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RESUME en francais

Les cytokines sont d’importants médiateurs damdhisiopathologie des lymphomes hodgkiniens
(LH). A partir d’'une cohorte de 464 patients, nausns évalué I'impact pronostique de onze SNPs
parmi les génes de cytokineld 10 (rs1800890, rs1800896, rs1800871, rs18008FA
(rs1800629)|L6 (rs1800795)|L1B (rs16944)1LRN (rs419598)INFG (rs2430561)|L12
(rs3212227)CCL17 (rs223828). Le génotypage du SNP del2 montre une distribution différente

de celle attendue dans la population générale ¢elmst de Hardy-Weinberg. Ce résultat suggere que
les variations génétiques dé&Ll12 pourraient étre impliquées dans la susceptililité H. Les patients
porteurs du génotydé 10-1082AA présentent un taux de rémission completieadtement initial
supérieur aux patients présentant un autre gén¢®adé vs. 88%° = .02). Pour les patients de stade
avanceé -1V, le taux de survie globale a 6 artsseatistiquement différent entre les génotyid®-
592AA/CC/AC etIL10-819TT/CC/CT (100%, 94%, 78%,= .03). Ce résultat est retrouvé pour les
patients porteurs de LH n’exprimant pas 'EBV. Plas LH EBV négatif, le taux de survie sans
progression a 6 ans est différent en fonction dwtype du TNFA-308AA/GG/AG (100%, 84%,

68%,P = .03). Il n'a été pas retrouvé de corrélatiorretes génotypes et les dosages plasmatiques de
I'IL-10, TNFA, IL-1RA, IL-6. Cette étude montre que “fond génétique immun” est important a
prendre en considération pour définir le pronadéis patients. Le role des SNPs diel0 et duTNFA
dans les LH EBV négatif devra étre confirmé aing influence des variations génétiques del2

dans la susceptibilité au LH.

TITRE en anglais
Study of germline single nucleotide polymorphismgytokine genes of patients with Hodgkin
Lymphoma

RESUME en anglais

Cytokines are important immune mediators implicatedodgkin lymphoma (HL) pathogenesis but
little is known on the role of immune gene variasoWe assessed prospectively the prognostic fole o
cytokine gene single nucleotide polymorphiqi8aIPs) in HL patients (ptsht10 (rs1800890, 448 pts;
rs1800896, 459 pts; rs1800871, 446 pts; rs1800BY2pts),TNFA (rs1800629, 464 ptsht.6
(rs1800795, 201 ptsht.1B (rs16944, 198 pts)LRN (rs419598, 199 pts)NFG (rs2430561, 200 pts);
IL12 (rs3212227, 259 ptsiECL17 (rs223828, 198 pts)L12 genotype distribution appears
significantly different from what observed in gealgnopulation according to Hardy-Weinberg test
which was already observed in another publishedlysti10-1082AA genotype was associated with
better complete response than othd0 genotypes (95% vs. 88%=.02). For patients with stage IlI-
IV HL, the 6-year overall survival was statistigadlifferent betweehL10-592AA/CC/AC and L10-
819TT/CC/CT genotypes (100%, 94%, 78%; .03). This prognostic effect was observed in EBV
negative but not in EBV-positive HL. In EBV-negagi¥L, TNFA308AA/GG/AGgenotypes had a
different 6-year progression-free survival (100%%8 68%,P = .03). No correlation was observed
between genotypes and IL-10, TNFA, IL-1RA, IL-6 @kine levels. This exploratory study suggests
an effect ofiL10 andTNFA SNPs in predicting HL outcome but other studiesrageded to decipher
the role of the host immunogenetic backgroundairtigular the relation with EBV. Regarding the
IL12 genotyping results, whethdrl2 polymorphism is implicated in HL susceptibilityeds also to
be clarify.
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MOTS-CLES en frangais Lymphome Hodgkinien, SNP, cytokine, pronostic
MOTS-CLES en anglais Hodgkin lymphoma, SNP, cytokine, prognosis
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Introduction

Les lymphomes malins représentent aujourd’hui le sixiéme cancer par ordre de fréquence en
France, I’incidence de cette pathologie ayant doublée au cours des deux dernieres décennies.
Ces proliférations de la lignée lymphoide sont hétérogeénes, mais 85% d’entre elles sont issues
de la lignée lymphoide B, la plus fréquente de ces entités étant le lymphome diffus a grandes
cellules B (LDGCB) (40 a 50% des cas). Le lymphome Hodgkinien (LH) est une autre entité
bien individualisée dont I’¢lément pathognomonique est la mise en évidence de cellules de
Hodgkin ou de Reed-Sternberg (RS). Les décisions thérapeutiques sont actuellement basées
sur des éléments cliniques ou biologiques simples avec la définition de score pronostique
comme I’Index Pronostique International (IPI) pour les LDGCB et des scores cliniques qui
restent hétérogenes (scores de ’EORTC pour les stades localisés ou d’Hasenclever pour les
stades avancés) pour les LH. L’intégration de score comme le FLIPI (Follicular Lymphoma
IPI) en tant qu’élément thérapeutique décisionnel n’est actuellement pas encore couramment
utilis€ pour la prise en charge initiale des lymphomes folliculaires (LF). L’évolution des
classifications des lymphomes a permis de démembrer ces pathologies complexes a partir
d’¢éléments cliniques, morphologiques, cytologiques et cytogénétiques et pour la derniére
classification publiée en 2008, également moléculaire. Ainsi, les LDGCB sont classés en
profil biologique issu du centre germinatif (GC, Germinal Center) ou ayant un profil
biologique proche de lymphocytes activés (ABC, Activated B-Cell like), post-germinatifs.
L’analyse de la biologie de la tumeur va permettre le développement de thérapies dite ciblées.
Pour reprendre le dernier exemple de lymphome, les LDGCB de profil ABC présentent une
activation et des mutations de la voie NFkB. L’ utilisation d’inhibiteur du protéasome pourrait
permettre de cibler cette voie avec une efficacité potentielle dans les formes ABC. Un essai
thérapeutique britannique va ainsi en premicre ligne de traitement dans les LDGCB
randomiser les patients au diagnostic en fonction de statut GC ou ABC et traiter les LDGCB
ABC soit par RCHOP soit par RCHOP associ¢ au bortezomib. La découverte de voie
d’activation spécifique permet de développer des inhibiteurs ciblés mais la multiplicité des
altérations oncogéniques reste problématique. Ainsi, dans les lymphomes du manteau ou la
voie AKT-Pi3K-mTOR est surexprimée, 1’utilisation d’une thérapie ciblée avec un inhibiteur
de mTOR (temsirolimus) permet d’obtenir une survie sans progression de 4.8 mois, ce qui est
statistiquement supérieur a I'utilisation de chimiothérapie en monothérapie.! La mise en
¢vidence d’anomalie a I’origine plus directement de la transformation néoplasique comme
cela est le cas dans la leucémie myéloide chronique, avec 1’utilisation spécifique d’inhibiteur

de tyrosine kinase ciblant I’activation d’ABL par la fusion des génes bcr-abl, est plus



complexe dans le cadre des hémopathies lymphoides. Paradoxalement, 1’utilisation
d’anticorps thérapeutiques se fixant sur des cibles non connues pour participer a la
transformation oncogénique comme ’antigéne CD20 a permis une évolution thérapeutique
majeure dans le cadre des LDGCB. L’adjonction d’anticorps anti-CD20 (rituximab) a ainsi
amélioré le pronostic des patients porteurs de lymphomes B et plus spécifiquement de
LDGCB.? L’étude de la biologie de la cellule tumorale permet donc a I’évidence 1’émergence
de stratégie ciblée mais également une meilleure définition pronostic. Ainsi, comme déja
mentionné, le statut GC ou non GC défini deux groupes ayant un pronostic différent au sein
du groupe des LDGCB. D’autres scores ont également été développés dans les LDGCB,
intégrant des marqueurs comme FOXP1, MUM1/IRF4, BCL-6 ou c-myc.>* Il est a noter que
le pronostic des patients peut étre évalué indépendamment des données biologiques de la
cellule tumorale, a partir des informations fournies par les cellules non-tumorales du micro-
environnement tumoral. Ceci a été mis en évidence dans les LF ou une réponse immune dite
de type 2 (IR-2), qui comprend des geénes hautement exprimés dans les macrophages et les
cellules dendritiques, est associée a une évolution défavorable.’ L’environnement immun
semble également important puisque le pronostic des patients porteurs de LF et notamment le
risque de transformation dépend de la présence de lymphocytes T régulateurs (LTreg),
FOXP3+ et du type d’infiltration (Diffus vs. Folliculaire) des LTreg.® Plus surprenant, le
pronostic des LDGCB peut également étre évalué¢ uniquement a partir des données du micro-
environnement comme le montre I’étude de Lentz et al.” Enfin trés récemment, une analyse de
I’expression des génes de tumeurs chez des patients porteurs de LH montre qu’un sous-groupe
de patients dont le traitement initial n’a pas été¢ efficace, présente une signature moléculaire
associée aux monocytes/macrophages infiltrant la tumeur, ceci étant validé par une analyse
immunohistochimique sur une cohorte de patients indépendante.® Ces données issues du
micro-environnement sont importantes dans le sens ou elles permettent d’ouvrir des pistes
thérapeutiques sur des cibles présentes dans le micro-environnement tumoral, comme la néo-
angiogénese, la matrice extra-cellulaire et les cellules de I’immunité. Dans ce contexte ou
finalement la biologie de la tumeur et les éléments cliniques du patient au diagnostic ne vont
pas permettre d’appréhender complétement le devenir de la pathologie, un des éléments
essentiels qui peut étre étudié est probablement le fond génétique du patient sur lequel va se
développer la tumeur d’autant que les études sur le micro-environnement comportant des
cellules ‘‘normales’ peuvent permettre de définir le pronostic des patients.

Les premicres données montrant I’importance de la génétique de 1’hdte sont issues de la
pharmacogénomique, basée sur 1’hypothése que le métabolisme des drogues de

chimiothérapie propre de chaque individu, peut étre variable ce qui peut conduire a une
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efficacité moindre du traitement ou au contraire a un exces de toxicité. Les polymorphismes
génétiques au sein des enzymes impliquées dans le métabolisme des produits de
chimiothérapie sont nombreux et peuvent donc modifier leur pharmacodynamie. Les données
les plus connues proviennent des ¢études réalisées dans le cadre des traitements de leucémie
aigu€¢ lymphoblastique, notamment en pédiatrie avec 1’utilisation de chimiothérapie comme
les thiopurines. Ces composés sont métabolisés par la thiopurine S-méthyltransférase (TPMT)
dont I’activité dépend en majorité de trois alleles TPMT 2 (G238C), TPMT 3A (G460C) et
TPMT 3C (A719G) présentant des polymorphismes respectivement au niveau des exons 5, 7
et 10. Le génotypage de ces polymorphismes peut permettre une adaptation des doses du 6-
mercaptopurine pour éviter des toxicités aigués ou une efficacité réduite.

Dans le cadre de pathologies complexes comme les lymphomes, il n’existe pas de fagon
¢vidente, des génes de prédisposition majeurs avec une pénétrance importante. Des analyses
épidémiologiques montrent qu’il existe des facteurs de risque en fonction des antécédents
familiaux d’hémopathie avec un risque accru de présenter un lymphome en cas d’antécédent
familial de lymphome ou d’autres hémopathies avec une augmentation du risque par sous-
type de lymphomes : le risque de présenter un LDGCB est multiplié par 10 en cas
d’antécédents de LDGCB chez les ascendants, par 4 en cas de LF ou de LH.” Cela peut
suggérer la présence d’une prédisposition génétique multifactorielle avec la nécessité de
mettre en ¢évidence ces geénes responsables et leurs variants qui augmenteraient la
susceptibilité au lymphome. Les pathologies dysimmunitaires et les situations d’inflammation
chronique constituent également un facteur de risque connu de survenue de lymphome.'’
Ainsi, le risque est augmenté de 2.6 en cas de présentation personnelle de pathologie auto-
immune comme la polyarthrite rhumatoide (PR), le syndrome de Sjogrén, le lupus ou la
sclérodermie. Il existe également des risques par ‘‘organe’” avec comme exemples classiques
la thyroidite d’Hashimoto et le lymphome du MALT thyroidien ou la maladie cceliaque et le
risque de survenue de lymphome T. On peut donc faire 1I’hypothése d’effet additif ou
synergique entre la présence de genes de prédisposition dont la traduction phénotypique peut
étre mineure et des stimulations antigéniques issues de I’environnement comme des agents
infectieux d’ou de fagon non surprenante la mise en évidence de geénes ‘‘immuns’ de
susceptibilité proches entre les pathologies inflammatoires comme la PR et les lymphomes.
Le systéme immunitaire joue un role majeur dans le développement des tumeurs. La présence
de lymphocytes intra-tumoraux est par exemple associée a une diminution de la fréquence de
développement de métastases dans certains cancers. Paradoxalement, la présence d’une
inflammation chronique, de stimulations antigéniques chroniques ou un terrain

d’immunosuppression, peuvent mener a un processus de cancérisation. Enfin, la tumeur peut
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développer des mécanismes qui lui permettent d’échapper au systeme immun. Les cytokines
jouent un role majeur dans la modulation de la réponse immune et dans la communication
entre les cellules pathologiques et les cellules du micro-environnement. Le réseau de
cytokines permet en situation normale de réguler la différenciation, la multiplication et
I’activation des cellules du systéme immunitaire. L’étude du role des cytokines parait donc
essentielle pour mieux comprendre le développement tumoral, mais cela peut s’avérer
complexe compte tenu des caractéristiques propres des cytokines, a savoir leur pléiotropie, la
redondance de leur activité et leurs modes d’actions variés. L’effet d’une cytokine est donc
toujours @ moduler en fonction de I’activité des autres cytokines. Malgré ces difficultés,
pouvoir influencer le déséquilibre de la balance entre le systéme immunitaire et la tumeur, est
un enjeu thérapeutique majeur. Dans les lymphomes, le pronostic des patients peut étre estimé
par le taux sérique d’un certain nombre de cytokines et ceci de facon indépendante des
variables cliniques habituellement pronostiques dans ces pathologies, comme le stade d’Ann
Arbor, le taux de LDH et I’indice de performance. L’activité des cytokines et des autres
médiateurs du systéme immunitaire peut étre modulée par la présence au niveau de leur géne
de variations génétiques. Ces variations génétiques qui n’ont a priori pas de conséquence
phénotypique majeure, pourraient influencer leur expression, leur régulation ou compte tenu
de I’interdépendance de ces médiateurs et de leur caractére intégré, favoriser un profil immun

favorable au développement de pathologie lymphoide.

