variant de quelques dizaines de kilobases a plusieurs centaines
de kilobases sur la cohorte étudiée. Cela suggere que la COG pourrait devenir un outil
complémentaire dans les diagnostics génétiques constitutionnels et la recherche grace a sa

capacité a identifier de maniere sensible de grandes variations structurales du génome.

A partir de 2018, de nombreuses publications émergent concernant la COG et son potentiel
pour le diagnostic des pathologies d’origine génétique liées aux variations structurales (SV),
événements génétiques associés a des phénotypes et a des pathologies spécifiques (46,47),
comme |'autisme (37) ou encore les cancers (38). Les SV sont un élément clé de la variation

génomique ou les segments d'ADN sont dupliqués, délétés, inversés ou remaniés.

Le développement de la COG ouvre de nouvelles perspectives pour I'étude des
réarrangements chromosomiques, et cette technologie pourrait devenir un outil
indispensable non seulement pour la détection, mais aussi pour la compréhension des
mécanismes d'altérations génomiques (48). C'est ce qui a été mis en évidence par Neveling K.
et al. qui ont voulu comparer la combinaison des techniques de cytogénétique classiques, soit
le caryotype, la FISH et la puce a ADN, avec la cartographie optique du génome dans une
cohorte de 52 patients atteints d’hémopathies malignes (48). La COG a été en mesure
d'identifier tous les SV et CNV initialement signalés au diagnostic dans des cas simples. Pour
les cas complexes, il existait également une concordance tres élevée avec les résultats du
diagnostic, bien que les échantillons aient souvent semblé étre plus complexes
gu'initialement, mais dans deux cas il n’était pas observé de concordance totale, tres
probablement en raison d’'une anomalie affectant une faible proportion des cellules. Les
auteurs ont noté un avantage clé de la COG : elle a permis la détection de quasiment toutes

les aberrations avec cette seule technique, chose qui n’était pas possible auparavant sans
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avoir au moins un couplage du caryotype et de la FISH. De plus elle a également permis
I'identification et la compréhension des réarrangements génomiques complexes.

La technologie de COG de Bionano Genomics a été par ailleurs utilisées dans d’autres
domaines tel que le diagnostic génétique prénatal avec Sahajpal N. et al. (49) et dans les

tumeurs solides dans I’étude de Goldrich D. et al. (50).

3. Implémentation en onco-hématologie

Dés 2020, des études sur la COG et son évaluation dans les hémopathies malignes ont été
publiées dans la littérature, et ont montré des résultats prometteurs par rapport aux autres
techniques de cytogénétique. En effet, la COG vise a surmonter les limites des techniques
cytogénétiques existantes offrant une résolution plus élevée que le caryotype et la FISH, ainsi

gu’une détection des anomalies chromosomiques équilibrées manquées par puce a ADN (48).

Lestringant V. et al. (51) se sont intéressés aux anomalies cytogénétiques retrouvées dans les
leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) nécessitant plusieurs techniques standard de
cytogénétique afin de les mettre en évidence. En effet, la cytogénétique représente une étape
indispensable lors du diagnostic ou du suivi des LAL car les anomalies détectées constituent
I’'un des plus puissants facteurs pronostiques, et fait partie intégrante du choix du traitement.
Une étude a été menée afin de comparer les techniques standard et la COG chez 10 patients
atteints de LALB ou T. Il en a été conclu que la COG était une technique prometteuse dans la
caractérisation des LAL du fait qu’elle puisse caractériser en une seule et méme analyse
plusieurs remaniements qui auraient pu étre détectés a I'aide de plusieurs techniques. De
plus, la COG est capable de détecter des événements cytogénétiques complexes, y compris

ceux actuellement non visualisés ou non élucidés avec les techniques standards.

En 2022, Sahajpal, N.S. et al. (52) ont proposé une validation clinique de la COG pour les
hémopathies malignes, en la comparant aux méthodes de cytogénétique standard. Les
patients étaient atteints d’hémopathies comprenant la leucémie myéloide chronique (LMC)
et les autres syndrome myéloprolifératifs (SMP), les syndromes myélodysplasiques (SMD), le
myélome multiple (MM), la leucémie lymphoide chronique (LLC), les lymphomes non

hodgkiniens non DLBCL, et les leucémies aigues myéloides (LAM). Parmi les 166 remaniements
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analysés dans cette étude, la COG a montré une sensibilité de 98,7%, une spécificité de 100%,
une valeur prédictive positive de 100%, une valeur prédictive négative de 98% et une précision
de 99,2%. Cela suggere que la COG permettrait d’établir un diagnostic précis, pouvant ainsi

influencer la classification et le pronostic des hémopathies, ainsi que le choix du traitement.

4. Intérét et limites de 'OGM

La cartographie optique est une technologie associant une vision pangénomique du génome
et une résolution a I’échelle génique non basée sur le séquencgage. Elle permet, y compris sur
des régions d’ADN complexes telles que les génes des Immunoglobulines, de détecter des
anomalies de structure et de nombre des chromosomes.

A la différence de la CGH et de la SNP-array, elle permet l'identification des remaniements
interchromosomiques équilibrés et déséquilibrés.

Sa haute résolution permet d’identifier des remaniements cryptiques, de préciser des
anomalies et des remaniements complexes survenant fréquemment dans les cellules
cancéreuses. Les chromosomes marqueurs, souvent décrit par le caryotype dans les
hémopathies, peuvent ainsi étre caractérisés.

Elle peut étre effectuée a partir d’'une quantité moindre de cellules, 1,5 millions,
comparativement au caryotype et pallier aux échecs de culture.

L'analyse bénéficie d’une sensibilité importante : les variants structuraux peuvent étre
détectés a une VAF de 5%, les variations de nombre de copies une VAF de 10% a une
profondeur de 300X (données in silico). Il en découle la difficulté de détecter des sous-clones
faibles (<10% des cellules). Les régions centromériques et télomériques sont mal couvertes
par la technique. Cette technique ne permet pas définir I'architecture clonale, les anomalies

étant détectées de maniere globale sur la population cellulaire extraite.
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Il.  OBJECTIF

La cartographie optique du génome (COG) est une technologie innovante de cytogénétique
permettant la détection pangénomique en une étape et sans a priori des variants structuraux
et numériques de ’ADN humain. De plus, sa résolution bien supérieure au caryotype permet
I'identification a I’échelle génique des remaniements. Au cours des cinq derniéres années, la
COG a été explorée dans plusieurs hémopathies malignes, notamment les LAM, SMD, LAL, la
LLC et le MM (53,54), cependant les études portant sur |'utilisation de la COG dans les DLBCL

restent encore tres limitées.

La cytogénétique des DLBCLs et des lymphomes B agressifs est intégrée a la classification OMS
depuis 2016, la présence ou I'absence de remaniement aux loci des oncogenes MYC, BCL2 et
BCL6 sont systématiquement recherchés au diagnostic. Les outils actuels de cytogénétique, le
caryotype et la FISH, permettent leur détection, toutefois, ces techniques s’effectuent en deux
temps et ne sont pas exhaustives en raison de la diversité des mécanismes génétiques et de
la variabilité des points de cassure chromosomique. Par ailleurs, les cellules lymphomateuses
présentent fréquemment un caryotype complexe ou les méthodes actuelles peinent a
caractériser finement I’ensemble des remaniements. Ces anomalies sont tres diverses et
peuvent étre récurrentes dans la pathologie et dans les hémopathies lymphoides de maniere
plus générale, elles permettent dans certains cas de préciser 'origine cellulaire de la

pathologie ou d’apporter une valeur pronostique.