L’objectif de ce travail de thése est d’étudier I’impact pronostique de substitutions
nucléotidiques appelées SNPs (single nucleotide polymorphism) au niveau de 1I’ADN
constitutionnel de patients porteurs de LH. Compte tenu de I’importance des cytokines dans la
physiopathologie de ce lymphome, 1’étude a porté sur les SNPs au niveau de leurs genes et
plus particulierement au niveau de leurs séquences régulatrices. Ainsi, onze SNPs au sein de
huit génes de cytokines ont été étudiés a partir d’'une population de 464 patients porteurs de
LH, les prélévements sanguins ayant été obtenus de fagon prospective entre 1998 et 2002 dans
le cadre d’une étude du Groupe d’Etude des Lymphomes de 1’Adulte (GELA) sur ’impact
pronostique des cytokines plasmatiques dans cette pathologie.'' Dans une premiére partie, les
différents aspects composant la diversité génétique seront rappelés. Dans une seconde partie,
aprés un rappel de la physiopathologie du LH, les données de la littérature des SNPs au
niveau des geénes de 8 cytokines étudiées dans notre travail (TNFA, IL-10, IL-6, IL-1B, IL-
1Ra, INFG, CCL-17, IL-12), en lien avec la physiopathologie des LH seront décrites,
notamment les études qui se sont attachées a montrer un caractére fonctionnel de ces SNPs.

Les données de la littérature sur le role des variations génétiques au niveau des geénes des
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effecteurs du systeme immunitaire dans la susceptibilité au lymphome ou leur intérét comme
marqueur pronostique seront ensuite exposées. A partir de ces données de la littérature, notre
travail sur I’impact pronostique des onze SNPs au sein de huit génes de cytokines étudiés sur

une série de 464 patients porteurs de LH, sera présenté et les résultats discutés.
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1. Intérét de I’étude des polymorphismes géenétiques

La caractérisation et la compréhension des variations génétiques constituent un véritable
challenge en génétique humaine tant pour les individus indemnes de toute pathologie que les
personnes malades. Les progres n’ont été possibles qu’a partir du séquencage de 1I’ensemble
du génome et des avancées technologiques nécessaires a ces travaux. La variabilité génétique
se présente sous différentes formes en sachant que les consensus concernant sa nomenclature
évoluent. Le niveau le plus simple est représenté par des variations d’une seule base
nucléotidique (A, T, G, C) correspondant aux substitutions nucléotidiques ou en langage
anglo-saxon ‘‘single nucleotide polymorphism’> ou SNP. Les variations de structure se
caractérisent par toute variation entre les individus qui ne sont pas des SNPs. On distingue les
séquences répétées (mini ou micro-satellites ou VNTR pour ‘‘variable number of tandem
repeats’’) et les insertions/délétions (InDel) correspondant a la présence/absence d’une ou
plusieurs bases alors qu’elles ne sont pas présentent dans un autre génome et dont la taille est
inférieure a 1 kilobase (kb). Les altérations de structure correspondent aux délétions,
duplications, insertions, inversions et translocations. Les variations de structures peuvent ainsi
modifier la quantit¢ d’ADN comme les CNV (copy number variant), qui intéressent des

fragments d’ADN de plus de 1 kb (Figure N°1).
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Figure 1 : Différentes classes de variants génétiques. D’apreés Frazer et al.*?

Concernant les SNPs, ils peuvent étre estimés a environ 11 millions répartis au sein du
génome et surviennent toutes les 100 a 300 paires de bases. Pour ces SNPs, on peut définir
des variants rares qui correspondent a moins de 1% de la population. On peut estimer a 7
millions de SNPs, le nombre de SNPs dont 1’all¢le mineur a une fréquence supérieure a 5%. 11
est important de noter que les différences entre individus se porteront sur des variations

reconnues comme fréquentes plutdt que rares. Ainsi pour un individu donné, la majorité des

11



variations seront situées a la méme position que pour la majorité de la population. Cela est
probablement en rapport avec le fait que des altérations du génome compatible avec la vie
seront présentées par une majorit¢ d’individus. L’analyse des SNPs sur des génomes
entierement séquencés (2 européens, 1 asiatique) montre que sur environ 3 a 4 millions de
SNPs, 67% sont communs aux 3 génomes, 52% communs a au moins 2 génomes et 30%
propres a chaque individu. Plusieurs SNPs localisés a une distance proche peuvent étre
corrélés entre eux, présentant un déséquilibre de liaison (LD, du terme anglo-saxon, linkage
of desequilibrum). Les projets internationaux comme HapMap visent a établir des groupes de
SNPs hautement corrélés qui sont donc transmis ensemble. L’intérét est donc de définir ces
LD qui pourraient permettre de ne rechercher que quelques SNPs ‘‘taggés’’ et connaitre ainsi
la majorité des SNPs. Cela pourrait permettre de réduire le nombre de SNPs ayant une
fréquence allélique supérieure a 5% a 550.000 SNPs en LD. Les SNPs pourront étre définis
comme synonymes lorsqu’ils ne modifient pas 1’acide aminé défini par le codon ou non
synonymes lorsqu’il y a substitution de 1’acide aminé. Des études peuvent ainsi ne se
concentrer que sur 1’é¢tude des SNPs non synonymes supposés fonctionnels en altérant la
séquence des acides aminés. Des bases de données se constituent pour prédire les effets de ces
SNPs dits “‘fonctionnels’” (Predicted Impact of Coding SNPs [PICS] database, Polymorphism
Phentyping [PolyPhen], sifting intolerant from tolerant [SIFT]). Les CNVs correspondent a
des variations du nombre de copies de segment de chromosomes et par conséquent a des
variations du nombre de genes situés au niveau de ces segments de chromosome. Les
variations de structure correspondraient a au moins 20% de la variabilit¢ du génome et
seraient a I’origine de 70% des variations des bases nucléotidiques. Les CNV représenteraient
9 a 25 Mb soit 0.5 a 1% du génome et seraient soit acquis ou transmis somatiquement. En
effet, de vrais jumeaux peuvent présenter des CNVs différents et pour un méme individu les
CNVs varient d’un tissu a 1’autre. Par rapport a une seule copie de gene, la présence de CNVs
va permettre une expression variable des génes et des modifications de fonction puisqu’au
cours des recombinaisons du génome, de nouvelles combinaisons d’exons peuvent étre créées.
I1 existe des exemples de lien direct entre le nombre de CNVs, 1’expression d’une protéine et
un phénotype particulier comme les variations du géne de la chimiokine CCL3L1 et la
susceptibilité a ’infection par le VIH."? Cependant les ‘‘avantages évolutifs” de ce type de
variation restent a étre mieux étudiés puisque la majorité des CNVs sont, sur les données
actuelles, retrouvés que sur une faible proportion de la population. Ce type de variations
nécessite des modifications de structures des chromosomes par recombinaison homologue et
non homologue et I’implication des enzymes de réparation de I’ADN. Cela peut étre a

I’origine de modifications génétiques délétéres et de processus néoplasique.'* Compte tenu du
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fait que les CNVs représentent une proportion importante de la variabilit¢ du génome, il
semble nécessaire comme pour les SNPs de développer des outils qui permettent de mieux les
caractériser d’autant que les déséquilibres de liaison avec les SNPs, qui pourraient simplifier

leur étude, n’est pas formelle.

L’un des enjeux majeurs de I’étude des variants génétiques est de démontrer leur implication
dans I’influence de I’expression des genes et par conséquent de les mettre en relation avec
I’expression d’un phénotype précis. En effet la plupart des variations peut étre neutres et
I’enjeu est de mettre en évidence celles qui ont un caractére fonctionnel. Ainsi il a été montré
expérimentalement dans un contexte cellulaire identique permettant d’éviter toute influence
extra-génétique, que I’expression des génes a une variabilité inter-individuelle."> Comme nous
le verrons dans de nombreuses expériences sur I’influence de I’expression des cytokines, les
SNPs peuvent influencer 1’expression de geéne cible situé a proximité (‘‘en cis’’) soit en
affectant la machinerie de réplication, soit en modifiant la fixation de facteurs de
transcription. L’influence peut également se faire trés a distance du géne cible voir sur un
autre chromosome (‘‘en trans’’) (Figure N°2). Leur détermination est éminemment plus
complexe mais leur présence a ¢été suspectée par les études de liaison montrant que

I’expression d’un gene varie en fonction de variant génétique a distance.

Cis (local) m —
o — ———
e

€]

/ i = —~

Trans (distal)

A —
\
fr— é

Figure 2 : Effet des variants génétiques en cis ou trans sur I’expression des genes.
D’aprés Cheung et al.'®
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Depuis la fin des années 90, I’essor dans la caractérisation des variants génétiques a ¢été
majeur passant de 1’étude d’un SNP par SNP, a I’é¢tude de millions de SNPs et d’autres

variants génétiques plus complexes (Figure N°3).
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Figure 3 : Evolution du nombre de RefSNP (en millions) dans les bases de données en
fonction du temps. D’aprés Conrad et al.*’

L’¢évolution de ’analyse des polymorphismes a été considérable depuis les techniques dites de
polymorphismes de longueur des fragments de restriction (RFLP, pour restriction fragment
length polymorphism) faisant place aux techniques TagMan® puis aux puces 4 haut débit. Les
approches de recherche de SNPs se baseront sur le séquengage complet de tous ou d’une
partie d’intérét du génome ou ’utilisation de technologie ou I’hybridation se fera sur les SNPs
déja identifiés. A propos du séquengage systématique des génomes, il est ainsi prévu de faire
I’analyse compléte du génome del000 individus. Ce projet lancé en 2008, va permettre de
mieux cartographier les variants génétiques et notamment les polymorphismes complexes
(CNV par exemple) ou rares. Initialement, les puces pangénomes permettaient de rechercher
les SNPs situés a intervalle régulier au niveau du génome. Les puces actuelles permettent
d’analyser un million de SNPs somatiques mais commencent également a décrire des variants
plus complexes comme les CNV ou a décrire des SNPs sur des génomes moins étudiés
comme 1I’ADN mitochondrial. Enfin, les SNPs peuvent étre étudiés de facon plus ciblée avec
des correspondances avec des bases de données comme HapMap qui décrivent les SNPs en
LD. De multiples solutions technologiques deviennent ainsi disponibles pour des études
ciblées sur quelques centaines SNPs ou pour des études pangénomes de susceptibilité.
Actuellement, le nombre de SNPs analysables se situent a un million ce qui représente
finalement que 20% de I’ensemble des SNPs estimés. Les objectifs précis des projets d’étude
du génome sont donc essentiels a définir pour utiliser de maniére efficace ces différentes

solutions technologiques relativement nouvelles.
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Les pathologies dont les déterminants génétiques sont complexes, ont fait 1’objet d’étude de
susceptibilité en comparant les variations génétiques des patients a des témoins. Les données
générées par ces études peuvent étre assez déconcertantes puisqu’elles modifient notre

(X3

compréhension de la biologie en reliant ‘‘génétiquement’” des pathologies a priori tres
différentes sur le plan phénotypique. Ainsi, des voies communes existent entre différentes
pathologies inflammatoires et auto-immnunes comme par exemple I’implication de 'IL23R

dans le psoriasis et la maladie de Crohn.'®"

La méthodologie la plus couramment utilisée
actuellement consiste a comparer les polymorphismes d’une série de patients la plus large
possible a des témoins indemnes de la pathologie étudiée. Les données générées
correspondant aux SNPs les plus significatifs (5 a 10%) sont ensuite validées sur une cohorte
indépendante de patients et de témoins et il est habituel de refaire des analyses de
confirmation sur des séries patients/témoins plus hétérogenes pour confirmer les associations
retrouvées.”’ Les SNPs retrouvés comme significatifs ne sont pas forcement impliqués dans
un processus physiopathologique, ceux-ci pouvant étre en LD avec les SNPs fonctionnels
pouvant étre situés trés a distance ou méme sur d’autres chromosomes. Le lien biologique
n’est donc pas forcement évident, nécessitant des séquencages de la région génétique d’intérét
et des études biologiques fonctionnelles. Au-dela de ces limites de principe de études
pangénomes, la véracité des données générées nécessitent un niveau de significativité élevée
au moins a 107 voir 10™'° pour obtenir des risques relatifs raisonnables (souvent proche de 1.2
a 1.5). Compte tenu du nombre de tests réalisés, des corrections statistiques sont donc
nécessaires comme les corrections de type Bonferroni, FPRP (False Positive Report
Probability) ou FDR (False Discovery Rate).”' Cela nécessite donc la constitution de large
cohorte dans le cadre de consortium ou des méta-analyses de plusieurs études. Pour cette
derniere méthode, cela peut modifier la représentativité de la cohorte entiére en fonction de la
structure de chaque étude associée et faire diminuer la puissance de 1’étude globale. La
s¢lection des contrdles peut également étre source de conclusion fausse, les résultats obtenus
pouvant en fait correspondre a des structures de population tres différentes entre les patients et
les témoins. Des outils statistiques permettent en partie de détecter ce risque de stratification
d’une population.” L’écueil contraire sera de sélectionner une population contrdle trop
sélectionnée. La difficulté¢ actuelle par rapport a ces études d’association est que jusqu’a
présent, notamment dans les domaines de maladies fréquentes multifactorielles comme la
cardiologie (hypertension artérielle, infartus), 1’endocrinologie (diabéte de type I), la
neurologie (SEP, Alzheimer) et la rhumatologie (PR, spondylarthrite ankylosante), elles
apportent actuellement des informations assez faibles sur leur caractére héréditaire. Cela peut

en partie étre expliqué par le fait que 1) les données ne sont générées que sur une partie des
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SNPs (20% du total des SNPs pour une puce a 1M de SNPs), ce qui pose le probléme
d’émettre des hypothéses sur les données incomplétes ii) d’autres types de polymorphismes
ne sont pas ou peu étudiés comme les CNV iii) initialement, I’hypothése de travail était que
les variants fréquents pouvaient expliquer les maladies multigéniques fréquentes en étudiant
les SNPs dont la fréquence de 1’alléle mineur est supérieure a 5%. La question actuellement,
serait d’étudier des SNPs plus rares ayant une fréquence allélique faible dont la chance qu’il
soit fonctionnel est plus importante ce qui pourraient apporter d’avantage d’information sur le
caractére héréditaire de ces pathologies multifactorielles.”** Cela exigera des technologies
différentes, notamment de séquengage, et des méthodologies différentes comme par exemple
des analyses de pathologies familiales ou 1’expression des ces variants rares peut étre plus

fréquentes.

Le nombre de SNPs mis en évidence au niveau des parties codantes et non codantes des
cytokines, est considérable. Des bases de données ont ainsi été publiées avec les différents
SNPs des genes de cytokines comme celles de Bidwell et al. avec un lien internet dont la
derniére actualisation date de 2005 (http://www.nanea.dk/cytokinesnps/).> Ce site spécifique
aux SNPs des cytokines permet d’avoir quelques données sur le caractére fonctionnel de tel
ou tel SNP. Actuellement, de nombreuses banques de données ont été¢ constituées comme
dbSNP du National Center for Biotechnology Information (NCBI), HapMap, SNP500, EGP
(the Environmental Genome Project), Seattle SNPs, HGMD (The Human Gene Mutation
Database), UCSC Genome Browser de I’Université de Californie (Santa Cruz), et CGAP
(Cancer Genome Anatomy Project) du NCI. Le projet de NCBI (dbSNP) référence ainsi plus
de 10 millions de SNPs avec environ la moitié validée. HapMap étudient les variations
génétiques de population d’origine génétique diverse et proposent 1’identification des SNPs
en LD. Le projet SNP500 est centré sur I’étude des SNPs étudiés dans le cancer, avec des
informations des séquences d’ADN validées et les conditions expérimentales. EGP et Seattle
SNPs propose I’identification de SNPs de domaine spécifiques comme ceux impliqués dans la
réparation de ’ADN, 1’apoptose pour EGP et I’inflammation pour Seattle SNPs. L’intérét du
projet HGMD est qu’il décrit également d’autres variants que les SNPs comme par exemple
les insertions/délétions, le role physiopathologique supposé des variants décrits et leur
caractére ou non fonctionnel. Comme déja discuté, des bases d’approche fonctionnelle se sont
créées pour prédire les conséquences sur la protéine des SNPs. Il s’agit des bases PolyDoms,

PolyPhen, SNPs3D.
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2. Etudes des variations génétiques au niveau des genes de huit

cytokines impliquées dans la physiopathologie des lymphomes Hodgkiniens

2.1. Physiopathologie des lymphomes Hodgkiniens

La physiopathologie du LH est complexe.”® Cette tumeur a ceci de remarquable qu’elle ne
présente qu’un tres faible nombre de cellules tumorales, les cellules de Reed-Sternberg (RS),
entourées d’un infiltrat cellulaire réactionnel hétérogéne comportant des lymphocytes, des
macrophages, des plasmocytes, des éosinophiles. La cellule d’origine des cellules de RS est
restée longtemps inconnue mais 1’analyse des parties variables des geénes des
immunoglobulines montre qu’elle dérive d’un lymphocyte B issu du centre germinatif que
1’on peut qualifier de pré-apoptotique.”’ Les mutations au sein des parties variables de génes
des immunoglobulines auraient dii aboutir a I’apoptose de ce lymphocyte B trés modifié. La
cellule tumorale du LH n’exprime donc pas de Récepteur B (BCR), a perdu les marqueurs de
différenciation B (perte du CD20, CD79) avec des voies de signalisation du BCR altérées
(syk, BIk) et une perte d’expression des facteurs de transcription des cellules B (Oct-2, Bobl,
Pul). D’autres facteurs de transcription qui participent au programme de différenciation des
cellules B comme EBF1 (Early B-cell Factor) et PAXS sont sous-exprimés. On retrouve
I’expression de facteurs de transcription impliqués dans I’expression des lignées T comme
NOTCHI qui participe a la dérégulation de PAXS et I’inhibition d’EBF1 ou de marqueurs de
cellules dendritiques comme CCL-17 ou encore de la lignée myéloide comme 1’alpha 1-
antitrypsine. On peut donc considérer que la cellule de RS présente une reprogrammation
profonde de I’expression de ses geénes modifiant de fagon majeure son phénotype. Les cellules
de RS présentent de nombreuses anomalies cytogénétiques, ce qui témoigne d’une instabilité
génétique importante sans pour autant que des anomalies génétiques récurrentes soient
retrouvées.”®? L hypothése actuelle est que les cellules de RS correspondent & un lymphocyte
B ayant ‘‘échappé’” a 1’apoptose. Les cellules de RS vont exprimer un phénotype de
résistance a I’apoptose médiée par Fas avec parfois la présence de mutations au niveau du
récepteur CD95.° La voie extrinséque de D’apoptose est également altérée avec la
surexpression de molécules inhibitrices de 1’apoptose comme c-FLIP.*'*? La voie intrinséque
de I’apoptose est également marquée par la surexpression de BCL-2 qui confére aux patients

33,34

un pronostic défavorable. Le géne de suppresseur de tumeur P53 ou MDM2 est également

parfois altéré dans les cellules de RS.>>™

Les deux voies oncogéniques les plus importantes dans les cellules de RS sont les voies NFkB
et JAK-STAT. La voie oncogénique NFkB est surexprimée dans les cellules tumorales via les
récepteurs de la famille du TNF a la surface de la cellule (CD30, CD40, TACI, RANK,
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BCMA, NOTCHI1) mais également par des mutations des membres inhibiteurs de cette voie
(IKB, IKe).”®** Dans les LH exprimant le virus de I’Epstein-Barr (40% de LH EBV+),
I’activation de NFkB peut s’effectuer via la protéine LMP1 exprimée a la surface de la cellule
de RS. Plus récemment, des mutations d’un géne codant pour la protéine A20 (TNFAIP3),
inhibiteur de la voie NFkB ont été mises en évidence dans 30 & 40% des cas de LH.* La voie
JAK2 est également surexprimée dans 40% des tumeurs avec des mutations ou délétions
d’inhibiteurs de la voie JAK-STAT comme SOCSI.*** Hormis les lésions génétiques
observées au niveau des membres de ces deux voies, on retrouve une activation des protéines
STAT par des facteurs autocrines comme D’interleukine 13.*° D’autres voies oncogéniques
comme PI3K/AKT, Erk, JUN ou des récepteurs a tyrosine kinase comme PDGFR peuvent

. . . 47-50
¢galement présenter des anomalies.

L’environnement immunologique de la cellule de RS
joue cependant aussi un role majeur dans le développement tumoral.’' Les patients présentent
un déficit de I’'immunité cellulaire, une réponse exagérée de type Th2 et une inhibition de la
réponse cytokinique Thl favorisant un environnement favorable a la prolifération tumorale.
L’infiltrat réactionnel est composé entre autres de lymphocytes T CD4+ dont une fraction
correspond a de LTreg aux propriétés immunosuppressives sur les lymphocytes T
cytotoxiques. Paradoxalement, une expression importante de LTreg serait corrélée a un
pronostic favorable, peut-€tre en lien avec une activité immunosuppressive des LTreg sur les

52,53 . .
~” Les interactions entre les cellules de

cellules de RS ou les autres cellules inflammatoires.
RS et les cellules du micro-environnement se font par D’intermédiaire de cytokines,
chimiokines et des formes solubles des récepteurs de la famille du TNF (CD30, CD40,
RANK). Récemment, le role pronostique du micro-environnement a ¢été¢ renforcé par une
étude du profil d’expression des genes sur le matériel tumoral de patients porteur de LH. Dans
cette ¢tude, est montré que les patients en échec de traitement présentent, par rapport aux
patients n’ayant pas présenté de rechute, une tumeur avec une hyperexpression des genes
habituellement associés aux macrophages. Une étude en immunohistochimie sur une série

indépendante montre qu’en présence d’une infiltration importante de macrophages marqués

par ’anticorps anti-CD68, le pronostic est effectivement défavorable.®
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2.2. Etude des SNPs au niveau des genes des huit cytokines IL1-B, IL1IRN,
IL-6, IL-10, TNFA, INFG, IL-12 et CCL17

Nous ne considérerons dans cette partie que les SNPs les mieux caractérisés au niveau des

genes des cytokines, ayant un role important dans la physiopathologie des LH. Ainsi 11 SNPs
ont été étudiés parmi huit cytokines : IL-10 (4 SNPs), TNFA, IL-6, IL-1B, IL1-Ra, INFG, IL-

12 et CCL17.

2.2.1. Interleukines 1B et 1Ra

L’IL1-B et I'IL1-Ra appartiennent a une famille de 11 membres dont les plus récemment
découverts sont I’IL-33 et I’IL-18. Bien que mise en évidence dans les années 80, de
nouvelles propriétés des membres de la famille IL-1 sont explorées comme la participation de
I’IL-1 a la maturation des cellules T naives en cellules Th17. Les génes codant pour les

membres de la famille IL-1, excepté IL-18 et IL-33 sont situés au niveau du chromosome 2 au

niveau d’une région de 400kB (Figure N°4).
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Figure 4 : Geénes de la famille de I’'lL-1 sur le chromosome 2 et principaux SNPs
fonctionnels. D’aprés Smith et al.>*

L’IL-1B nécessite un clivage enzymatique d’un pro-domaine au niveau amino-terminal et le
géne IL1IRN de IL-1Ra code pour un peptide signal maintenant la protéine au niveau du
réticulum endoplasmique et de 1’appareil de Golgi. Les génes codant pour les récepteurs des
cytokines sont également situés au niveau du chromosome 2. Ces récepteurs ont une structure
extra-cellulaire proche de celle des immunoglobulines. La fixation du ligand sur son récepteur

spécifique permet le recrutement d’une seconde sous-unité puis la formation d’un
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hétérodimeére qui permet la transduction du signal. IL-1A et IL-1B se fixent sur le méme
récepteur et ont in vitro les mémes activités biologiques. In vivo, I’'IL-1B a une diffusion
systémique alors que I'IL-1A agit sur un mode paracrine. Il en résulte une contribution
différente au sein du systéeme immunitaire avec par exemple un effet pyrogene de I’IL-1B au
niveau cérébral alors que I’IL-1A va participer a I’activation des lymphocytes T au cours d’un
processus immuno-allergique. De plus, ’IL-1B est essentiellement sécrétée par les monocytes
et les macrophages alors que la sécrétion de I'IL-1A est beaucoup plus pléomorphe. Le
mécanisme physiologique d’inhibition de I’IL-1 est assuré par ’inhibiteur de I’'IL-1, IL-1Ra
codé par le géne ILIRN qui se lie au récepteur de I’IL-1, IL-1R1 qui ne permet ainsi pas le
recrutement de I’hétérodimére (IL-1RAP). L’expression d’IL-1Ra est controlée par 1’IL-1
mais aussi par des cytokines anti-inflammatoires comme IL-4, IL-6, IL-10 et IL-13. Un
second récepteur IL-1R2 qui se lie a IL-1RAP, entre également en compétition avec IL-1R1
mais ne permet pas la transduction du signal, régulant ainsi négativement I’activité de 1I’IL-1.
L’affinit¢ de ce récepteur avec IL-1Ra est faible, ce qui permet d’amplifier 1’activité
d’inhibition de I'IL-1. L’IL-1 est sécrétée par de nombreux types cellulaires notamment les
cellules dendritiques, les monocytes, les macrophages, les cellules endothéliales et
épithéliales. Seuls les lymphocytes B et T sécrétent I’'IL-1 mais pas les autres membres de la
famille de I’IL-1. Il est important de noter que les récepteurs de I’'IL-1 ont une homologie
avec les récepteurs TOLL, ces derniers activant la sécrétion d’IL-1. L’IL-1 a donc un rdle
crucial de relais entre les acteurs de I’'immunité innée, en relation avec les pathogenes
extérieurs et I’'immunité adaptative. En effet, I’'IL-1 va d’une part agir sur les cellules de
I’immunité innée (cellules dendritiques, macrophages, neutrophiles, basophiles, mastocytes)
mais également sur 'immunité adaptative B et T. En effet, I’'[L-1 permet d’amplifier la
réponse cellulaire T notamment Th2 et a un rdle fondamental dans la différenciation des
cellules Th17. L’IL-1 peut également permettre la prolifération des cellules T méme en
présence des LTreg. L’IL-1peut permettre également la prolifération des lymphocytes B et
favorise via son action sur les lymphocytes T et ’expression de CD40L et la commutation
isotypique. L’expression de cette cytokine inflammatoire a ¢ét¢é mise en évidence par
hybridation in situ ou immunohistochimie dans environ 58% des cas de LH principalement
les cellules de RS.”° Les dosages sériques d’IL-1Ra sont significativement plus importants
chez les patients porteurs de LH que chez les témoins, le taux d’IL-1Ra étant corrélé au

pronostic des patients.''

L’IL1-B est codée par un geéne de 7.5kb comprenant sept exons. Les deux SNPs les plus

étudiés sont situés au niveau du promoteur en -511C>T (rs16944) et -31T>C (rs1143627) en
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sachant que ces deux SNPs présentent un LD. Des analyses d’affinité sur I’ADN (EMSA) ont
rapporté des résultats contradictoires par rapport au nucléotide C ou T en -511. L analyse du
niveau d’expression in vitro de I’IL-1B mesuré par luciférase en fonction de la présence du
nucléotide C ou T au niveau du promoteur en -511, montre une augmentation de 12% avec
Ialléle T.%° Cette étude a été confirmée par une autre étude qui a analysé quatre SNPs au
niveau du promoteur (-3737, -1464, -511, -31) dans laquelle une légeére augmentation
d’activité du promoteur a été mise en évidence en présence de I’allele T en —511, mais une

1.5 Les alleles T en -511 et C en -31 étant

diminution d’activit¢ avec I’allele C en -3
majoritairement liés, il est difficile d’avoir une preuve précise de I’activité fonctionnelle de
ces SNPs. Dans une dernicre étude, I’[L-1B était mesurée dans le fluide gingival et analysée
en fonction de I’haplotype -3737, -1464 et -511. L’homozygotie CC en -511 (en lien avec -
31T) conférait un taux d’IL-1B plus important.®” Le géne de I'IL-1Ra comprend quatre exons
avec des variants de cing ou six exons. Une séquence répétée (VNTR) de 86 paires de base se
situe au niveau de I’intron 2.% Les alléles les plus fréquents comportent respectivement 1 ou 2
séquences répétées alors que les alleles 3, 4 ou 5 sont beaucoup plus rares. La production
d’IL-1Ra a été étudiée en fonction du nombre de séquences répétées. L’allele 2 semble, dans
une étude in vitro et chez des donneurs sains, permettre une production plus importante de la
cytokine, avec dans 1’étude in vitro une diminution de production par les monocytes, d’IL-
1A.%* Dans une étude publiée en 2009 sur 1256 donneurs sains, les taux circulants d’IL-1Ra
sont significativement augmentés en présence de 5 SNPs sur 7 analysés qui représentent 69%
des variations génétiques du géne de I'IL1-Ra.®> Le niveau de significativité est le plus
important pour le SNP rs4251961 avec pour les homozygotes TT un taux plus élevé que
I’allele CC. De facon intéressante, ce SNP est en LD avec d’autres SNPs en 3’UTR mais
¢galement avec le polymorphisme correspondant a la séquence répétée de 86pb au niveau de
I’intron 2. Dans une étude biologique ex vivo, la production d’IL-1Ra est diminuée apres
stimulation de sang total en présence de 1’allele CC du SNP rs4251961 ce qui va dans le
méme sens que I’étude réalisée a partir de prélévements d’IL-1Ra plasmatiques.®® Un SNP en
position +2018T>C au niveau de I’exon 5 a également été étudié, ce dernier étant en LD avec
le SNP de I’intron 2. La construction d’haplotype est de plus possible entre les différents
SNPs de I'IL-1A, B et RN, les génes de la famille IL-1 étant situés sur une portion de 430-kb
au niveau du bras long du chromosome 2. Ainsi, dans une étude chez des donneurs sains,
I’effet de I’alléle 2 du SNP de I’intron 2 du gene de I’IL-1Ra se retrouve surtout en présence
du SNP de IL-1B -511T et en absence de I'IL-1B +3954T.%” De facon intéressante, dans les
pathologies cardiovasculaires (coronaropathies) il est possible de définir un profil

inflammatoire des patients avec un taux plus ou moins ¢élevé de CRP, en fonction de
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I’haplotype construit a partir des SNPs en +4845 ou -889 de IL1A, +3954 de IL1B, -511 ou -
31 de IL1B et +2018 ou VNTR de ILIRN (Figure N°5).%*