Dans ce contexte, nous avons souhaité évaluer la cartographie optique du génome par rapport
aux outils de caryotype et FISH sur une série d’échantillons pour lesquels un diagnostic de
DLBCL ou de lymphome B agressif a été retenu, et dans un second temps, s’intéresser a
I'apport que cette technologie représente dans la caractérisation cytogénétique des cellules

tumorales.
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I1l.  MATERIEL ET METHODES

A. Sélection des échantillons et caractéristiques de la cohorte

Un total de quinze échantillons a été sélectionné pour lesquels le diagnostic de DLBCL (n=13)
ou de lymphome B agressif (n=2) avait été porté. L’age moyen des patients était de 62,6 ans,
avec une majorité d’hommes (10 hommes pour 5 femmes). Tous ces échantillons avaient été
recu et analysé en cytogénétique au laboratoire du CHU de Lille. Les diagnostics ont été établis
entre le 11/01/2024 et le 12/09/2024, il s’agissait pour 73% des cas d’un lymphome de
survenue initiale « de novo » (n=11) ou secondaire, consécutif a un lymphome indolent connu,
pour 27% des patients (n=4). Un échantillon infiltré en cellules tumorales avait été recu en
cytogénétique, il s’agissait dans 60% des cas d’un prélévement ganglionnaire (n=9), dans 13%
des cas d’une biopsie tissulaire (n=2), dans 7% des cas d’une aspiration médullaire (n=1), et

dans 20% des cas d’un échantillon sanguin (n=3) (tableau 1)

a2 e DO e ot ONS e
1 52 H DLBCL-GC Ganglion
2 74 H DLBCL-GC Ganglion
3 76 F D‘LBCL—GC secondaire a LF reclassé en HGBL double Ganglion

hit (MYC et BCL2)

4 64 F LZM transformé en DLBCL Ganglion
5 52 F DLBCL EBV+ NOS Ganglion
6 54 H Lymphome de Burkitt* Sang
7 52 H DLBCL double hit (MYC et BCL6) Moelle
8 59 H DLBCL-GC Ganglion
9 50 H DLBCL non GC Tissu abdominal
10 73 F DLBCL/HGBL triple hit secondaire a LF Sang
11 66 F DLBCL-GC Tissu colique
12 52 H DLBCL non GC Ganglion
13 73 H DLBCL NOS Ganglion
14 73 H LZM transformé en DLBCL Ganglion
15 69 H  SLP-B Matutes = 2 ou LAL-B IV (EGIL) Sang

Tableau 1 : Caractéristiques de la cohorte.
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Les données cliniques, anatomopathologiques et biologiques ont été répertoriées pour

chacun des échantillons (ANNEXE 1).

B. Caryotype

Les caryotypes ont été réalisés au laboratoire du CHU de Lille, il s’agit d’'une technique
permettant I'obtention de métaphases microscopiquement analysables suite a la division
cellulaire. Le caryotype permet la détection d’anomalie chromosomique structurale ou
numeérique, sa résolution est de 5 a 10 Mégabases.

Les étapes techniques nécessaires a I'analyse sont la numération de I’échantillon, la mise en
culture des prélevements, I'arrét de culture par ajout de colchicine, le choc-fixation par ajout
de KCl puis de fixateur, I'étalement, la dénaturation et la coloration des lames, la capture des

métaphases au microscope puis le classement en caryotype d’'un minimum de 20 métaphases

(figure 15).
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Figure 15 : Etapes techniques de réalisation d’un caryotype

La numération des prélévements liquides (sang et moelle) en tube hépariné ou suspensions
cellulaires obtenues apres dilacération des ganglions est réalisée sur I'automate ABX MICROS
ES 60. Les conditions de culture réalisées pour les indications de lymphomes B agressifs sont
24h avec colchicine et 72h en présence d’ampli-B (mélange d’interleukines favorables a la
stimulation de la division des LB matures). L’arrét des cultures se fait par ajout de colchicine
pendant 30 minutes. Un choc hypotonique est réalisé sur les suspensions cellulaires (KCL

0.075M) pour permettre I'éclatement des membranes plasmiques des cellules, puis la
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suspension cellulaire est mélangée a du fixateur (mélange de méthanol et acide acétique) afin
de conserver les ADNs dans leur état interphasique ou métaphasique, ces étapes sont
associées a plusieurs centrifugation et élimination du surnageant afin d’éliminer les débris. Le
culot cellulaire est ensuite étalé dans des conditions de température et d’hygrométrie
controlée. Apres une étape de vieillissement des lames, les préparations sont dénaturées par
une enzyme, la trypsine, et colorée au Giemsa permettant I'apparition du banding, bandes
transversales le long des chromosomes aidant a leur identification. Cette méthode de
dénaturation permet I'obtention de bandes GTG. Les lames sont passées dans le GSL120, un
microscope automatisé, qui reconnait et capture les métaphases. Le logiciel Cytovision de
Leica® est utilisé pour le classement et le découpage informatique des métaphases.

Un nombre de 20 métaphases par dossier est généralement réalisé. Selon le Guide des Bonnes
Pratiques de Cytogénétique Onco-hématologique, la clonalité d’'une anomalie de structure ou
d’un gain chromosomique est affirmé par la présence d’au moins 2 métaphases porteuses de
cette anomalie, tandis qu’une monosomie pourra étre rapportée si présente dans plus de 3
métaphases. Les clones anormaux et leur formule chromosomique sont établis selon la

nomenclature internationale, I'ISCN, dans sa version la plus récente.

C. FISH

La FISH est une technique permettant la détection d’anomalie de taille inférieure au
caryotype, telle que des délétions, des gains, ou la recherche de I'implication d’un gene ou
d’un locus dans un remaniement. C'est une technique ciblée qui permet également la
détection d’anomalies cryptiques au caryotype en utilisant des séquences nucléotidiques
fluorescentes et spécifiques d’un locus d’ADN. Sa résolution est de I'ordre de 200 a 300
kilobases.

Les analyses de FISH sont réalisées a partir des culots cytogénétiques. La suspension cellulaire
est étalée sur une lame puis, celle-ci est lavée au 2xSSC puis déshydratée dans 3 bains
d’éthanol (75%, 85%, 95%). Un petit volume 5uL ou 10uL de sonde fluorescente commerciale
est apposé sur la préparation puis scellée entre lame et lamelle afin de garantir I’étanchéité
pendant une nuit d’hybridation (72°C dénaturation 2 minutes, 37°C pendant une nuit). Un
lavage de la lame est effectué afin de défaire les hybridations non spécifiques. Une contre-

coloration au DAPI, agent fluorescent intercalant de I’ADN, est effectuée. La lecture des lames
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est réalisée en technique automatique sur le GSL120, ou peut étre faite manuellement sur un
microscope a fluorescence.

La FISH interphasique désigne la lecture des signaux sur les cellules dont la chromatine est
décondensée (noyaux) tandis que la FISH métaphasique correspond a la lecture des signaux
sur des métaphases (chromatine condensée).

Pour ce travail, des sondes break-apart et double couleur-double fusion ont été utilisées, ces

appellations correspondent au design des fluorochromes (Figures 16, 17, 18).
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Figure 16 : Sondes Metasystems pour exploration d’un remaniement de MYC.

A : Sonde XL t(8;14) MYC/IGH/8cen (Metasystems). B : illustration d’un résultat sans anomalie avec la
sonde XL t(8;14) MYC/IGH/8cen (Metasystems). C : Sonde XL MYC BA (Metasystems). D : illustration
d’un résultat sans anomalie avec la sonde XL MYC BA (Metasystems).
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Figure 17 : A : Sonde XL t(14;18) IGH/BCL2 DF (Metasystems). B : signaux observés sur une métaphase

sans anomalie.
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Figure 18 : A: Sonde XL BCL6 BA (Metasystems) B : signaux observés sur une métaphase et noyaux
sans anomalie.
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D. Préparation des échantillons pour la COG

La Cartographie Optique du Génome a été réalisée par la technique de Bionano Genomics
utilisant les kits d’extraction et marquage recommandé par le fournisseur, I'acquisition des
données a été réalisée a partir de I'outil Saphyr puis les données ont été interprétées sur

I'interface Bionano Access (figure 19).
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Figure 19 : Ensemble des étapes techniques permettant d’obtenir la cartographie optique du génome

1. Préparation des échantillons

A partir des numérations réalisées sur les échantillons de moelles, sangs, ou ganglions/tissus,
un volume correspondant a 1,5 millions des cellules est conservé. Un volume d'EDTA y est
ajouté, afin de préserver I'ADN. Les échantillons sont ensuite stockés a -80°C jusqu'a leur
décongélation en vue de |'extraction. Les échantillons doivent étre congelés dans un délai de
5 jours aprées le prélevement s'ils sont conservés a +4°C, ou dans les 66 heures s'ils sont

maintenus a température ambiante.