Median CRP concentration (mg/L)

IL-1A(+4845) IL-1B(+3954)  IL-1B(-511) IL-RN(+2018)

Figure 5: Médiane de CRP en fonction du génotype des génes de la famille de I’lIL1
(Patients en bilan de coronaropathie). D’aprés Berger et al.”®

Ces données in vitro et in vivo obtenues a partir des études cible par cible ou des haplotypes
reliant un nombre faible de SNPs, montrent qu’il est tout a fait possible que les variations
génétiques de ce cluster de gene de la famille de I’IL1 influencent la réponse inflammatoire et
dans ce contexte multifactoriel puissent favoriser 1’émergence de pathologie autoimmune ou
néoplasique. Ainsi, des études de susceptibilité montrent 1I’implication de variants des génes
de la famille de I’'lL1 dans les pathologies inflammatoires comme la spondylarthrite

69-71

ankylosante, la PR et les pathologies coronariennes.”” En cancérologie, plusieurs études

retrouvent une implication des SNPs des génes de I’IL-1 dans la susceptibilité aux cancers

. , . 3,74
gastriques ou ctat precancereux.7 7
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2.2.2. Interleukine 6

L’interleukine 6 a des propriétés pro et anti-inflammatoires. Cette cytokine est sécrétée par de
nombreux types cellulaires (fibroblastes, monocytes/macrophages, lymphocytes, cellules
¢épithéliales et endothéliales, ostéoblastes, cellules stromales). Elle agit sur la maturation des
lymphocytes B et la différenciation des lymphocytes T cytotoxiques. L’IL-6 est 'un des plus
importants médiateurs de la réponse inflammatoire avec I’induction des protéines de
I’inflammation et un réle pyrogéne endogene. Son activité anti-inflammatoire passe par son
effet inhibiteur du TNF et de I’IL-1 et I’activation de I’'IL-1Ra et I’IL-10. Elle agit en se fixant
sur son récepteur, compos¢ de deux sous-unités, IL6ORa et de la glycoprotéine gp130. Les
taux sériques d’IL-6 sont considérés comme pronostiques dans les cancers du sein et du rein
métastatiques mais également dans les cancers du pancréas et gastriques en ne considérant
que les études observationnelles.”” Dans les pathologies lymphoides, le taux d’IL-6 a une
valeur pronostique dans les LH."" Des études rétrospectives montrent également la valeur
pronostique dans les LNH.”*” On retrouve une expression de I’IL-6 au niveau des cellules de
RS dans 65% a 100%,”™ avec de fagon intéressante une expression plus importante dans les
LH EBV+ (84% vs. 51%) par rapport aux taux retrouvés dans les LH n’exprimant pas
’EBV.*!' Les taux d’IL-6 sont dans les LH au diagnostic, corrélés a la présence de symptomes
B, du stade de Ann Arbor, a la présence d’une forte masse tumorale ainsi qu’a la présence
d’une anémie, d’une hypo-albuminémie et logiquement d’un syndrome inflammatoire.''

Le geéne de I’IL-6 est situé sur le chromosome 7. Le SNP le plus étudié au niveau du geéne de
I’IL-6 est situ¢ au niveau du promoteur en -174G>C (rs1800795). Les analyses apres
construction de geéne rapporteur de -550 & +61 étudiant I’expression de I’IL-6 en fonction de
I’allele G ou C en -174, montrent une diminution basale de I’expression en présence de
I’allele C et une absence d’augmentation de I’expression de I’'IL-6 en cas de stimulation par le
LPS ou I'IL-1 alors que I'IL-6 augmente en présence de 1’alléle G.** Dans une autre étude,
avec un gene rapporteur plus grand (-641, +13), il n’y a pas de différence d’expression d’I1L-6
en fonction des différents haplotypes méme aprés stimulation par IL-1 ou LPS, entre les
différents alléles G et C.* Une étude récente sur 5659 participants ne retrouve pas de
différence au niveau du dosage sérique de I’IL-6 en fonction de 1’alléle G ou C en -174.% Le
caractére fonctionnel de ce SNP peut donc dépendre d’autres SNPs présents au niveau de ce
gene ou méme a distance et probablement de la situation clinique. Ainsi, une analyse des taux
d’IL-6 sériques en situation de stress chez des nouveau-nés, montre une corrélation entre les
alleles en -174 et le taux circulant mais dans le sens inverse aux études biologiques in vitro

(%3

(augmentation de I’IL-6 en présence de [D’allele CC) alors qu’en situation ‘‘non
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inflammatoire’” les taux d’IL-6 ne varient pas.®” Une seconde étude chez des patients ayant
présenté un infarctus du myocarde, montre que 1’alléle mineur de 4 SNPs dont rs1800795
(avec 152069832, rs1554606, rs2069845) augmente le taux circulant d’IL-6 et ceci est
confirmé par la construction d’un haplotype de six SNPs, qui intégre les quatre all¢les
mineurs.® Cet haplotype représente 30% des patients et entraine une augmentation du taux
d’IL-6 de 9% alors que 1’allele CC en -174 serait a I’origine d’une augmentation de 6.3% du
taux d’IL-6. Comme souligné par les auteurs de cette étude, le taux d’IL-6 a un cycle
circadien variant en fonction du cycle du cortisol. Des dosages longitudinaux ont été réalisés
dans cette étude et il est intéressant de noter que les variations intra-patients en fonction de
I’haplotype sont relativement stables dans le temps ce qui renforce I’impression d’une
influence génétique du taux circulant de I’'IL-6 méme si les quatre SNPs étudiés ne sont pas
forcement les SNPs fonctionnels mais peuvent étre que de simples marqueurs. C’est dans ce
contexte qu’a été mis en évidence un nouveau variant beaucoup plus distal en -6331 T>C
(rs10499563) qui influencerait les taux sériques d’IL-6 en situation inflammatoire aigué.*” En
effet un site de régulation de I’expression de I’IL-6 a été mis en évidence en -5307/-5202 a
trés grande distance du site de transcription. L’analyse de 1’expression de I’[L-6 intégrant le
variant en -6331 situé a proximité du site de régulation, montre que celle-ci est augmentée en
présence de ’allele T. La construction d’un haplotype -6331, -572, -174 montre que les deux
derniers SNPs auraient peu d’impact sur la variation de I’IL-6. L’hypothese serait que la
transcription serait influencée par la présence de l'allele T en -6331 qui permettrait
I’interaction entre la machinerie transcriptionnelle et le site de fixation du facteur

transcriptionnel Oct-1 (Figure N°6).”
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Figure 6: a) SNPs connus au niveau du promoteur de I’IL6. b) Interaction possible entre
le SNP en -6331 et le site de fixation de facteur de transcription. D’aprés Smith al.**
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Ces ¢études montrent que i) les études fonctionnelles in vitro dépendent beaucoup de la
construction du vecteur, du type de stimulation et ne prennent pas en compte I’environnement
chromatinien ii) I’influence génétique des taux d’IL-6 dépend surtout du contexte clinique et
semble s’exprimer surtout en cas de situation inflammatoire iii) la détermination précise d’un
SNP fonctionnel ne parait pas possible et est trop simpliste. Les études du SNP en -174 sont
trés hétérogenes et 1’étude sur le SNP en -6331 doit étre confirmée iv) ces données suggerent
tout de méme que dans un contexte de stress inflammatoire, I’engagement de la voie IL-6 peut
étre différent entre certains groupes de patients en fonction des variants génétiques au niveau
des promoteurs proximal et distal. Ainsi les études d’association montrent une fréquence plus
¢levée de pathologie inflammatoire comme la polyarthrite juvénile, le lupus, le syndrome de

. . . . . . 84.91.92
Sjogrén en fonction de certains variants au niveau du promoteur de I’IL6.”"""

2.2.3. Interleukine 10

L’interleukine 10 (IL-10) est probablement avec le TNFA la cytokine dont les variants
génétiques ont été les plus étudiés. C’est une cytokine cruciale dans la réponse anti-
inflammatoire et dans la prévention des pathologies auto-immunes. Elle a été¢ décrite
initialement comme une cytokine appartenant a la réponse Th2 mais les données récentes
montrent qu’il s’agit d’une cytokine exprimée par les quatre types de réponse T adaptatives,
Thl, Th2, Treg et Th17 mais aussi par les lymphocytes T CD8+ et les lymphocytes B.” Les
cellules de I’immunité innée notamment les macrophages et les cellules dendritiques
my¢loides sécrétent de 1’IL-10 mais pas les cellules dendritiques plasmocytoides en réponse a
la présence d’un agent pathogéne par exemple. Les mastocytes, les cellules NK, les
eosinophiles et les neutrophiles sécrétent également de I’IL-10. La sécrétion de I’'IL-10
dépendra donc du contexte cellulaire, comme de la présence d’autres cytokines qui permet par
exemple d’orienter la réponse Thl, Th2 ou Th17. L’IL-10 se fixe sur son récepteur et activera
la voie STAT. La régulation de ’expression de I’IL-10 se fait au niveau transcriptionnel avec
la fixation de facteurs de transcription au niveau de son promoteur, qui permettent le controle
de son expression au niveau des différents types cellulaires. Cette régulation implique des
modifications de la chromatine qui influence également 1’expression de I’IL-10. Une
régulation post-transcriptionnelle avec des mécanismes de dégradation de I’ARNm de I’'IL-10
a été décrite ainsi qu’une régulation via les micro-ARN avec la mise en évidence du miR-
106a qui permet la dégradation du transcrit de 1’IL-10.

L’expression de I’IL-10 dont le géne est situé¢ en 1q31-32, peut également €tre influencée au
niveau génétique par la présence de SNPs dont les plus étudiés se situent au niveau du

promoteur avec de nombreuses études fonctionnelles du fait de I’influence possible de ces
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SNPs sur la fixation et 1’activité des facteurs de transcription. Dans le cadre des lymphomes,
cette cytokine a surtout été étudiée comme facteur pronostique au diagnostic des patients. Un
taux ¢élevé est donc prédictif d’un pronostique défavorable dans les LDGCB et les LF, mais la
plupart de ces études sont rétrospectives.”*”” Dans les LH, I’analyse prospective du taux de
sept cytokines montre que le taux d’IL-10 est prédictif du pronostic des patients mais
uniquement en analyse univariée.'' En IHC, I’expression de 1’IL-10 est retrouvée de 21% a

36% dans deux études’””®

avec une expression différente entre les LH EBV+ (66%) et les
EBV- (16%).” Le tableau N°1 résume les différentes études fonctionnelles réalisées pour

analyser I’influence des SNPs sur I’expression de 1’IL-10.
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Auteurs Contexte Position des SNPs | Conséquences fonctionnelles en fonction
expérimental étudiés du génotype ou de I’haplotype

Turner” Donneurs sains -1082, -819, -592 -1082 non A : 1720 pg/mL IL-10

1997 In vitro -1082 A : 1292 pg/mL IL-10 (P =.03)
PBMC

Crawley'” Polyarthrite rhumatoide | -1082, -819, -592 ATA : | IL-10

1999 In vitro
Sang total, ELISA, LPS

Koss'"' Pathologie -1082, -819, -592 ATA : | TL-10 chez les témoins de 1’étude

2000 inflammatoire digestive -1082 A : | IL-10 chez les patients de 1’étude

In vitro
Sang total, ELISA, LPS

Edwards-Smith!®
1999

Hépatite C
In vitro
PBMC, ELISA, PBS

-1082, -819, -592

Haplotype :

Bas : ATA/ATA ; ACC/ATA ; ACC/ACC
Intermédiaire : GCC/ACC ; GCC/ATA

Haut : GCC/GCC

Meilleure réponse a INFy thérapeutique pour

I’haplotype ATA

Eskdale'” Donneur sain IL10.R3 JIL-10

1998 In vitro IL10.R3/1L10.G7 J IL-10
Sang total, LPS, ELISA | IL10.R2/IL10.G7 1 1L-10

Gibson'™ Donneur sain Distal : AA : | IL-10

2001 In vitro -3775, -2763

LPS, analyse de
I’ARNm de IL10

Hulkkonen'®

2001

Syndrome de Sjogren
IL-10 plasmatique
ELISA

-1082, -819, -592

GCC vs. autres : 1 IL-10
ATA+ vs. ATA- : pas de différence

Rieth'® Donneur sain Distal -7400 del/del : 1 IL-10
PBMC -7400 INDEL
LPS, ELISA
Yilmaz'" Donneur sain Distal : Pas d’influence
2005 In vitro -3575, -2763
PBMC, PPD, SAC, Proximal : -1082A : | IL-10 aprés PPD et SAC mais pas
LPS -1082, -819, -592 LPS
Haplotype ATA/ATA : pas de différence
Miteva'® Donneur sain Proximal : AA : | IL-10 apres LPS et PHA
2008 In vitro -1082

PBMC, LPS, PHA

Tableau 1 : Etudes fonctionnelles des polymorphismes de I’1L10
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La plupart des études in vitro vont dans le méme sens avec une diminution de la sécrétion de
I’IL-10 pour I’haplotype ATA. Dans I’étude de Hulkkonen et al., I’analyse a porté sur I’'IL-10
plasmatique et non sur la sécrétion a partir de cellules isolées et stimulées.'” On remarque
que les patients porteurs de 1’haplotype proximal GCC ont de fagon significative un taux
d’IL-10 augmenté par rapport aux taux des autres haplotypes. Par contre 1’haplotype ATA
n’influence pas la sécrétion de I’IL-10 plasmatique, ce qui differe des autres études réalisées
in vitro. Suarez et al. ont étudié I’ARNm de I’'IL-10 chez des donneurs sains et retrouvent une
expression augmentée pour 1’haplotype GCC/GCC par rapport aux haplotypes ATA/ATA ou
ATA/ACC pour les SNPs en -1082, -819 et -592 avec une différence qui dépend surtout du
SNP en -1082.'" L’analyse protéique sérique confirme une représentation plus importante de
I’allele G en -1082 pour les taux élevés d’IL-10. L’analyse a été complétée pour 29 patients
par des dosages d’IL-10 aprés stimulation par LPS de PBMC avec une cohérence avec
I’analyse de I’ARNm et de la protéine concernant ’allele G. L’étude de Edwards-Smith et al.
résument dans une situation clinique pathologique (hépatite C chronique) les différents

0.'°2 Cette étude

haplotypes qui permettent la production basse, intermédiaire ou élevée d’IL-1
a la caractéristique de monter I’influence des SNPs sur la réponse clinique a I’'INFy apres
ajustement aux caractéristiques clinico-biologiques comme 1’age, le sexe, le génotype et la
fibrose hépatique. Les haplotypes GCC et ATA qui respectivement permettent une production
¢levée et basse d’IL-10, ont une distribution opposée de répondeurs au traitement avec une
meilleure réponse en cas de production basse d’IL-10.

L’analyse des SNPs au niveau du promoteur distal (-3575 et -2763) montre que ’haplotype
AA diminuerait la sécrétion d’IL-10 dans 1I’étude de Gibson et al. alors que Yilmaz et al. ne
montrent pas d’influence de cet haplotype sur la production d’IL-10.'°*'"7 L’analyse de
variation beaucoup plus distale en 5’ en -7400 du promoteur de I’IL10, ou une délétion de
trois nucléotides GCA peut étre observée (-7400del), montre que le génotype -7400del/del est
corrélé a une production accrue d’IL-10.'% Cette étude a été réalisée aprés stimulation de
cellules mononuclées par du LPS. Il est intéressant de constater que 1’analyse des SNPs -
7400/-1082 montre que I’haplotype -7400del/-1082G a une sécrétion augmenté d’IL-10, ce
que rejoint les études précédentes par rapport au génotype GG en -1082 qui est corrélé a une
augmentation de la production d’IL-10. L’influence des variations nucléotidiques devient
complexe lorsque I’on prend en compte les dinucléotides répétés CA au niveau proximal
(IL10.G) ou distal (IL10.R) ou par exemple, dans 1’étude de Mormann et al. la présence de 22,
24 et 26 dinucléotides au niveau proximal est en LD avec 1’all¢le G en -1082, donc lié a une
production accrue d’IL-10.""° Kube et al. ont approfondi I’influence des SNPs en recherchant

la correspondance entre les séquences de facteurs de transcription et la séquence du promoteur
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de I'1L10."" Dans cette étude, la majorité des sites de fixation se retrouve entre -3000 et -
4500, avec des facteurs de transcription comme NFkB, Octl, CREB, AP1 et GM-CSF. Il n’y
a cependant pas eu dans cette ¢tude de véritable analyse fonctionnelle. Crawley et al. ont
analys¢ I’expression de I’IL-10 avec un vecteur ne comportant que le promoteur proximal
jusqu’a -1137 et ceci apres stimulation par I’AMPc. Cette étude montre que I’haplotype ATA
engendre une expression significativement plus basse que 1’haplotype GCC confortant les

études de la production d’IL-10 in vitro aprés stimulation.'®

L’hypothese serait que les
facteurs de transcription en réponse a I’AMPc verraient leur fonction modifiée par la présence
des SNPs. Ainsi, CREB/ATF (c-AMP-responsive element binding protein/activating
transcription factor) se fixe en réponse a I’AMPc sur le promoteur de 1’IL10 au niveau de sites
spécifiques CRE 1 et 4 (cAMP responsive element).''? Un autre facteur de transcription
C/EBPS (CCAAT/enhancer-binding proteins) se fixant entre le codon d’initiation et TATA
box (-43/-30) a un rdle important dans la réponse de I’AMPc et sa mutation spécifique inhibe
Iactivité du promoteur de 1’1L10.""* Cependant, I’analyse des localisations de fixation de ces
différents facteurs de transcription montre qu’il n’y a pas de correspondance exacte avec les
SNP connus (ex : CREI : -1272/-1265 ; CRE4 : -411/-404) méme si le site de fixation est trés
proche ce qui témoigne d’un effet des SNPs surement plus complexe.''> Larsson et al. ont
¢tudi¢ la fixation de trois facteurs de transcription PU.1, Spi-B, et Spl au niveau du
promoteur de 1’IL10.""* Cette équipe montre que la fixation de PU.1 et Spi-B est possible
quelque que soit 1’allele G ou A en -1082 par contre Spl ne se fixe qu’en présence de 1’allele
G. Cela influence la synthése de I’ARNm mais aussi la synthése protéique et ceci
apparemment de facon spécifique puisque I’utilisation d’un ARN interférence de Spl
reproduit les résultats pour ’alléle G. L’ensemble des données générées analysant la relation
entre les variations nucléotidiques au niveau du promoteur de I’IL10 et les domaines de
fixation des facteurs de transcription est important mais il parait difficile de véritablement
définir un mécanisme précis qui expliquerait les variations de I’IL-10 d’autant que ces
données ne prennent pas en compte 1’aspect épigénétique de la régulation de la synthése de

I’IL-10.
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2.2.4. TNFA

Le TNFA est une cytokine majeure dont le spectre d’action est trés large puisqu’elle
intervient dans 1’inflammation, les réponses immunitaires innée et acquise, le sepsis et le
développement des cancers avec des activités paradoxales d’induction de la mort cellulaire ou
de prolifération cellulaire.'"> Son réle dans I’inflammation notamment dans les pathologies
auto-immunes a permis 1’essor de molécules antagonistes du TNFA notamment dans les
pathologies inflammatoires rhumatismales, cutanées et digestives. Le TNFA est une protéine
transmembranaire de 26 kDa qui va étre clivée par une convertase (TNFA-converting
enzyme, TACE) permettant la libération de la forme soluble de 17 kDa. Les formes solubles
vont alors former des homotrimeres. Les macrophages sont une source importante de TNFA
mais cette cytokine est également sécrétée par de nombreux types cellulaires et par les
cellules cancéreuses. On retrouve I’implication du TNFA dans toutes les étapes de la
cancérogénese, la transformation, la prolifération, I’angiogénése et I’invasion. L’activité du
TNFA est médiée par les récepteurs du TNF qui appartiennent a une famille de 29 récepteurs
ayant une structure commune avec un domaine extra-membranaire riche en cystéine. TNF-R1
est exprimé sur pratiquement tous les types cellulaires alors que TNF-R2 est uniquement
exprimé sur les cellules immunes et endothéliales. La fixation du TNFA va permettre la
trimérisation du récepteur et le recrutement de TRADD (TNF-R1 associated death domain
protein) qui va se fixer au domaine de mort (DD, death domain) au niveau de la partie intra-
cytoplasmique. Différentes voies intra-cellulaires pourront alors étre activées permettant
I’apoptose ou le développement d’une réponse inflammatoire ou de prolifération via les voies
JNK, MEKK et NFkB. Les récepteurs du TNFA peuvent étre également a 1’état soluble,
permettant une inhibition du TNFA. Il est mis en évidence dans le micro-environnement
tumoral, la présence de TNFA et compte tenu du caracteére ubiquitaire de ces récepteurs son
action est amplifiée par le recrutement d’autres cellules inflammatoires par des chimiokines et
d’autres cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-6 et I’IL-1. Dans le cadre de I’immunité
innée, le TNFA joue un rdle majeur dans les cascades biologiques permettant le recrutement
et ’activation des polynucléaires, des macrophages et des lymphocytes au niveau du site
d’infection aprés 1’engagement des TLR en présence des agents pathogénes. Dans le cadre de
I’immunité acquise, le TNF-R1 est un co-activateur des lymphocytes T. Les taux de TNFA
sériques sont habituellement plus important au diagnostic de patients porteurs d’hémopathies
lymphoides que les sujets témoins et peuvent constituer un élément pronostique. Dans le
cadre des LH, I’analyse prospective de I’impact pronostique du dosage plasmatique de

cytokines comme le TNFA, TNF-R1 et R2, montre un pronostic défavorable pour les patients
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ayant un taux élevé de ces cytokines mais cela n’est pas significatif en analyse multivariée.""
La plupart des lignées cellulaires de LH expriment le TNFA ou la LTA avec une expression
de 69% de TNF et 77% de LTA au niveau des cellules de RS.>>7801617 | sexpression de la
LTA semble limitée aux cellules de RS alors que le TNFA est également exprimé au niveau

des cellules réactionelles.®

Le gene du TNFA est situé au niveau du bras court du chromosome 6 entre 6p21.1 et 6p31.3
et comporte 3.6 kB. Le geéne de la LTA est situé dans la méme région a 1.2 kB du gene du
TNFA. Il s’agit de la région HLA de classe III.
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Figure 7 : Localisation genéetique des SNPs du TNFA au niveau du chromosome 6.
D’aprés Valente et al.'*®

Les situations génétiques du TNFA et LTA rendent complexe les analyses de susceptibilité des
variants de ces deux geénes puisque ces analyses doivent prendre en compte le lien de certaines
pathologies notamment auto-immunes avec le systtme HLA. Ainsi dans une étude récente de
susceptibilité a la PR, il a été possible de mettre en évidence un SNP (rs3761847) au niveau
du chromosome 9 proche des génes TRAF1 et C5 en “‘soustrayant’’ I’effet du systeme HLA,
dont ’impact dans la susceptibilité a la PR est connu.'"” Le nombre de SNPs au niveau de
cette région est extrémement important. Il semble cependant qu’il soit possible de retrouver
des haplotypes communs au niveau de population d’origine trés diverse, européenne, d’Asie
ou d’Australie. Dans cette derni¢re étude comportant 999 personnes, 38 SNPs au niveau de la
région du HLA de classe III ont été étudiés et la construction des haplotypes a permis de
retrouver quatre haplotypes communs dans ces populations d’origine trés diverse.''® Le SNP
le plus étudié est celui en -308G>A au niveau du promoteur du géne du TNFA avec des
nombreuses études de susceptibilité aux pathologies auto-immunes notamment de réponse au
traitement par anti-TNF et des ¢tudes fonctionnelles pour savoir si ce SNP influence ou non la
production de TNFA. Les analyses in vitro extrémement nombreuses réalisées dans des
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contextes tres différents (sujets sains, patients greffés...) avec des protocoles de stimulation
des PBMC variables ne permettent pas de conclusion évidente quant au caracteére fonctionnel
du SNP -308 avec huit études non significatives,'*'?’ deux études en faveur d’une

128,12 ’
G'212 ¢t une étude montrant

augmentation de la synthése de TNFA en présence de I’alléle
des résultats inverses en faveur d’un effet avec 1’alléle A."*° L’affinité avec les facteurs de
transcription en fonction du variant présent, a ¢galement été étudiée notamment au niveau du
SNP -863C>A. L’analyse de la fixation des homodimeéres p50 ou des hétérodimeres p65-p50
de la famille de NFkB au niveau de ce site montre que la fixation de p5S0-p50 en présence de
I’allele A est dix fois inférieur par rapport a p65-p50. Les auteurs montrent les conséquences
fonctionnelles avec une réduction de I’expression de TNFA apres stimulation par LPS en
présence du variant sur lequel se fixe I’homodimére p50-p50."' Pour le SNP en -308,
Baseggio et al. montrent que des complexes protéiques se fixent de facon différentielle en
fonction de I’allele A ou G, mais que I’analyse spécifique de AP-2 (activating protein 2) et
MZF-1 (myeloid zinc finger gene 1) ne montre pas de différence.'*

Knight et al. ont par une nouvelle technique de quantification de ’ARN polymérase II
(haploChIP) qui prend en compte le faite que la machinerie de réplication pourrait se fixer
différemment sur I’ADN en fonction de la présence d’un variant au niveau des promoteurs,
examiné I’effet des SNPs au niveau de la région du TNFA et LTA."*® Cette technique permet
une analyse in vivo dans un contexte cellulaire précis qui intégre un état “‘physiologique’” de
la chromatine. Dans cette étude, il n’y a aucune différence de niveau de phosphorylation de la
polymérase II en fonction de I’alléle A ou G en TNFA-308. Sur la région de 10kB intégrant le
TNFA et LTA, 14 SNPs ont ¢été étudiés et regroupés en trois haplotypes. Le SNP TNF-308A
s’associe a LTA+10A, +252G et 723A. L’analyse par haploChIP montre une différence de
phosphorylation de la polymérase II en fonction du SNP en +252G>A qui est donc considéré
comme le SNP fonctionnel. Cette technique est confirmée par RT-PCR et va dans le sens des
études précédentes montrant que LTA+252G est a I’origine d’une augmentation du taux de
LTA."”*'* Cette étude est importante dans le sens ou elle identifie un SNP fonctionnel a
distance du geéne et que cette expérience se fait dans un contexte cellulaire qui prend en
compte I’ensemble de la machinerie de transcription et notamment les modifications
épigeénétiques. Par contre, cela ne donne pas d’information sur la mécanistique des SNPs mais
uniquement une information sur la présence un marqueur qui peut sembler dans cette étude
assez robuste. Les limites de la technique peuvent venir du fait que I’on ne peut pas trouver le
SNP fonctionnel s’il est trés distant du site de transcription. En 2004, dans une revue de
Genes and Immnunity sur les SNP du TNF, Bayley et al. titraient ‘‘is there a future for TNF
promoter polymorphisms’> en concluant que le SNP TNFA-308A>C n’était pas
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fonctionnel."*® L’analyse de cette région chromosomique s’avére effectivement extrémement
complexe avec des résultats contradictoires. Par exemple, trois études publiées en 2009 et
2010 donnent des résultats opposés concernant le role du SNP TNFA-308A>C dans la
prédiction de la réponse aux anti-TNF dans la PR avec un effet probablement nul lorsque 1’on

713911 est notable de constater qu’actuellement dans la

étudie un grand nombre de patients.
revue des études d’association génétique mise a jour par le NCI et qui ont un niveau
statistique suffisant (p<10™) pour ce type d’analyses, ne figure pas les SNPs du TNFA
proprement dit. On retrouve par contre I’implication de SNPs de la famille du TNFA comme
TNFAIP3 et TNFSF4 en relation avec respectivement la susceptibilité a la PR (odds ratio de

1.2) et la sclérose en plaques (odds ratio de 1.28).'4*'*!