2. Extraction UHMW

L'extraction d’ADN est effectuée conformément au protocole d’extraction du fournisseur

Bionano Prep SP-G2.
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La décongélation des prélevements s'effectue dans un bain-marie a 37°C. Les échantillons sont
ensuite rincés avec une solution tampon contenant un stabilisateur d'ADN, puis subissent une
lyse, ’ADN sera ensuite précipité par ajout d’une solution d’isopropanol et récupérer sur un
disque magnétique contenant de la silice. Les molécules d’ADN extraites sont de haut poids
moléculaire, une nuit a température ambiante est nécessaire pour homogénéiser cette
solution. Un dosage d’ADN est ensuite réalisé en triplicat, la concentration doit étre comprise
entre 38,5 et 150 ng/uL et le coefficient de variation (CV) des trois valeurs doit étre inférieur
a 30%. Si toutes ces conditions sont correctes ’ADN peut étre marqué puis conservés a +4°C
dans une solution tampon. Si le CV est supérieur a 30% alors un temps supplémentaire est
requis pour ’hnomogénéisation. Si concentration est supérieure a 150 ng/uL il sera nécessaire
de diluer I'échantillon. En cas de concentration d’ADN inférieure a 38,5 ng/uL, une nouvelle

extraction doit étre envisagée.

3. Marguage des molécules d’ADN

L'étape de marquage de I’ADN est effectuée selon les recommandations du protocole du
fournisseur Bionano Prep DLS-G2 Protocol (Bionano Genomics®).

Le marquage est réalisé sur 750ng d’ADN, il comporte deux étapes. La premiére est une étape
de marquage spécifique d’'un motif de I’ADN par I'enzyme DLE-1. La DLE-1 reconnait
spécifiguement un hexamere nucléotidique, présent environ 15 fois par 100 kbp dans le
génome humain, auquel elle appose une fluorescence verte. La deuxieme étape est une
contre-coloration de I’ADN (par du DNA stain) qui permet de colorer le squelette d’ADN en
bleu. Un dosage de 'ADN en duplicat est réalisé a la fin de cette deuxieme étape. La
concentration doit étre comprise entre 4 et 12 ng/uL et le coefficient de variation (CV) doit
étre inférieur a 30%.

Si ces conditions sont correctes la suspension d’ADN marquée peut étre déposée sur la puce
puis dans le Saphyr ou conservées a +4°C. Si le CV est supérieur a 30% il est nécessaire
d’attendre que I'ADN s’homogénéise. Si la concentration est supérieure a 12 ng/uL,

I’échantillon devra étre dilué, et sila concentration est inférieure a 4 ng/uL il s’agit d’un échec.
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4, Passage sur le Saphyr

Les échantillons sont déposés sur une puce composée notamment de nanocanaux, |'outil
Saphyr applique un champ électrique au travers de la puce (électrophorése) afin de faire
migrer les molécules d’ADN dans le systeme, permettant ainsi de les linéariser. Des images
des molécules fluorescentes individualisées par les canaux sont capturées au fur et a mesure
des migrations dans la puce. Les images des molécules d'ADN sont converties en molécules

numeériques, puis analysées.

bionano

Figure 20 : Automate Saphyr Bionano Genomics®

La qualité d’acquisition des données est consultable tout au long du cycle sur Bionano Access.
Le temps d’acquisition peut durer jusqu’a 72h, en moyenne, un échantillon de bonne qualité
est acquis en 24h. A l'issu de cette acquisition des données de qualité sont accessibles, il s’agit

des données analytiques.
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E. Analyse OGM : Pipeline et filtres utilisés

1. Algorithme de traitement des données

A partir de Bionano Acces, l'interface fournie par Bionano Genomics, deux algorithmes
bioinformatiques peuvent étre appliqués aux données : le «rare variant pipeline » et

I’'assemblage de novo « de novo assembly ».

Le Rare Variant Pipeline (RVP) est élaboré pour détecter des variants a de faibles fréquences
alléliques, prévalents dans des échantillons hétérogenes tels que les cancers ou les
échantillons présentant un mosaicisme génétique. Il compare individuellement les molécules
génomiques du patient au génome de référence, cet algorithme est I'algorithme a privilégier
pour la détection des anomalies somatiques pouvant par définition étre présentes dans une
fraction de cellules de I’échantillon.

L’assemblage de novo génére d’abord une reconstruction globale du génome du patient en
assemblant les unes aux autres les molécules du patient entre elles, puis compare cette
construction génomique au génome de référence. Il présente une sensibilité moindre pour les
événements présent a faible fréquence dans I’échantillon mais permet une détection de

variants structuraux plus petits, d’environ 500 pb, par rapport au RVP.

2. Détection des variants structuraux et des variants de nombre de copies

La technologie de cartographie optique du génome de Bionano Genomics permet la détection
des variants structuraux par comparaison au génome de référence.

Sur le logiciel Bionano Access, le génome de référence est représenté en vert sur les visuels
de I'interface, les traits verticaux représentent le marquage de I’ADN par I'enzyme (figure 21).
Un gain ou un manque de marquages fluorescents sur I’ADN du patient, représenté en bleu,
sera traduit comme une duplication ou une délétion respectivement. De la méme maniere,
un changement de |'orientation des marquages sur une région génomique sera pergu comme
une inversion, ou encore la présence en continuité de marquages appartenant a des régions

d’ADN différentes comme une translocation (figure 21).
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Figure 21 : Visualisation des variants structuraux par la technologie Bionano.

A : Délétion. B : Insertion. C : Inversion. D : Translocation. E : Duplication.

Les duplications, les translocations et les inversions doivent étre suffisamment grande,
minimum 5 000 Bp. La sensibilité de détection de ces anomalies a été évaluée par Bionano
Genomics (figure 22) sur données simulées et données réelles.

Pour une couverture du génome de 300X, I'utilisation du pipeline Rare Variant Pipeline (RVP)
identifie sur données simulées au moins 90% des insertions entre 5 et 50 kbp, des délétions
de plus de 7 kbp, des translocations impliquant des fragments d’au moins 70 kbp, des
inversions de plus de 70 kbp et les duplications de plus de 150 kbp (55).

Sur des données réelles issues d’'un mix d’échantillons de cancers établi en différente
proportion la technologie montre une sensibilité de plus de 95% pour les délétions >5 kbp, les
duplications >150 kbp, les insertions >5-250 kbp et de plus de 90% pour les inversions >100

kbp et les translocations présentes a une VAF supérieure ou égale a 10% (figure 23).
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Figure 22 : Performances de sensibilité pour la détection des variants structuraux évaluées par Bionano
Genomics sur données réelles.

Concernant la détection des variants de nombre de copies, Bionano Genomics a une
sensibilité de 100% pour des gains ou des pertes de plus de 400 kbp présent a une VAF de 30%

selon les données établies sur données simulées (couverture 300X, pipeline RVP) (figure 23)
(55).
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Figure 23 : Sensibilité de détection de variants de nombre de copies établis par Bionano Genomics sur
données simulées en couverture 300X.

3. Evaluation des critéres de qualité

La qualité des échantillons est évaluée en intégrant a la fois des criteres analytiques
(acquisition des données) et post-analytiques (apres algorithme et alignement au génome de
référence) établis a partir des recommandations de Bionano Genomics et selon le travail

récent de Brynn Levy publié en 2023 (56). Ces critéres sont recensés dans le tableau 2.
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Critéres Limite

Moyenne N50 >150kbp 2230 kbp
Moyenne N50 >20kbp 2150 kbp
Analytiques
Moyenne taux d’alighement (%) 270%
Effective coverage >340X
Sexe Concordant
Couverture

Pos_t- post-analyse (X) 2300X
analytiques Percent above expected <+20
Correlation with label density <0,25

Tableau 2 : Critéres de qualité de la COG d’apres Brynn Levy et al. (56).

Un niveau de qualité est établi pour chaque échantillon afin de pouvoir procéder a

I'interprétation de la cartographie optique (tableau 3).

Niveau de qualité Définition
Echantillon qui ne serait pas parvenu a I'étape du dépét sur la puce :
Echec technique I’ADN est en concentration trop faible ou le marquage n’est pas
satisfaisant
Echantillon n’ayant pas acquis des données qualitativement suffisantes :
Echec analytique deux mesures analytiques ou post-analytiques, ou plus, sont en dehors
des valeurs recommandées (avec plus de 10% d’écart)
Un ou plusieurs parametres sont en dehors des valeurs recommandées
Qualité sous-optimale  dans un intervalle de 10%, ou un seul paramétre a une valeur en dehors
de la recommandation avec plus de 10% d’écart
. o Un paramétre est en dehors de la valeur recommandée, a moins de 10%
Qualité quasi-optimale décart
Qualité optimale Tous les parametres sont conformes aux normes recommandées

Tableau 3 : Les cing niveaux de qualité pouvant étre attribués a un échantillon selon Brynn L. et al (56).