2.2.5. Interferon gamma

L’interféron gamma (INFG) joue un role majeur dans la défense anti-infectieuse notamment
virale. Les patients qui présentent un défaut du récepteur a I’'INFG ont une susceptibilité
accrue aux infections avec des infections Iétales dans I’enfance notamment au Bacille de
Calmette et Guérin. L’INFG a également un role dans I’immunosurveillance des cancers avec
la survenue de cancer spontané ou induit en cas de déficit de INFG ou INFGR. L’INFG
appartient a la famille des interférons de type II. Le géne de 5.4 kb est situé en 12q24.1 et
comprend quatre exons. L’INFG est une cytokine sécrétée par les lymphocytes T, NKT, B et
les cellules présentatrices d’antigéne, qui se fixe sous la forme de diméres sur les récepteurs
INFGRI et 2 permettant I’activation de la voie JAK-STAT. La fixation d’homodimeres de
STAT1 sur des séquences spécifiques permet une réponse primaire avec la synthése de
facteurs de transcription de type IRF (Interferon Regulatory Factor) qui a leur tour vont
permettre une réponse secondaire en permettant la transcription d’autres facteurs
transcriptionnels. D’autres voies de signalisation peuvent également étre activées comme la
voie des MAPK, Pi3K ou NFkB en coopération avec la voie JAK-STAT. Les études IHC
retrouvent une expression de 47% d’INFG pour les LH classiques avec une expression qui

peut varier de 1% a 90% au niveau des cellules de RS.'*

L’expression d’INFG semble plus
importante pour les sous-types a cellularit¢ mixte que scléro-nodulaire. Au niveau du profil
génétique, il est intéressant de noter qu’une signature moléculaire impliquant les génes induits
par 'INFG est retrouvée principalement au niveau des LH EBV+.'*® L’hypothése émise par
les auteurs de cette étude est qu’une réponse Thl est présente dans ce type de LH li¢ a ’'EBV
sans ‘‘efficacité’’ anti-virale, ce qui pourrait conduire a des possibilités d’immunothérapie

d’autant que le pronostic des LH EBV+ semblent plus péjoratif aprés 50 ans.'*
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Les SNPs les mieux étudiés au niveau du gene de I’INFG se situent au niveau de I’intron 1 en
+874A>T (rs2430561) avec également une séquence répétée CA et un SNP au niveau du
promoteur en -179G>T (rs2069709)."*>1*¢ Quatre alléles ont pu étre déterminés en fonction
du nombre de séquence répétée CA, I’allele 2 ayant 12 CA étant en LD avec ’alleéle T en
+874. Concernant les conséquences fonctionnelles de ces deux variants, des études réalisées
in vitro apres par exemple stimulation de PBMC, montrent des résultats trés disparates avec

124,129,145,147

cinq études montrant une augmentation de I’INFG en présence de I’alléle T et trois

148-150 , ;1 1
Dans des études réalisées en contexte

¢tudes avec des résultats non significatifs.
clinique, il semble que la présence de 1’allele 2 corrélé a une augmentation du taux d’INFG
soit associée 4 un rejet aigu de greffe de rein plus important (54% vs. 44%)."””' Un autre SNP
en -764C>G (rs2069707) semble lui associé a une réponse virale apres infection par 1’hépatite
C ou une disparition spontanée du virus avec dans cette étude une analyse de la fonctionnalité
de ce SNP avec un vecteur de -1058 a +128 montrant que 1’all¢le G entraine une activité du
promoteur plus importante que ’alléle C."** Le SNP influencerait la fixation d’un facteur
transcriptionel HSP1 (heat shock protein 1).">* Pour le SNP situé en -179 G>T I’expression
d’INFG est plus importante en présence de 1’allele T apres stimulation par TNFA. Sur le plan
fonctionnel cela pourrait étre 1i¢ a la formation d’un site de fixation de facteur de transcription
de type récepteur a 1’estrogéne (RE) en présence de I’alléle T.'> Les analyses fonctionnelles
en présence de REa confirment ces données. Enfin, les analyses fonctionnelles du SNP en
+874A>T au niveau de I'intron 1 montrent une fixation différente de NFkB en fonction de
Ialléle et plus importante pour I’allele A."*® Compte tenu de I’'importance de I’'INFG dans la
réponse immunitaire notamment Thl, ’analyse de variants génétiques qui pourraient
influencer cette réponse parait importante. Les données biologiques décrites sur quelques
SNPs ne permettent pas de dégager des données robustes qui permettent de fagon évidente de
définir un SNP précis qui influence la sécrétion de la cytokine. Il semble cependant que
I’influence génétique soit importante dans les pathologies associées a des pathogénes comme
celle mentionnée précédemment, suspectant un lien entre réponse virale a HCV et SNP de
I’INFG. Les variants de INFG ont logiquement été étudiés dans les cancers du col liés a HPV
ou des pathologies infectieuses comme les rickettsies ou les pathologies parasitaires.'>*'’
Dans le cadre des pathologies auto-immunes, une ¢étude d’association montre une
susceptibilité accrue au lupus en fonction d’un SNP au niveau du promoteur de I’'INFG
(rs2069705)."°* Le SNP en +874 (rs2430561) ou se fixe NFkB avec une plus importante
affinité pour I’allele A, est également significatif. L’expression d’INFG par les lymphocytes

CD4+ serait plus importante chez les patients porteurs de lupus, le lien formel entre ces

données et le terrain génétique des patients restant a démontrer. Compte tenu des données sur
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les variations génétiques de I’INFG dans les pathologies associées au virus et les données
suggérant un profil moléculaire particulier des LH EBV+ avec une signature ‘‘interferon
pathway’’, Dimpact des variants génétiques d’INFG et leurs conséquences

physiopathologiques dans ces LH EBV+ nécessitent d’étre approfondis.

2.2.6. Interleukine 12

L’IL-12 a un role majeur dans 1’activation de I’immunité innée (cellules NK et NKT) et
adaptative (lymphocytes T CD4+ et CD8+) en permettant 1’activation, la survie des effecteurs
du systéme immunitaire et 1’activation de leur propriété cytotoxique notamment la sécrétion
d’INFG." L’IL-12 permettrait ainsi de faire le lien entre I’immunité innée et adaptative en
étant sécrétée par les monocytes/macrophages et les cellules dendritiques activées par la
présence de pathogénes et engagement des TLR.'®® L’IL-12 agit sur son récepteur (IL-12R) et
oriente la réponse Thl. L’IL-12 permet ¢également 1’activation des macrophages et leur

production de nitrites.''

Le systeme IL-12/IL-12R parait extrémement important pour le
contrdle tumoral avec des échappements tumoraux en cas de perte d’expression de IL-12RB2
notamment par des mécanismes épigénétiques (méthylation de I’ADN).'® L’IL-12 a
¢galement un role dans le contréle du micro-environnement tumoral en inhibant 1’angiogénése
et le remodelage de la matrice extra-cellulaire lors des phénoménes d’invasion.'”” L’IL-12
permettrait également via la sécrétion d’INFG [D’inhibition des LTreg. L’IL-12 est une
cytokine composée de deux sous-unités p35 et p40 et seul le dimere appelé p70 est
biologiquement actif. Elle appartient a une famille de cytokine avec 1’'IL-23, IL-27 et IL-35.
IL-12 et IL-23 ont en commun la sous-unité p40 et [L-12 et IL-35 la sous-unité p35. Alors
que I’IL-12 permet I’activation de la réponse Thl et la sécrétion d’INFG, L’IL-23 oriente la
réponse immunitaire Th17 avec la sécrétion d’IL-17 de TNFA et d’IL-22. I’'IL-27 bloque la
réponse Th17 et favorise la réponse inflammatoire avec I’induction de la sécrétion d’INFG.'®
Dans le cadre des LH, I’expression de I’IL-12 est retrouvée en IHC essentiellement par les
cellules réactionnelles dans 28 cas sur 34 (82%) mais pas par les cellules de RS avec une
expression prédominante pour les LH EBV+ (22 cas sur 22 +, contre 5 cas sur 10 pour les LH
EBV-).'"* De facon intéressante dans cette étude, il ne semble pas que ’on retrouve
d’expression d’IL-12 dans les LDGCB. L’analyse des taux sériques d’IL-12 dans les LH est
contradictoire. Dans une premiére étude de Bien et al., ils sont significativement plus élevés
chez les patients porteurs de LH par rapport aux témoins avant traitement.'® Par contre dans
I’é¢tude de Cozen et al., les patients et leur jumeaux (non atteints par le LH) ont un taux
respectivement de 60.6% et 49% plus bas que les témoins en sachant que la date du

166

prélévement pour les patients n’est pas bien précisée dans cette étude.  Des taux élevés d’IL-
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12 au diagnostic sont associés a un meilleur pronostic dans les tumeurs solides. Bien et al.
confirment ces données dans les tumeurs pédiatriques comme les LAL, les sarcomes et les
LH, mais il n’y a pas eu d’analyses spécifiques aux LH. Dans cette étude, I’IL-12 et I’'IL-10
ont un profil inverse avec la possibilité de prédire le pronostic des patients par le ratio IL-
10/IL-12 ce qui va dans le sens des études biologiques montrant un contrdle de I’expression
de I’IL-12 par I’TL-10."> Compte tenu de propriété immunologique de I’IL-12 et ces données
biologiques, des études thérapeutiques d’IL-12 IV ou SC ont été réalisées dans les LH en
rechute ou réfractaire au CT, avec cependant des premiers résultats trés décevants.'®’

Le gene de ’unité p35 est situé sur le chromosome 3 en q12-13.2 et celui de la sous-unité p40
au niveau 5q31-33. Les variations génétiques et leurs liens avec la production d’IL-12 ont
surtout été étudiées pour la sous-unité p40 qui permet 1’activité biologique de la protéine
finale. Le geéne de I’'IL-12 comprend huit exons. Le séquengage du gene de I’'IL-12B a mis en
évidence de nombreux polymorphismes au niveau des régions introniques, du promoteur ou
des séquences régulatrices notamment en 3°.'® C’est un SNP au niveau 3’UTR (rs3212227)
qui a été le plus étudié par rapport a son influence sur la sécrétion de la cytokine avec des
résultats contradictoires. Morahan et al. ont ainsi montré qu’il existait un déséquilibre de
fréquence allélique pour ce SNP entre les patients porteurs de diabéte de type I et les
témoins.'® L’analyse de 1’effet in vitro de ce SNP montre dans des lignées EBV+, une
expression accrue de I’ARNm de IL-12B pour le génotype AA. Ces auteurs concluent a la
fonctionnalité de ce SNP qui par I’augmentation du taux d’IL-12 augmenterait I’activité Thl
et la destruction des lots B du pancréas. Une étude plus récente d’un consortium a réévalué la
question sur plus de 11.000 individus et ne retrouve pas d’effet global de ce SNP avec
cependant un effet protecteur de I’allele mineur sur 1’age de survenue du diabéte et cela
uniquement chez les femmes.'”” Cela introduit le concept que de tels variants peuvent
influencer la sévérité d’une pathologie avec un effet temps associé a d’autres facteurs
prédisposants et non en ayant un effet simplement ‘‘on/off’’. Une seconde étude montre chez
des donneurs sains, qu’apres stimulation des PBMC par C3bgp, la production d’IL-12p40 est
augmentée en présence du génotype AA ce qui va dans le sens de I’étude de Morahan et al.'®
Dans cette ¢étude, le lien entre la production d’IL-12 et d’IL-10 a été étudié sous I’angle de
I’effet des SNPs au niveau du promoteur de I’IL10 et du SNP au niveau 3’UTR. La
production de I’IL-12 ne semble pas influencée par 1I’IL-10 mais la production d’IL-10 chez
les porteurs de ’allele G en —1082 est influencée par le SNP de I'IL-12 qui est a I’origine
d’une production accrue d’IL-12 (AA). Cette étude montre que 1’effet sur la sécrétion d’une
cytokine d’un SNP, doit intégrer d’autre ‘‘effet’” génétique suggérant que les variations

génétiques ne peuvent s’analyser que dans un systéme plus global que SNP par SNP. La
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méme ¢équipe, dans le méme contexte expérimental (PBMC stimulés) montre une
augmentation proportionnelle de I’IL-12 entre les génotypes AA, avec le génotype CC par
rapport au génotype AA/AC.'7!"!

[mAA ©CA ocCC]

M C3bgp LPS FHA Pyvm

Figure 8: Production d’IL-12 (PBMC stimulés) en fonction du génotype
IL12+1188A>C. On remarque la sécrétion intermédiaire pour le hétérozygote, augmenté
pour le génotype AA et basse pour CC. D’aprés Stanilova et al."?

L’implication des SNPs du gene de I’'IL-12p40 dans la susceptibilité aux pathologies dont la
régulation de la réponse immune est altérée comme le psoriasis, semble assez importante
puisqu’une étude récente pangénome (438.670 SNPs) retrouve le SNP rs2082412 comme
significatif comme HLA-C, des SNPs au sein des génes TNIP1 et IL-23A et IL-23R." Enfin,
deux études récentes montrent une susceptibilité au cancer du col en fonction du SNP de
’1IL12, rs3212227.'*'7* Dans I’étude de Chen et al., il est intéressant de voir que c’est la
combinaison de SNP de IL12A et B (rs568408 GA/AA, rs3212227 AC/CC) qui évalue le
mieux le risque, les deux sous-unités A (p35) et B (p40) étant nécessaire a 1’activité
biologique de I'IL-12."" Dans ces études, il n’y a cependant pas eu de corrélation avec des
dosages de I’IL-12 permettant un lien entre génotype et phénotype, ni d’analyse en fonction
de la présence d’HPV. La nécessaire intégration des SNPs des deux sous-unités, explique peut
étre les différences retrouvées dans les études in vitro analysant le lien entre le génotype d’un

SNP et la sécrétion de la protéine p70.

2.2.7. Chimiokine CCL-17

Les chimiokines sont des facteurs chimiotactiques de petite taille, de 70 a 100 acides amingés.
Le nombre et I’espace des deux premiers résidus cystéines permettent de regrouper les
chimiokines en quatre familles CXC, CC, CX3C et XC. Les récepteurs aux chimiokines
comportent 7 hélices transmembranaires et sont couplés aux protéines G. Les fonctions des

chimiokines et leurs récepteurs sont complexes puisqu’il existe une redondance fonctionnelle
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importante avec, pour une chimiokine, I’expression du récepteur par de nombreux types
cellulaires, la constitution d’homo ou hétérodimeres et la présence de multiples voies de
transduction du signal. La protéolyse des chimiokines peut également générer d’autres formes
actives. La fonction premiére est d’assurer le chimiotactisme, avec comme propriété, des
interactions de faible affinité notamment aux structures glycosylées des endothéliums.