4, Logiciel Bionano Access

Bionano Access est le logiciel d’analyse permettant la visualisation des anomalies. Il permet

d’obtenir trois types de vue :

- Un Circos Plot qui résume schématiquement les chromosomes, ainsi que les variants

numériques et structuraux détectés (figure 24).
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Figure 24 : Le Circosplot permet d’obtenir un résumé du génome entier des variants détectés.

Ony observe le nombre de copies (CN), régions de perte d'hétérozygotie et profil de la fraction allélique
des variants. Le Circosplot affiche également les numéros de chromosome, les cytobandes,

I'emplacement des genes.

- L'interface « Whole Genome » : elle permet une visualisation de la ploidie et de

I"hétérozygotie des chromosomes (figure 25).
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Visualizing Different Classes of Structural Variants in Bionano Access Software, Whole Genome Interface, CG-30548

Figure 25 : Interface « Whole Genome ».

Cette vue met en évidence le nombre de copies de chromosomes centré autour d'une ligne de base CN=2.
Le graphique du milieu montre I'état d’hétérozygotie des SV et des données AOH/LOH. Le dernier
graphique, en bas, montre la fraction d'alleles variante (VAF) pour chaque SV.
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- Llinterface Genome Browser est un outil de visualisation des anomalies par

chromosome ou régions génomique de maniére plus précise (figure 26).
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Figure 26 : Genome Browser Interface, pipeline RVA.

Les molécules (rectangles bleus) sont alignées au génome de référence (jaune), lorsqu’un variant de
structure est détecté le rectangle apparait sous la région chromosomique. Pour un locus d’intérét
I'interface Genome Browser permet de visualiser cette région et les anomalies structurales quiy
auraient été détectées.

5. Choix des filtres d’analyses

Les variants structuraux et anomalies numériques détectées retenus pour l'interprétation
satisfaisaient les scores de confiance recommandés par Bionano Genomics, les
polymorphismes étaient exclus et les variants structuraux devaient étre vus sur un minimum
de 5 molécules. La taille minimale des anomalies de gain ou perte chromosomique statistique
en nombre de copie était de 500 kbp. Ces filtres ont été choisi d’apres notre expérience de

Bionano ainsi que la littérature (56).
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6. Analyse des profils de cartographie optique

La COG géneére la détection de nombreuses anomalies cytogénomiques : nous avons choisi
pour faciliter la comparaison de méthodes entre la COG et les données caryotype/FISH de
nous limiter dans un premier temps a I’évaluation des remaniements aux loci BCL2, BCL6 et

MYC et IGH, IGK et IGL. Un fichier .bed a été construit : il correspond a une liste des régions

génomiques d’intérét et peut étre incorporer a I'interface Bionano Access (figure 27).
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Figure 27 : Mise en évidence des anomalies touchant les loci d’intérét en appliquant le fichier bed,
simplifiant leur visualisation.

A : Circosplot sans application du fichier .bed. B : Circosplot avec application du fichier .bed. Les genes
sont représentés par des lignes colorées sur le troisieme cercle extérieur du Circosplot

Ainsi, les régions génomiques des loci d’intérét pour la comparaison de méthode ont été
délimitées en Hg38, ainsi que des intervalles de plus ou moins 3 Mégabases étant donné la

variabilité des points de cassure autour de ces genes (tableau 4). Le fichier des régions

génomiques a été intégré a l'interface (fichier .bed).
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Génes

mMyYcC

BCL2

BCL6
IGH
IGK
IGL

Chromosome

8
18
3
14
2
22

Position du gene (Bp)

Début Fin
127,736,231 127,742,951
63,123,346 63,319,769
187,721,381 187,745,468
105,583,531 106,811,131
88,857,361 90,235,370
22,026,076 22,922,912

Position du géne + 3Mbp

Début Fin
124,736,231 130,742,951
60,123,346 66,319,769
184,721,381 190,745,468
102,583,531 109,811,131
85,857,361 91,800,000*
19,026,076 25,922,912

Tableau 4 : Positions des genes d’intérét dans notre extension de fichier.
*Le locus étendu autour d’/GK a été borné a la position de centromere.

Dans un second temps, une analyse globale des données a été réalisé pour chaque patient, et

nous rapportons dans ce travail certaines des anomalies récurrentes dans les DLBCLs.
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IV. RESULTATS

A.  Evaluation qualitative des échantillons

Préalablement a l'interprétation de la COG, une évaluation de la qualité des données est
essentielle. Pour chaque patient, les criteres qualité des échantillons sont rapportés : d’une
part les criteres analytiques, reflet de la technique, et d’autre part les criteres post-analytiques
générés suite a I'alignement des données acquises au génome de référence (tableau 5). Ces
données sont comparées aux recommandations établies dans le travail de Brynn Levy (56).

La qualité de I'analyse est optimale ou quasi-optimale pour 10 patients (67%), sous-optimale

pour 3 patients (20%), et 2 patients n’obtiennent pas de résultat satisfaisant (13%).
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Criteres analytiques Criteres post-analytiques

Moyenne Moyenne Mt::ﬁ:ne Couverture Couverture Score de CNV.
Patient N50 N50 dalignement effective  Sexe post- P‘::LC:O“;’:' CT:::Lar::l)t: :I‘;ec Qualité**
2150kbp 220kbp (%) (X) analyse (X)  _itendu marquage
a:/t‘;':gz , 2230kbp 2150kbp 270 2340 : ﬁ':é"es >300X <420 40,25
1 230 120 56,6 142,04 H 11051 808 0,12 /?:f:;g‘aen”tt
2 308 243 83,9 416,11 H 369,58 8,99 0,026 Optimale
3 303 242 88 429,95 F 345,7 13,9 -0,06 Optimale
4 277 147 78,1 379,68 F 341,95 9,88 0,039
5 272 220 86,5 425,08 F 364,95 5,59 0,046 Optimale
6 241 141 79,5 388,82 H 296,25 14,43 -0,05
7 282 197 87,9 438,76 H 390,78 17,74 -0,07 Optimale
8 / / / / / / / / Echec technique
9 267 150 84,7 414,74 H 348 5,04 -0,04 Optimale
10 307 178 85,7 419,12 F 308,7 3,65 -0,07 Optimale
11 236 125 79,7 361,54 F 307,06 13,06 0,14
12 285 190 80,3 390,07 H 313,26 18,64 -0,07 Optimale
13 288 227 86,6 440,41 H 374,02 27,54 -0,1
14 355 250 79,1 390,39 H 295,7 16,58 0,15
15 373 295 70 404,29 H 325,58 12,99 0,034 Optimale

Tableau 5 : Résultats de I'évaluation qualitative des 15 échantillons de la cohorte. L'interprétation de

la qualité est réalisée selon les critéres de Brynn Levy et al. (56)
PLV : Positive label variance, NLV : Negative label variance

B. Comparaison de méthodes

1. Données initiales

L'ensemble des 15 patients a bénéficié d’un caryotype. Un clone anormal est détecté dans 14

cas. Le caryotype était complexe pour 12 cas (tableau 6).
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Patient Formule chromosomique selon I'ISCN

1

10

11

12

13

14

15

51~52,XY,+X,+Y,add(2)(p24),del(3)(q24927),+5,+8,t(14;18)(q32;q21)<inc>[4]/46,XY[4]

47,XY,der(3)t(3;18)(p21;912),add(5)(q13),t(6;13)(q13;q14),-8,der(9)add(9)(p13),+18,add(18)(p11),+1~2mar[cp6]/
46,XY[5]

70~74<4n>,XX,-X,-X,-1,-2,-4x2,-5,-8,-12x2,-13x2,-14,t(14;18)(q32;921)x2,-15x2,-16x2,add(16)(q11),-17,idic(17)(p11),
-21x2,-22,+4~10mar,inc[cp2]/46,XX[20]