Dans le cadre du LH, les chimiokines et leurs récepteurs les plus étudiés sont CCL17
(TARC), CCLS5 (RANTES), CCL20, CCL22 (MDC) et CCL28. Par exemple CCLS5, CCL17,
CCL20 et CCL22 permettent le recrutement de cellules Th2 et de LTreg au niveau du
microenvironnement tumoral. Les éosinophiles sont attirés par CCL5, CCL28 et CCLI11
(Eotaxin 1). On peut retrouver une expression plus importante de certaines chimiokines dans
les LH EBV+, comme CCL3 (MIP1lalpha), CCL5, CCL20, CCL22 et CXCL10 (IP10) et Mig
(monokine induce by INFg). '">17®
porteurs de LH comparés a 334 témoins (CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CXCL9, CXCL10,

CCL17, CCL22).'” Les taux de CCL17 et CCL22 sont significativement plus élevés chez les

Niens et al. ont analysé huit chimiokines chez 163 patients

patients par rapport aux témoins et de fagon intéressante plus basse pour les formes EBV- par
rapport aux EBV+ alors que le taux de CXCL10 est plus élevé dans les formes exprimant
I’EBV. Les taux de CCL17 et CCL22 sont plus ¢levés dans les stades II, III, IV par rapport au
stade I. Les taux des autres chimiokines ne sont pas différents entre les patients et les témoins.
Au niveau IHC, c’est les cellules de RS qui expriment dans 77% et 75% respectivement
CCLI17 et CCL22. Apres traitement, il est noté dans cette étude, une baisse des deux
chimiokines. Ce dernier point a également été décrit par Weihrauch et al. qui retrouvent
¢galement une valeur pronostique en terme de survie globale pour les patients qui gardent un
taux de CCL17 élevé en fin de traitement.'*

La complexité des chimiokines et de ces récepteurs provient également de la présence de SNP
au niveau de leurs geénes. Dans un contexte de séropositivit¢ VIH, les variants de CCR5
semblent protecteurs contre la survenue de lymphome alors que des variants de CXCL12 en

. . 181,182
augmenteraient le risque. "

Les résultats pour CCR5A32 ont été confirmés dans une étude
de susceptibilit¢ aux LNH comparant 486 cas a 757 témoins (VIH-), uniquement pour les
hommes avec un risque similaire pour les LF et LDGCB.'® La présence d’un SNP de CCL5
en position -403G>A réduirait le risque de LF et de leucémie lymphoide chronique (LLC).
Sur le plan fonctionnel, les auteurs suggerent que, compte tenu de la diminution d’expression
du CCRS5 (rétention au niveau du réticulum endoplasmique), le ligand se fixerait
préférentiellement sur CCR3 favorisant une réponse Th2. De facon similaire, I’alléle A en

CCL5-403 favoriserait 1I’hyperexpression de CCLS5. Ce SNP a déja ét¢ montré comme

favorisant 1’émergence de pathologie Th2 comme la dermatite atopique.’**'® L’effet
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différentiel observé dans cette étude entre les hommes et les femmes pourrait étre expliqué
par un profil différent des chimiokines influencé par les hormones (oestrogene,
testosterone).'*® Une étude ayant analysée I’impact des SNPs au niveau de CCL17 et CCL22
dans les LH n’a pas retrouvé de différence de distribution allélique entre les patients et les
témoins (Figure N°9).'”

-341
rs223895 (C>T

rs9302690
rs170359 rs223812 rs8063316 522313;’2592230830
—
ccL22 CXC3L1 CCL17
rs223885  rs9302690 —341(C=T) rs223829 rs223830
I
hypothetical
exon exon 1 2 CCL17

Figure 9 : Situation des SNPs de CCL22 et CCL17. D’apreés Niens et al.*®’
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3. Etudes de susceptibilitt aux Ilymphomes hodgkiniens et

polymorphismes au niveau des génes des effecteurs du systeme immunitaire

Seulement six études ont spécifiquement analysé le rapport entre les SNPs au niveau de genes
d’effecteurs du systéme immunitaire et la susceptibilit¢ au LH. Une étude de susceptibilité
beaucoup plus importante que les six précédentes va prochainement étre publiée dans Nature
Genetics.'* Les génes étudiés sont ceux de I'IL6, 1L10, IL12, INFG, CCL17, CCL22, TLR9 et
MYD88.!66:179:189-192 poyyr 17116, deux études ont étudié le SNP au niveau du promoteur en —
174G>C. L’¢tude de Cozen et al. montre que le risque de présenter un LH diminue
proportionnellement en fonction du nombre d’alléle C au niveau du SNP de IL6 en —174.""
Le génotype CC est ainsi associé¢ a une diminution de 71% du risque de présenter la maladie,
les hétérozygotes ayant un risque intermédiaire par rapport au génotype GG. L’analyse a
porter cependant sur un nombre faible de patients (N=88) et de témoins (N=87). Par rapport
au sous-groupe histologique, cet effet semble surtout vrai pour les LH scléro-nodulaires.
L’intérét de cette étude est qu'une analyse des taux d’IL-6 a pu étre corrélée aux génotypes et
ceci chez les patients, leurs jumeaux sains et chez les témoins. Les taux d’IL-6 sont
significativement plus bas pour le génotype CC et il est mis en évidence que les vrais jumeaux
non porteurs du LH ont un taux plus élevé I’IL-6 que les témoins. Ceci va dans le sens d’un
déterminant génétique du taux d’IL-6 et que le génotype CC associé a un taux plus faible
d’IL-6 serait protecteur du LH. Cela va dans le sens d’une étude in vitro® mais pas dans celui
d’études cliniques hors contexte de lymphome ou le génotype CC était plutot associé a une
augmentation d’IL-6,""*® cela dépendant probablement également d’autres SNPs sur le géne
de I’1L6" ou du tissu étudié. Cardano et al. ont analysé le méme SNP parmi 408 patients et
349 témoins et ne montre pas de différence de répartition des génotypes en sachant que la
population témoin de cette étude a une fréquence allélique proche de celle de Cozen et al.'™®
Aucune différence n’est également retrouvée en fonction de 1I’expression de I’EBV par contre
une différence de répartition des génotypes est retrouvée pour les lymphomes de Poppema
avec des chiffres cependant trés petits.

Une analyse chez 114 patients porteurs de LH et 84 témoins ne retrouve pas d’influence des
SNP en —592 et —1082 au niveau du promoteur de 1’IL10 ni du polymorphisme au niveau de
’intron 1 (séquence répétée de CA) de I'INFG." Aucune corrélation n’est également
retrouvée entre le génotype et les taux d’IL-10 et d’INFG analysés dans cette étude, chez 26
patients. Cozen et al. ont analysé a partir d’un registre de patients porteurs de LH et leur
jumeaux, les dosages de trois cytokines, I'IL-2, IL-12 et 'INFG dans ces deux cohortes.'®

Cette étude montre que les patients et leur vrai jumeau non malade ont respectivement un taux
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d’IL-12 60.6% et 49% plus faible que les témoins, ce qui est en faveur d’un controle
génétique de cette cytokine. L’analyse du SNP IL12+1188A>C en 3’UTR montre une
différence de distribution des génotypes a la fois chez les patients et les jumeaux par rapport
aux témoins avec un risque accru pour les génotypes AC/CC. La corrélation entre les
génotypes et les dosages de I’[L-12 n’a cependant pas pu étre réalisée, mais certaines études
biologiques entierement décrites seraient en faveur d’une sécrétion accrue d’IL-12 pour le
génotype AA.'"1%172 Cozen et al. font I’hypothése que la diminution de synthése de "TL-12
“‘d’origine génétique’’serait favorable a 1I’émergence de LH. Cette sécrétion inappropriée
d’IL-12 pourrait étre également environnementale. En effet, une faible exposition aux
pathogenes oro-fécaux dans 1’enfance ne permettrait pas la mise en place d’une voie de I’IL-
12 efficace. Les auteurs proposent cette hypothese dans une seconde étude montrant par une
série de questionnaires sur les habitudes de vie, que les risques d’infection par des germes
oro-fécaux sont diminués chez les patients porteurs de LH (sucer son pouce, objet a la bouche,
se ronger les ongles, contact avec les animaux...)."”> Un contrdle indirect de la variable
génétique est proposé dans cette étude puisque les différences sont mises en évidence au sein
de la fratrie avec les mémes questionnaires pour les jumeaux non malades. A noter que 1’on
retrouve ¢également dans cette étude, comme facteur de risque les antécédents
d’appendicectomie, le tabagisme et les antécédents d’eczéma dans I’enfance. Les auteurs font
I’hypothese que ces deux derniéres “‘étiologies’’ sont associées a un profil cytokinique Th2 et

que I’appendicectomie serait le ‘‘reflet’” d’une réponse immunitaire inadaptée. (Figure N°10).
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Figure 10 : Hypotheses étiologiques immunologiques et environnementales dans les LH
proposées par Cozen et al.*®
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Dans le sens d’une relation entre pathogeénes environnementaux et réponse immunologique
inadaptée favorable a I’émergence d’un LH, deux études montreraient une susceptibilité
accrue au LH en fonction de SNPs au niveau de génes codant pour TLR9 et TLR4."™""! Dans
la premiére étude, I’allele —1237T et 2848A du géne TLR9 sont associés a une augmentation

du risque de LH."™"

L’analyse des variants de MyD88 ne montre pas de modification du
risque. Les limites de cette étude sont la taille des effectifs (90 patients et 92 contrdles) et le
fait que I’ADN des patients est extrait de tissus pathologiques comparé a de I’ADN issu de
prélevements sanguins pour les témoins. Dans la seconde étude incluant aussi les LNH,
Nieters et al. montre une augmentation du risque de LH associ¢ a un variant de TLR4
Asp299Gly A>G (9% versus 5.3%)."™" Une derniére étude ne retrouve pas de risque de
développement de LH associ¢ a un génotype particulier de huit SNPs au niveau du géne des
chimiokines CCL17 et CCL22 (-341C>T, rs8063316, rs223895, rs223829, rs223830,
rs170359, 1rs223812, rs9302690).'” L’analyse de susceptibilit¢ aux LH en cours de
publication a utilis€¢ une puce pan-génome de 660K comparant dans un premier temps 589
patients porteurs de LH a 5199 controles.'™ Les régions génétiques d’intérét sont la région
HLA de classe II (chromosome 6) ainsi que 10 SNPs sur les chromosomes 2, 5, 7, 8, 9, 10, 11
et 19. Ces données générées ont été analysées sur une série de validation de 524 patients et
1533 contrdles permettant de confirmer Iimplication de 6 SNPs (p<10™). Trois séries
indépendantes de validation puis une analyse sur I’ensemble de la cohorte permettent de
retrouver 6 SNPs au niveau des chromosome 2 (2p16.1), 6 (6p21.32), 8 (8q24.21 ; 2 SNPs) et
10 (10p14 ; 2 SNPs) impliquant respectivement les génes REL, HLA-DRA, PVT1, GATAS.
Les SNPs en 6921, 2p16.1 et un des SNPs en 8q24.21 semblent surtout avoir un effet dans les
LH EBV-. Sur le plan physiopathologique, ces SNPs sont situés sur des génes important
impliqués dans les lymphomes : REL et la voie NFkB, la région HLA, c-myc au niveau du
chromosome 8 et GATA3, facteur de transcription impliqué dans 1’hématopoiese. Ces données

devront bien sur étre confirmées sur des séries indépendantes.
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4, Etudes cliniques évaluant le réle pronostique des SNPs des genes de

cytokines dans les lymphomes hodgkiniens

En 2007, Holaus et al. ont analysé le role pronostique chez 180 patients porteurs de LH de
cinq SNPs au niveau du promoteur de I’IL10 (-3575, -2849, -2763, -1082, -592), deux SNPs
au niveau du promoteur du TNFA (-863, -308) et un SNPs au niveau du promoteur de I’IL6 (-
174). Les résultats de cette étude sont en faveur d’un réle défavorable sur la survie sans
rechute pour le génotype GG de I’IL6 en position -174 et le génotype AA de I’IL10 en
position -592. Un haplotype des SNPs de I’IL10 est également délétere (-3575T, -2849G, -
2763C, -1082A, -592A) mais dans I’analyse multivariée, le SNP en -592 semble le plus
important. La valeur pronostique des deux SNPs de I’IL6 et IL10 est dans cette étude
indépendante du stade de Ann Arbor. A noter que pour 46 patients, I’ADN utilisé est issu de
prélevements tumoraux. En 2009, a partir des méme patients, cette équipe a étudié la
corrélation entre les dosages plasmatiques d’IL-10 et le génotype de I’IL10, montrant que les
variants -592AA et -1082GG sont a 1’origine d’une sécrétion accrue d’IL-10. Cardano et al.
ne retrouvent pas de valeur pronostique du SNP de I’IL6 en position -174 sur la survie
spécifique et la survie globale dans une cohorte de 408 patients. Dans une derniere étude
ayant analysé I’impact pronostique des SNPs de I’IL10 dans les lymphomes comportant 472
patients, I’analyse d’un sous-groupe de LH de 61 patients, ne montre pas de différence de

survie en fonction du génotype en -3575.'%
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5. Etudes de susceptibilitt aux lymphomes non hodgkiniens et

polymorphismes au niveau des génes des effecteurs du systeme immunitaire

5.1. Etude de susceptibilité des LNH analysant de 12 a 9412 SNPs

La plus importante étude concernant les SNPs localisés au niveau des génes des effecteurs
immuns a été publiée en 2006. L’étude a analysé 3586 patients porteurs de lymphomes et
4018 témoins provenant de 8 groupes qui ont participé au consortium international
Interlymph. Un ajustement était fait sur 1’age, le sexe et le centre de 1’étude et deux sous-types
de lymphomes ont pu étre individualisés, les LF (19% des lymphomes) et les LDGCB (27%
des lymphomes). Douze SNPs ont pu étre étudiés parmi 9 génes de cytokines (TNFA, LTA,
IL10, IL1A, IL1B, IL1RN, IL2, IL6, CARD15). Cette étude montre que la présence au niveau
du promoteur du TNFA d’un SNP -308G>A, est associée a une augmentation du risque de
lymphome. L’analyse montre que le risque est beaucoup plus marqué pour les LDGCB mais
pas pour les LF ou pour les autres types de lymphomes non classés sur le plan histologique.'”
Les auteurs montrent que ces résultats restent vrais lorsque chaque étude est enlevée de
I’analyse 1’une apres 1’autre et lorsque les deux études pour lesquelles 1’équilibre de HW n’est
pas respecté sont également soustrait de 1’analyse. A noter que toutes les études prises
individuellement vont dans le méme sens. L’analyse de I’haplotype AG entre le TNFA-
308G>A et LTA+252A>G montre que la présence de ’haplotype AG augmente le risque de
LDGCB. Cet haplotype correspond dans cette étude a 16% des patients. Cette ¢tude montre
¢également 1I’'impact de SNP au niveau du promoteur de 1’1L10 en -3575 et -1082 sur le risque
de survenue de LDGCB. Il existe un LD entre ces deux SNPs et I’haplotype AG augmentent
le risque de LDGCB. Le fait que I’haplotype TG ne montre pas de risque accru serait en
faveur d’un réle plus important du SNP en -3575. A noter qu’il n’y a pas de LD entre le
TNFA et I’IL10 et que le risque s’accumule avec un risque qui double en cas de génotype
TNFA-308AA et 1L10-3575 TA ou AA. Ce sous-groupe représente 3% des patients porteurs
d’un LDGCB. Une étude de confirmation a été publiée en 2009 en regroupant 14 études
permettant un nombre de patients et de témoins trés important (7999 témoins et 8452
patients).'”® Cette étude confirme 1’augmentation du risque de LDGCB en présence des SNPs
du TNFA-308G>A et LTA+252A>G et de I’haplotype AG ainsi que du SNP IL10-3575A. Le
TNFA-308A augmente aussi le risque de lymphome de la zone marginale et de mycosis

fongoide et confirme 1’absence d’implication de ces SNPs par rapport au risque de LF.