46,XX,del(1)(p32p22),del(1)(q42q43),add(2)(p21),del(6)(q13923),dup(12)(?q13021),t(14;19)(q32;q13),add(15)(q24)[10]
47,XX,+2[4]/48 XX, +3,der(22)t(1;22)(?q11;q12),+mar[3]/46,XX[15]
46,XY,?add(3)(q26),del(6)(q22),t(8;14)(q24;932)[8]/46,XY[2]
47,XY,t(3;22)(q27;q11),t(6;11)(p21;q13),+7,t(8;14)(q24;32),der(14)t(8;14),der(22)t(1;22)(q11.2;p11)[5]

78~80<4n>,XXYY,+Xx2,dup(1)(p21p36),del(1)(p32p35)x2,-3,ins(3;?)(q21;?),-4x2,-5x2,-6x2,-9x2,-10,-13x2,-14x2,-15,
-16x2,-17x2,der(18)t(14;18)(q32;921)x2,add(19)(q13),+20,-22x2,+5~8mar,inc[cp4]/46,XY[5]

47 X,-Y,+X?c,del(2)(q24927),+3,t(3;14)(927;932),add(6)(q21),+18,+1~3mar,inc[cp7]/47,X,-Y,+X?c[5]
48,XX,+X,t(2;3)(p12;927),del(6)(q21925),+7,del(7)(p15),t(8;22)(q24;911)x2,t(14;18)(q32;921),-16,-17,+mar[CP5]

48,X,?t(X;18)(927;912.1),+X,t(1;8)(p22;911.2),t(3;14)(q27;932),del(4)(q21g32),del(6)(q13927),inv(6)(p21.3913),+7,
der(11)t(11;12)(g21;913),-12,add(17)(p11),add(19)(p13),add(22)(q13)x2,+mar[cp9]

46,XY[20]

45,X,-Y,del(1)(g32g44),der(3)add(3)(p21)dup(3)(q21g27)add(3)(q27),del(3)(q12q29),del(8)(?q13?g23),del(13)(q14q31),
add(14)(q32),-17,dup(18)(q12g21),i(18)(q10),-20,+22,+mar[cp7]

48 XY,dup(1)(932921),+3,der(3)t(3;3)(p25;q923),der(8)t(8;8)(p11.2;q24.1),add(12)(p12),i(18)(q10),-22,+marl,+r[8]/
46,XY[4]

49,XY,trp(1)(g21942),+del(2)(q3?4),+8,-10,-14,t(14;18)(932;921),+3mar[1]/46,XY[19]

Tableau 6 : Données caryotypiques initiales : formules chromosomiques des 15 patients.

Des analyses FISH complémentaires a la recherche d’anomalies aux loci relevants de la
classification OMS 2022 (MYC, BCL2, BCL6) sont réalisées dans la totalité des cas. La FISH met
en évidence un remaniement de BCL6 pour 7 patients (58%), un remaniement de MYC pour 5
patients (42%) et un remaniement de BCL2 pour 5 patients (42%) (tableau 7). Deux patients
présentent I"association MYC/BCL2 dont un avec remaniement de BCL6 additionnel (patient 3
et 10). Deux autres patients présentent |’association MYC/BCL6 sans remaniement de BCL2

(patient 6 et 7).
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Patient

Caryotype e

BCL6-r

MYC-r ’ ’

BCL2-r

Tableau 7 : Synthese des données de caryotype et FISH des 15 patients.

Légende : Les cases noires désignent un caryotype complexe ; la case pointillée, un caryotype anormal
non complexe ; la case blanche, I'absence d’anomalie détectée. Les cases colorées (orange, rouge,
violet) désignent I'identification du remaniement par FISH.

Dans le cas ou le caryotype est normal, la FISH met en évidence un remaniement de BCL6 dans
la population interphasique, cette discordance s’explique par I'absence de division du clone
tumoral dans les conditions de culture et représente une des limites du caryotype.

Trois cas ne présentent pas de remaniements aux loci BCL6, MYC et BCL2 au caryotype ou en
FISH.

Les sondes FISH utilisées couvrent également le locus IGH, ce qui a permis d’affirmer son
implication dans certaines de ces translocations avec les oncogenes BCL6, BCL2, ou MYC, ces
données sont répertoriées dans le tableau 7. Sur 'ensemble des 17 remaniements identifiés,
10 impliquent IGH, 2 IGL et 1 IGK (également confirmés en FISH), en conséquence, 4
remaniements restent partiellement caractérisés avec un partenaire non identifié. Parmi les
5 remaniements de MYC, la FISH identifie I'implication d’un locus d’IG dans 3 d’entre eux, les

2 autres sont des translocations MYC a partenaire non-/G.

2. Comparaison des données caryotype/FISH a la cartographie optique

Les résultats obtenus pour la COG sont classés comme concordants avec le caryotype et la
FISH si les anomalies détectées le sont également en COG, les deux patients pour lesquels la

COG est un échec sont exclus. Les résultats sont présentés dans le tableau 8.
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Patients

2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 Technique

Caryo/FISH

CoG

Caryo/FISH

CoG

Caryo/FISH

CoG

Concordance

Tableau 8 : Identification des remaniements aux loci BCL6, MYC, BCL2. Les cases colorées désignent
Iidentification du remaniement par caryotype/FISH ou par COG.

La COG est en mesure de mettre en évidence tous les réarrangements impliquant MYC, BCL2
et BCL6 détectés préalablement par caryotype et FISH.

La COG identifie un remaniement de MYC supplémentaire non vu en caryotype et FISH, pour
le patient 15 : il s’agit d’une insertion cryptique d’un fragment chromosomique de 350 kbp,
émanant du chromosome 9 (9p13), a proximité du géne MYC (figure 28). Ce remaniement
reste indétectable par la FISH avec les sondes utilisées en raison de sa trop petite taille qui ne
permet pas la dissociation des signaux fluorescents. A noter que le locus 9p13 inséré est un
partenaire récurrent non-/G décrit dans les réarrangements de MYC. La mise en évidence de
cette anomalie associée a la présence du remaniement IGH::BCL2 modifie le diagnostic du
patient reclassé en DLBCL/HGBL-MYC/BCL2 selon 'OMS 2022. Initialement, les examens de
cytologie et cytométrie en flux effectués pour ce patient ne permettaient pas de statuer entre
un syndrome lymphoprolifératif B et une LAL BIV selon EGIL: cellules de morphologie
immature et mise en évidence d’une population lymphoide B monotypique lambda évaluée a

70% des lymphocytes circulants, et de score de Matutes a 2 en immunophénotypage.
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Figure 28 : Insertion cryptique d’une séquence de 350kb, issu du chromosome 9, au locus du gene MYC (8g24)
mise en évidence par cartographie optique et invisible en FISH et caryotype pour le patient 15.

A : Analyse FISH avec la sonde XL t(8;14) MYC/IGH/8cen Metasystems. B : Insertion de la région 9p13.2 (locus
ZCCHC7) en 8q24, locus de MYC. C : Vue de la molécule du patient (bleue) caractérisée par une insertion 9p13
au locus de MYC en 824, la formule chromosomique est ins(8;9)(q24.21;p13.2p13.2).

3. Partenaires des translocations impliquant MYC, BCL2 et BCL6

En cohérence avec la FISH, la cartographie optique permet de confirmer I'implication d’/IGH
comme partenaire de translocation des oncogenes MYC, BCL2 ou BCL6 dans 10
remaniements, d’/GL dans 2 remaniements et d’/GK dans 1 remaniement.

La cartographie optique permet I'identification des partenaires non-/G dans les 4 cas décrits
partiellement en technique de caryotype et FISH (tableau 9). A noter que le remaniement de

MYC par insertion non vue en FISH fait également intervenir un partenaire non-/G (tableau 9.
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Remaniements non-IG

Patient

Remaniements Locus d’intérét
1(5;9)(q14.3;p13.2) et

2 (5:9)(a14.3;p13.2) MYC (8G24)
t(5;8)(q14.3;924.21)

3 t(8;12)(q24.21;p12.1) MYC (8924)

12 t(3;9)(q27.3;p13.2) BCL6 (3927)

13 t(3;3)(q12.3;927.3) BCL6 (3927)

15 ins(8;9)(q24.21;p13.2p13.2) MYC (8q24)

Région partenaire
9p13, loci des génes PAX5, GRHPR, ZCCHC7
et FRMPD1

12p12 a proximité de LRMP

9p13, loci des génes PAX5, GRHPR, ZCCHC7
et FRMPD1

3q12.3, a proximité de NFKBIZ

9p13 contenant les genes PAX5, GRHPR,
ZCCHC7 et FRMPD1

Tableau 9 : Partenaires non-/G impliqués dans les remaniements de MYC pour les patients 2, 3 et 15, et

BCL6 pour les patients 12 et 13.

Pour trois de ces cas, la région partenaire correspond a la région 9pl13, ou se situent

notamment les genes PAX5 et ZCCHC7 (patient 2, 12 et 15), deux cas sont remaniés avec MYC,

un cas avec BCL6. Un remaniement est issu d’une translocation simple (patient 12), un

remaniement est plus complexe impliquant un troisieme chromosome partenaire (patient 2),

et le troisieme remaniement correspond a l'insertion décrite au paragraphe précédent

(patient 15) (figure 29).
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igure 29 : Implication du locus 9p13 dans 3 remaniements non-/G avec les oncogenes MYC et BCL6

A : Translocation complexe impliquant les chromosomes 5, 8 et 9, patient 2. B : La molécule du patient
(bleue) est issue d’une translocation t(5;9)(q14.3;p13.2) et d’'une t(5;8)(q14.3;q24.21), la résultante est la
juxtaposition de MYC au locus PAX5/ZCCHC7. D : Translocation simple t(3;9)(g27.3;p13.2) juxtaposant
BCL6 au locus 9p13 PAX5/ZCCHC7. E : La molécule du patient (bleue) montre la juxtaposition de BCL6
(3927) avec la région 9p13 PAX5/ZCCHC7. F : Insertion de la région 9p13.2 (locus ZCCHC7) en 8q24 locus
de MYC. G : Vue de la molécule du patient (bleue) caractérisé par une insertion 9p13 au locus de MYC, la

formule chromosomique est ins(8;9)(q24.21;p13.2p13.2).



Un autre partenaire non-/G est retrouvé dans une t(8;12)(q24.21;p12.1) impliquant MYC et le

locus du géne LRMP en 12p12.1 (patient 3) (figure 30).
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Figure 30 : Translocation t(8;12)(g24.21;p12.1) juxtaposition MYC::LRMP, patient 3.

A : Translocation visualisée sur le Circosplot. B : Translocation juxtaposant MYC et LRMP vue avec la
Genome Browser Interface

Le dernier cas est complexe, la COG permet de confirmer et de préciser le remaniement
atypique de BCL6 en FISH (patient 13). En effet, I’analyse FISH montre une séparation des
signaux rouge et vert caractérisant un remaniement du /locus BCL6, toutefois, ce signal n’est
pas classique puisque déséquilibré (perte d’un signal rouge 5’-BCL6) et dupliqué (gain du signal
vert 3’-BCL6) (figure 31). La COG identifie une translocation t(3;3)(q12;927), qui entraine la
juxtaposition de BCL6 a la région 3gl12. Le locus en 3ql12 n’est pas une région non-IG
récurrente a ce jour, elle pourrait impliquer le gene NFKBIZ, un inhibiteur de la voie NFKB

localisé en 3g12.3.
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Figure 31 : Remaniement complexe et déséquilibrée du locus de BCL6, patient 13.

A : Chromosomes 3 anormaux au caryotype. B : Sonde XL BCL6 BA (MetaSystems), I'extrémité 3’-BCL6
correspond au signal vert et I'extrémité 5’-BCL6 au signal orange. C : FISH métaphasique mettant en
évidence un chromosome 3 anormal avec deux signaux 3'-BCL6 et un signal 5'-BCL6 attestant d’un
remaniement déséquilibré du locus BCL6. D : Translocation t(3;3)(q12.3;927.3) juxtaposition de BCL6 au
locus 3q12 et NFKBIZ vue en COG.

4, Précision des points de cassure autour de MYC

Les réarrangements du locus de MYC en 8924 peuvent avoir une localisation variable autour
du géne, les remaniements non-IG::MYC et IGL ou IGK::MYC sont souvent situés en aval du
géne (coté télomérique), tandis que les remaniements IGH::MYC se localisent
préférentiellement en amont (c6té centromérique) (57). De maniére récurrente également,
la distance entre le point de cassure et le gene peut étre trés variable, avec parfois des
éloignements jusqu’a 3 Megabases (21).

Les points de cassure autour de MYC dans cette série sont répartis en amont et en aval de

MYC, sur une région de 781 kbp (figure 32).

80



SHGC-149687 —
RH48719 —
WI-1203 — .
POUSF1B T, 4%k
RH42764 —
D851128 —
MYC +o 5
3 MYC T,
737 kb ~1,48 Mb
pes1535— _ |
5
PVT1
3 it
D851207 573 kb
SHGC-9463
8qg24.21
D8S1780 —
XL MYC/IGH/cen8 (Metasystems) XL MYC BA (Metasystems)
ERGaRCE) - W SN aco W SR GIED o CRED IS e e W RN TN e ]
456 000 Bp 573 000 Bp
XL MYC BA I «— 1480000 8p
737 000 Bp
XL MYC/IGH/cen8 5 |
mMYC
+
Patients 6 et 7 Patient 10 Patient 2
127 737 920 128 031 932 128 519 615
IGH::MYC 1GL::MYC Non-IG::MYC
Patient 3 Patients 13 et 15
127 786 622 128 216 153
Non-IG::MYC Non-/G::MYC

Figure 32 : Représentation schématiques des points de cassure identifiés au locus MYC dans la série.

Il est intéressant d’établir un paralléle entre ces points de cassure et les designs des sondes
commerciales MYC. En effet, la sonde XL IGH/MYC/cen8 de Metasystems identifie
spécifiguement les réarrangements IGH::MYC car son signal est tres focal sur MYC, cela
permet d’identifier par exemple des insertions d’/GH au locus de MYC, toutefois, la zone en
aval du gene est restreinte et ne permet pas d’identifier certains remaniements de MYC. A
I'inverse, la sonde XL MYC breakapart de Metasystems couvre une portion large en amont et
en aval du gene mais n’est pas couvrante, elle permet de voir un panel plus large de
translocations mais n’identifierait pas les mécanismes variants tels que les insertions au locus

de MYC (figure 32).
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C. Apport d’informativité

1. Autres translocations d’intérét impliquant les loci IG

La cartographie permet de révéler des partenaires de remaniement des loci des genes des
immunoglobulines IGK, IGH et IGL autres que BCL6, MYC, et BCL2. Dans notre série, la

cartographie optique détecte deux réarrangements impliquant /GH.

Une translocation t(14;19)(q32;q13) chez le patient 4, cette translocation est partiellement
caractérisée par FISH, cependant le partenaire reste non identifié en 19q13. Grace a la COG,
le remaniement est précisé et entraine la juxtaposition des genes IGH et SPIB en 19q13. La

dérégulation de ce géne est décrite dans les DLBCL de type ABC (58) (figure 33).
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Figure 33 : Translocations du locus IGH avec un partenaire sur le chromosome 19.

A : Circosplot mettant en évidence les différents remaniements retrouvés chez le patient 4. B : Translocation
t(14;19)(g32;913) sur circosplot. C : Translocation t(14;19)(g32;q13) : juxtaposition d’'/GH a la région 19q13
contenant SPIB.

Une seconde translocation t(14;17)(q32.33;g12) avec implication en 14932 d’IGH avec un
locus en 17q12 est retrouvée en COG (figure 34). Selon les données actuelles de la littérature
le locus 17912 n’est pas un locus partenaire récurrent, ce remaniement entraine une
juxtaposition d’/GH avec le géne DUSP14 (Dual Specificity Phosphatase 14), une étude des
niveaux d’expression de la protéine DUSP14 devra étre effectuée pour confirmer la

dérégulation du gene.
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Figure 34 : Translocation t(14;17)(g32;912) menant a une juxtaposition IGH::DUSP14, patient 13.

A : Caryotype du patient 13 : ajout de matériel additionnel sur le bras long du chromosome 14. B : FISH
métaphasique XL t(8;14) MYC/IGH/8cen Metasystems: séparation du signal /GH sur le chromosome 14
anormal. C : Translocation t(14;17)(q32;q12) sur le Circosplot. D : La translocation t(14;17)(q32.33;912)

mene a la juxtaposition d’/GH (14q32) avec DUSP14 (17q12).

2. Détection d’anomalies récurrentes d’intérét

Le profil de cartographie optique des échantillons obtenus sur cette série se révele tres
complexe, en effet le nombre moyen d’anomalies détectées par cas est de 96. Outre les
remaniements des loci MYC, BCL2 et BCL6 détectés nécessaires a la classification selon ’'OMS

2022, nous avons pu mettre en évidence des anomalies cytogénétiques récurrentes dans cette

pathologie :
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- Une délétion de CDKN2A/2B en 9p13 pour 5 patients (figure 35)
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Figure 35 : Délétions récurrentes du locus 9p21.3 incluant CDKN2A et CDKN2B (patient 3, 9, 10, 15) et

CDKN2B (patient 6).



Trois amplifications focales massives (>5 copies) pour 3 patients impliquant des
régions d’intérét dans les DLBCLs.
Le patient 14 présente une amplification (5 copies de la région) de 2,8Mbp en 2p16, région

ou se localise notamment les génes REL et BCL11A (figure 36).
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Figure 36 : Amplification BCL11A et REL, patient 14.

A : Circos plot patient 14. B : Vue de I'amplification en nombre de copies.

Le patient 12 présente une amplification au locus 11p13, incluant le gene CD44. Cette région

d’ADN est présente a environ 12 copies et représente 1,6Mbp (figure 37).
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Figure 37 : Amplification de CD44 chez le patient 12.

Mise en évidence de I'amplification de la région comportant CD44 sur le Circosplot en A, sur la Whole
Genome Interface en B et C.

Le patient 13 présente une amplification d’'une région de 1,9Mb au locus 14q31.1. Cette région
inclut notamment le géne DIO2 et TSHR, la région amplifiée est présente a 8 copies d’ADN.
Cette anomalie a été rapporté comme récurrente dans une série de DLBCL extraganglionnaire

d’origine thyroidienne (figure 38)
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Figure 38 : Amplification du locus 14931.1 chez le patient 13.

Mise en évidence de I'amplification de la région 14q31.1 sur le Circosplot en A, sur la Whole Genome
Interface en B et C.
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V. DISCUSSION

Actuellement la cytogénétique des DLBCLs et lymphomes B agressifs repose sur des méthodes
standards, le caryotype et la FISH. Celles-ci permettent de mettre en évidence les anomalies
intégrées dans la classification diagnostique établie par 'OMS (23). Toutefois, ces techniques
de détection présentent des limites : la FISH bien que quasi-systématique reste ciblée sur la
détection des anomalies classantes (BCL2, BCL6 et MYC) et ne permet pas une caractérisation
exhaustive de toutes les anomalies clonales de I’échantillon, le caryotype étant le plus souvent
hautement complexe. De plus, le caryotype et la FISH nécessitent un temps technique non
négligeable avec un process en deux (caryotype et FISH) voire trois temps (FISH BCL2 et BCL6
selon résultat de MYC). Linterprétation n’est pas toujours aisée et l'identification des
partenaires de translocations peut s’avérer difficile. Par ailleurs, la pauvreté de certains
prélevements, le délai de prise en charge avant la mise en culture ou I’échantillon lui-méme
sont également des criteres limitants qui concourent dans une proportion non négligeable a
I’échec de I'analyse cytogénétique conventionnelle.

Dans ce contexte nous avons souhaité évaluer les capacités et I'apport de la cartographie
optique du génome (COG), qui représente un outil cytogénétique de nouvelle génération,
dans les DLBCLs et lymphomes B agressifs. Cette technologie innovante permet la détection
des variants structuraux et numériques d’un clone tumoral y compris au sein de
remaniements complexes, en une étape technique et dans un délai théoriquement
compatible avec la prise en charge des patients. Cette technologie présente I'avantage d’une
résolution a I'échelle génique bien supérieure au caryotype et a la FISH, associée a une vision
pangénomique. Elle nécessite une quantité de cellules bien inférieure a celle nécessaire pour
un caryotype (1,5M vs 10M). D’autre part, elle pourrait contribuer a détecter des anomalies
additionnelles d’intérét clinique, diagnostique, pronostique et/ou théranostique (27,28).
Dans cette étude, 15 patients au diagnostic d’'un DLBCL ou d’un lymphome B agressif ont été
inclus a partir des échantillons recueillis dans le cadre de la prise en charge cytogénétique
conventionnelle au laboratoire de cytogénétique du CHU de Lille entre janvier et septembre
2024. Les études de caryotype et FISH ainsi que celles de COG ont été menées en parallele sur
le méme prélevement afin de comparer l'identification des remaniements classants entre

I’'approche cytogénétique standard et la cartographie optique de Bionano Genomics.
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La comparaison des résultats obtenus montre une concordance de la COG avec les données
obtenues par caryotype et FISH concernant les remaniements structuraux des loci d’intérét
étudiés, sous réserve d’'une qualité d’échantillon suffisante. Dans un cas, la COG a permis le
redressement diagnostique d’un patient par mise en évidence d’un remaniement de MYC,
avec un partenaire non-IG, issu d’une insertion chromosomique non vue en techniques
standards. Les insertions chromosomiques sont des mécanismes variants récurrents, la
littérature rapporte environ 2% d’insertions cryptiques d’/GH au locus de MYC sur une série
de lymphome de Burkitt (24).

La COG identifie les partenaires de translocations et met en évidence des partenaires non-IG
récurrents (20,21). La région partenaire en 9p13 qui se situe a proximité des genes PAX5 et
ZCCHC7 a été identifié 4 fois dans notre série, cette région est récurrente notamment dans les
réarrangements non-/IG de MYC (59). Il a été constaté que le point de cassure en 9p13 se
trouvait a proximité du gene PAX5, a des distances variant de quelques paires de bases a
qguelques mégabases, mais aussi que la translocation de MYC avec ZCCHC7 pouvait jouer un
réle dans la surexpression de ZCCHC7 et dans la survie des cellules du lymphome (57). La
région 9p13 est également identifiée dans un remaniement impliquant BCL6 dans notre série.
Dans la littérature, les translocations BCL6::non-IG ont déja été décrites et présentent des
caractéristiques communes telles qu’un point de cassure sur le gene partenaire situé a
proximité de la séquence du promoteur (60). A ce jour, plus de 20 loci chromosomiques, non-
IG, impliqués dans les translocations avec BCL6 ont été décrits (61). A la suite de la
translocation dans ces cas, la structure de la protéine Bcl-6 n'est pas affectée, mais la région
promotrice du gene BCL6 est substituée a celle de chaque partenaire, respectivement, et le
géne BCL6 remanié est sous le contréle d’un autre promoteur (61).

Une translocation 1t(8;12)(q24.21;p12.1), identifiée dans notre série, entraine une
juxtaposition de MYC::LRMP. LRMP est situé en 12p12.2 et est un partenaire non-/G récurrent
de MYC (62). LRMP est une protéine exprimée dans les cellules du centre germinatif mais aussi
dans les DLBCL-GC, et sa translocation avec MYC pourrait jouer un réle dans la présentation
clinique et le pronostic des patients présentant une t(8;12)(q24;p12) (62,63). L'impact
pronostique des remaniements de MYC selon les partenaires /G ou non-/G reste débattu (64—

66).
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Par ailleurs, la variabilité des points de cassure des remaniements impliquant MYC est illustrée
dans notre série et, comme évoqué dans la littérature, les remaniements a partenaires non-
IG se produisent en aval du gene (21).

Par ailleurs, la précision apportée par la COG permet également l'identification de partenaires
d’IGH non décrit par la FISH. La translocation t(14;19)(q32;913) qui conduit a une juxtaposition
d’/GH a proximité de SPIB. Le géne SPIB code pour la protéine spi-b, un activateur
transcriptionnel qui agit comme promoteur spécifique des cellules lymphoides. Spi-b est
impliqué dans la signalisation des BCR par la voie NF-kB (67). Cette voie est impliquée dans la
pathogénese des DLBCL. Des gains de SPIB sont décrits dans les DLBCLs, principalement dans
le sous-type ABC (58). Ils pourraient participer a la transformation oncogénique des
lymphocytes B par la répression du programme de différenciation en plasmocytes.
L'expression de SPIB est normalement éteinte lors de la différenciation en plasmocytes. Dans
les cellules de macroglobulinémie de Waldenstrom (MW), spi-b s'est avéré surexprimé, et le
blocage de spi-b a favorisé la différenciation des cellules MW en plasmocytes. Cela suggere
gue des niveaux élevés de spi-b, comme observé dans 26% des DLBCL-ABC (53), peuvent
induire I'arrét de la différenciation de ces cellules et contribuer ainsi a la transformation
oncogénique (67). Cette surexpression de spi-b est la conséquence d’une amplification d’un
segment télomérique du chromosome 19 dans lequel se trouve SPIB (53), bien que de
mécanisme génétique différe dans notre série, la translocation du géne SPIB a proximité d’IGH
mene vraisemblablement a son hyperexpression. Ce mécanisme a été décrit dans une lignée
cellulaire de DLBCL-ABC, mais jamais a partir d’un échantillon frais (53).

Une seconde translocation impliquant /GH a été détectée par COG, t(14;17)(q32.33;q12), elle
entraine la juxtaposition d’/GH et de la région 17q12 ou se localise notamment DUSP14.
DUSP14, ou MKP6, est un gene codant pour une protéine impliquée dans I'inactivation de la
voie des MAP kinases (MAPK) par déphosphorylation de ERK, JNK et p38. Les MAPK régulent
diverses réponses cellulaires, telles que la prolifération, la réponse au stress, la différenciation
et la défense immunitaire, et I'activation de la voie se fait par cascade de phosphorylation. Les
phosphatases a double spécificité (DUSP) sont responsables de la déphosphorylation des
résidus de thréonine et de tyrosine des MAPK. Cette voie des MAPK est étroitement liée a
celle de NF-kB, cependant son implication dans les hémopathies lymphoides semble encore

discutée (54). Il s’agit donc d’'un remaniement pour lequel les données actuelles ne
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permettent pas d’affirmer le caractéere récurrent, mais dont la fréquence et I'impact
physiopathologique pourrait étre évalués avec le déploiement de la COG dans les DLBCLs.
D’autres anomalies d’intérét ont pu étre mises en évidence dans notre série : 4 patients
présentent une délétion de CDKN2A/2B. Les études de Chapuy et al et Whrigt identifient
chacune 5 a 6 sous-groupes de DLBCLs ou la récurrence des délétions ou inactivation de
CDKN2A/2B est décrite dans le groupe C2 de Chapuy, groupe associé a une instabilité
génomique, dans la classification de Wright les délétions de CDKN2A/2B sont décrites dans le
groupe MCD associé a un envahissement extra-ganglionnaire (27,28). Par ailleurs la délétion
de CDKN2A/2B est une anomalie particulierement fréquente dans les hémopathies et les
cancers solides, et serait associée dans les DLBCLs a une valeur pronostique défavorable (68).
Par ailleurs, nous observons des amplifications focales chez trois patients. L'une d’entre elle
concerne le locus 2p15 ou se localisent les genes REL et BCL11A. Les DLBCLs hyperexprimant
la protéine c-REL sont décrits, il s’agit dans la totalité des cas de DLBCLs de type GC (69). Cette
anomalie est associée a une valeur pronostique défavorable (69). Ici, le lymphome est classé
en LZM-transformé et présente par ailleurs d’autres caractéristiques génétiques associées a
cette entité (trisomie 3 et 18q). Ce résultat souléve la nécessité d’un regard transversal sur les
différents éléments cliniques, morphologiques, phénotypiques, cytogénétiques et
moléculaires.

Une amplification du locus 14931, couvrant les genes DIO2 et TSHR, est rapportée pour un cas
de la série, il concerne un patient dont le diagnostic avait été porté sur une biopsie cervicale
ganglionnaire chez un patient qui présentait une atteinte jugulo-carotidienne et médiastinale
massive. L'amplification de ce locus n’est pas récurrente a I'échelle des DLBCLs en général,
toutefois une étude décrit sa récurrence sur une série de DLBCLs extra-ganglionnaires
thyroidiens (70). L’analyse de large cohorte composée de différents sous-types histologiques
de DLBCLs serait nécessaire pour relever la récurrence et I'impact de ce type d’anomalie.
L"amplification du locus 11p incluant le gene CD44 a été recensée dans un cas de notre série,
la surexpression de CD44 est décrite dans les hémopathies lymphoides et d’autres types de
cancers. Elle survient notamment dans les DLBCLs de type ABC et les lymphomes
plasmablastiques, représentant un argument de précision diagnostique (71).

La mise en évidence et la caractérisation de ces anomalies additionnelles pourraient
permettre d’apporter des orientations pronostiques, voire d’affiner le diagnostic avec

I’émergence de profils génétiques de plus en plus complets.
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Ce travail constitue des résultats préliminaires sur I'évaluation de la cartographie optique du
génome dans les DLBCLs. Toutes les données obtenues n’ont pas été présentées dans ce
rapport et font I'objet d’un travail complémentaire au laboratoire. De plus, I'élargissement de
la cohorte, le recueil des éléments cliniques et le développement d’outils d’aide a
I'interprétation tel que des fichiers bed répertoriant les anomalies lymphoides récurrentes par
pathologie sont a venir, notamment en collaboration avec le groupe francophone de
cytogénétique (FrOGG: French speaking OGM Group from GFCH; GFCH: Groupe
Francophone de Cytogénétique Hématologique).

Certains points beaucoup plus généraux dans la pratique courante de la biologie médicale tels
que le délai de réalisation ou de rendu des résultats en comparaison d’un bilan cytogénétique
standard (caryotype et FISH), le colt de I'analyse, I'intérét clinique au moment du diagnostic
et de la rechute, mais également I'intérét théranostique de la COG n’ont pas été évalués dans
ce travail. Ces études pourront faire I'objet d’un travail complémentaire et d’'une évaluation

sur une plus large cohorte notamment dans un contexte national (étude GFCH en cours).
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VI.  CONCLUSION

En conclusion, cette étude a permis de démontrer l'intérét de la cartographie optique du
génome (COG) pour rechercher les anomalies génétiques dans les lymphomes B agressifs, en
particulier le DLBCL. La COG a montré une capacité supérieure a celle des méthodes
classiques, comme le caryotype et la FISH, a identifier et préciser les remaniements génétiques
complexes impliquant les loci des genes MYC, BCL2 et BCL6. Une qualité d’acquisition et
d’alignement des données est impérative.

Toutefois, bien que nos résultats soient prometteurs, ils sont limités par la taille de notre
cohorte. Une étude plus large serait nécessaire pour valider la concordance avec le caryotype
et la FISH a plus grande échelle et évaluer pleinement l'impact clinique des anomalies
cytogénétiques additionnelles élucidées par la COG. Il pourrait étre également intéressant de
combiner ces données avec les profils mutationnels et de les confronter aux classifications
proposées par Chapuy et Wright.

Des investigations supplémentaires devront étre menées pour explorer les autres aspects
pratiques tels que les délais d'analyse, les colts et l'intérét clinique dans la prise en charge du
patient.

En somme, cette étude souligne I'apport indéniable de la cartographie optique du génome
dans la caractérisation cytogénétique des DLBCLs, notamment pour les cas complexes et
difficiles a caractériser. Ce travail a permis de démontrer la faisabilité de la technique sans
nécessité de prélevements supplémentaires. L'évaluation de sa place dans la routine
hospitaliere en tenant compte des délais, des colits et des bénéfices cliniques, sera essentielle
pour ancrer son intégration a long terme dans la prise en charge des patients atteints de

lymphome B agressif.
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Résumé :

Cette étude évalue la cartographie optique du génome (COG) pour la mise en
évidence des remaniements génétiques classants dans les lymphomes B agressifs,
en particulier le lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL). L'objectif principal est
de comparer la détection des anomalies par la COG par rapport aux meéethodes
cytogénétiques classiques, telles que le caryotype et I'hybridation in situ en
fluorescence (FISH). Dans cette étude, 15 échantillons de patients atteints de
lymphomes B agressifs ont été analysés avec la COG a partir de I'échantillon
préalablement évalué en cytogénétique classique. La technique permet de détecter
tous les remaniements de BCL6, MYC et BCL2 observés en techniques standards et
révéle un remaniement de MYC cryptique non détecté. Elle caractérise les partenaires
de translocations /G et non-IG, et met en évidence d’autres anomalies additionnelles
récurrentes dans les DLBCLs. En conclusion, la COG est un nouvel outil
pangénomique offrant une détection précise et plus exhaustive des anomalies du
DLBCL et des lymphomes B agressifs en une seule étape.
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