Cerhan et al. vont dans une étude publiée en 2008 dédiée aux SNPs de la voie NFkB
postérieure a 1’étude InterLymph, confirmer I’implication de 1’haplotype AG (TNF/LTA) par
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rapport au risque de survenue de lymphome dans une série de 441 patients et 475 témoins,
pour les LDGCB mais pas les LF."’ L’analyse retrouve également un lien avec les

lymphomes lymphocytiques/LLC non évalué dans la série InterLymph.

Lan et al. ont étudi¢é parmi 518 patientes porteurs d’un lymphome et 597 témoins, la
susceptibilit¢ aux lymphomes en fonction de la présence d’allele de 39 SNPs présent au
niveau de 20 génes de I’immunité regroupé dans cette étude en Thl et Th2."”® A noté que la
majorité des patientes et des témoins font partie de la cohorte InterLymph. Les lymphomes
étudiés sont les lymphomes B, T, les LDGCB et LF. Le risque de LNH B dépend de SNPs au
niveau du promoteur de 1’IL10 (-1082, -3575) et de I’'IL5 et pour les LNH T de SNPs au
niveau des génes de I’IL4, IL4R et IL6. Il est possible de construire un haplotype avec 4 SNPs
du promoteur de 1’IL10 (-3575, -1082, -819, -592) et les haplotypes A-G-C-C et T-A-T-A
représentant 8.8% et 23.5% des patientes sont associés a un risque accru de lymphome aussi
bien les LDGCB que LF. Comme dans I’étude InterLymph, il semble que le risque soit
surtout li¢ au génotype en -3575 puisque I’haplotype T-G-C-C n’augmente pas le risque de
lymphome. Les résultats pour 1’haplotype T-A-T-A sont plus surprenant mais cet haplotype
est peut étre lié a d’autres variations génétiques qui augmente le risque de lymphome. A noter
que dans cette ¢tude, I’augmentation du risque de LNH en rapport avec le SNP en -308 du

TNFA n’est pas retrouvée.

Dans une étude australienne portant sur des patients (N=545) et des témoins (N=498)
d’origine européenne, 36 SNPs au sein de 23 geénes de I'immunité ont également été
étudiés.” A noté que 11 SNPs dont ceux de 1’IL10 et du TNFA ont été inclus dans I’étude
InterLymph. Cette étude va dans le méme sens que la métaanalyse InterLymph par rapport au
SNP de I’IL10 et le risque de développement de LDGCB avec un poids prédominant du SNP
en -3575A par rapport a -1082G. L’analyse de 1’haplotype TNFA-308/LTA+252 ne retrouve
pas les résultats de la cohorte InterLymph avec par contre I’implication du SNP TNFA-863A
et LTA-91C par rapport au risque de LDGCB. En effet, ’augmentation du risque de survenue
de LDGCB est en lien avec présence de I’haplotype LTA-91C, LTA252A, TNFA-863A,
TNFA-857C, TNFA-308G, TNFA-238G. Il est ¢galement retrouvé une réduction du risque de
LNH et de LF en présence de I’allele TNFA-857T. A la limite de la significativité, est
¢galement mise en évidence dans cette étude, I’implication des SNPs au niveau des génes de
INFGR2, FCGR2A et IL4 par rapport au risque de survenue LDGCB et un SNP de TGFB1
pour les LF.

45



Une troisieme ¢étude ‘‘globale’” de variation génétique au sein des geénes de I’immunité a
6té proposée par Wang et al. comparant 1172 patients et 982 témoins.”*’ L’ haplotype LTA-
91C, LTA+252G, TNFA-857C, TNFA-308A, TNFA-238G confére un risque augmenté¢ de
survenue de lymphome (lymphome T, LDGCB, lymphome de la zone marginale). Ces
résultats sont cohérents avec I’étude InterLymph par rapport aux haplotypes LTA+252G et
TNFA-308A. Pour les autres cytokines étudiées, un SNP au niveau du géne de IL4AR (C-
29429T) augmente le risque de LDGCB. Ce SNP est différent de I’étude de Lan et al. Le
risque de lymphome de la zone marginale et lymphocytique est augmenté respectivement en
présence d’un SNP de JAK3, IL12B et IL13 (2 SNPs). Le risque de survenue de lymphome,
LDGCB et de LF, est diminué respectivement en présence d’un SNP de IL8RB et de IL15RA.
Comme dans I’étude de Purdue et al., un SNP au niveau du géne du RFCG2A (rs1801274) a
¢été étudié. Le risque est augmenté pour les LNH B, T, les LF mais pas les LDGCB comme ce
que I’étude de Purdue et al. retrouve avec cependant une différence de génotypes a risque

entre les 2 études, (AG/AA dans I’étude de Wang et al. GG dans I’étude de Purdue et al.)

La quatriéme étude proposée par Cerhan et al. utilise une puce Affymetrix permettant
d’étudier 9412 SNPs de génes de I’immunité et a donc comparé 458 patients 4 484 témoins.*"’
La méthode statistique est proche de celle des études d’expression génétique de micro-arrays
avec au final la sélection de 6 SNPs sur les genes ITGB3, TLR6, SELPLG, UNCB84B,
B3GNT3, BAT2. A noter que les SNPs des génes du TNFA et de LTA n’ont pas été¢ inclus dans
cette analyse. A noter un ‘‘poids’’ statistique important de TLR6 avec des odds ratios (OR) de
8.7 pour la LLC/lymphome lymphocytique, 4.5 pour les LF et 4.3 pour les LDGCB. La
significativité est également importante (OR de 2 a 3 pour les trois types de lymphomes) pour
un autre SNP (rs7300972) au sein du géne du ligand de la sélectine P qui est impliquée dans

la migration des leucocytes.
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5.2. Analyse de la région 6p21

Compte tenu des résultats montrant 1’importance des SNPs au niveau du promoteur du TNFA
et de D’interaction entre les SNPs du TNFA et de LTA, I’analyse des SNPs a été étendue a
I’ensemble des autres membres des genes de la famille du TNFA et de ces récepteurs. Dans la
région 6p21.3, sont également présents les génes de récepteur de mort et le ligand Fas, les
genes TRAF et les geénes de la famille NFkB. Wang et al. ont donc étudi¢ 1946 lymphomes
avec une analyse plus précise des sous types histologiques (LDGBC, LF,
lymphocytique/leucémie lymphoide chronique, lymphome de la zone marginale) que 1’étude
de 2006.2* L’étude a porté sur 500 SNPs de la région 6p21.3. L’étude confirme I’importance
des SNPs de TNFA/LTA notamment les SNPs en -308 et +252 et montre également
I’implication de SNPs au niveau des génes FAS, TNFSF13B (BAFF), TNFSF7, TNFRSF13C
(BAFF-R), TANK et du geéne du facteur de transcription IRF4 et d’'un SNP au niveau d’un
inhibiteur de la voie NFkB, NFKBIE. Pour le sous-groupe des LDGCB, les SNPs d’intérét
sont TNFA/LTA, TNFSF7, TNFSF13B, FAS et IRF4. Pour les LF, les SNPs ayant un lien
significatif sont TNFSF7, FAS, TANK. Pour les lymphomes lymphocytiques et LLC les SNPs
d’intérét sont IRF4 et TANK et pour les lymphomes de la zone marginale, IRF4 et LTA. Cette
¢tude a I’intérét avec un nombre de patients conséquents, de confirmer I’implication des SNPs
au niveau des genes de la famille du TNFA. Elle suggere ainsi le réle de SNPs au niveau de

BAFF.

Novak et al. ont étudié parmi une population de 441 lymphomes et 475 témoins, 9 SNPs au
niveau du geéne TNFSF13B différent du SNP (rs2582869) de 1’étude de Wang et al

s cg 203
précédemment citée.

Trois SNPs de par et d’autre de 1I’exon 3 sont significativement
corrélés a un risque de lymphome. Il est possible de construire avec ces 3 SNPs (rs1224141,
rs12583006, rs12428930), un allele a haut risque TTA qui est significativement associé¢ a un
risque de survenue de LDGCB et de LF mais pas de lymphome lymphocytique/LLC. Dans
cette ¢tude, BAFF a pu étre dosé au niveau du sérum et de fagon attendue le taux est plus
¢élevé dans les LDGCB. Les LF n’ont pas un taux de BAFF significativement plus élevé que
les témoins. La corrélation entre le taux de BAFF sérique et I’haplotype construit a partir des
trois SNPs montre que 1’all¢le associé a un haut risque de survenue de lymphome est corrélé a
un taux de BAFF sérique plus important. Le caractére fonctionnel supposé de ces SNPs est

appuy¢ par le fait que I’expression d’ARNm de BAFF variant (protéine tronquée) dont le

gene ne comprend pas les trois SNPs, n’est pas modifiée en fonction de 1’alléle & haut ou bas
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risque de survenue de lymphome. Il n’y a cependant pas eu d’analyse par ELISA de ABAFF
sérique (Figure N°11).
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Figure 11: A. Localisation des 3 SNPs au niveau du gene BAFF. B. Le caractere
fonctionnel des SNPs est suspecté en raison de I’expression différentielle de BAFF et
BAFF variant, ce dernier ne comprenant pas les 3 SNPs. D’aprés Novak et al.?®

L’ ¢équipe de Skibola et al. a étudié parmi les membres de la famille du TNFA, les SNPs au
niveau des génes de TNFRSF5 et TNFSF5 codant respectivement pour CD40 et CD154 dont
les mutations sont associées a des déficits immunitaires correspondant a un syndrome d’hyper
IgM.*™ Les SNPs analysés se situent au niveau du promoteur de TNFRSF5 en -1C>T
(rs1883832) et pour le géne TNFSF5 en +6809 (rs3092933) et +3005G>A (rs715762). Parmi
1776 lymphomes et 2482 témoins, I’analyse montre une augmentation du risque de LF en
présence du variant T en -1 de TNFRSF5. Ce risque augmente proportionnellement en
présence d’un allele (30%) ou de deux alléles (60%). Ce SNP a également été étudié dans des
cas de LH, montrant une augmentation par deux du risque. Les données sont plus
contradictoires pour les LDGCB entre les différentes populations qui composent cette étude
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mais cela peut refléter I’hétérogénéité¢ des LDGCB avec peut étre une augmentation du risque
pour les LNH ayant une origine du centre germinatif (LH, LF, LDGCB de profil GC).
L’analyse épidémiologique de cette étude a été complétée par une analyse biologique. Il
apparait que les témoins et les patients surtout ceux présentant un LF avec un génotype TT en
position -1 du TNFRSF5 ont un taux sérique de sCD40 significativement plus bas. Une
analyse fonctionnelle montre de plus que I’expression de CD40 a la surface de cellules
dendritiques stimulées par du LPS est 2.7 fois plus faible pour les patients TT. Ces données
sur le sCD40 semblent plutot contradictoires avec des études antérieures. L’interprétation
physiopathologique de ces données peut étre que les individus TT présentent un syndrome
d’hyper IgM “‘a minima’’ avec au niveau du centre germinatif un ‘‘défaut’’ d’expression de
CD40 pouvant étre associé a une réponse immunitaire défectueuse qui favorise I’émergence

de clones pathologiques.

La région 6g21.33 semble d’autant plus importante qu’une analyse globale avec une puce
[Mlumina 550K sur une population de patients porteurs de LF, LDGCB et lymphome
lymphocytique avec trois séries de validation (645 LF, 783 LDGCB, 3377 témoins) montre
cing SNPs associés a la susceptibilité au LF (rs6457327, rs2517448, rs13286028, rs11158098,
rs16940565), deux associé¢s aux LDGCB (rs9936269, rs29605) et aucun a la LLC/lymphome
lymphocytique.”® La validation de six de ces SNPs (rs6457327 et rs2517448 ayant un LD a
1) sur deux séries confirment I’importance sur le risque de présentation de LF de rs6457327 et
ceci aprés correction en fonction du nombre d’analyse (P = 10™). Ce SNP se situe proche du
gene STG et du géne PSORS1 décrit comme étant un geéne de susceptibilit¢ aux LF. L’analyse
des SNPs au niveau de cette région confirme également les résultats par rapport au SNP
rs6457327. Celui-ci est également en LD avec un autre SNP rs1265054. Par contre ses SNPs
semblent indépendant de HLA-C situé a proximité. A noter que le réle de la protéine STG est
mal connu et que des études plus poussées sont nécessaires pour décortiquer 1’aspect

fonctionnel de cette découverte.

Dans ce sens, une nouvelle analyse a a nouveau été réalisée a partir de la cohorte américaine,
avec deux nouvelles séries de validation notamment avec une cohorte européenne.”’® La
premiere analyse confirme 1’impact du SNP au niveau de la région PSORS1 mais également
18 autres SNPs. A partir de cette cohorte, 40 SNPs ont été analysés dans deux cohortes de
validation, permettant de mettre en évidence deux SNPs d’intérét rs10484561 et rs7755224
avec des niveaux de significativité important (P = 10”) (Figure N°12). Les principaux SNPs

des cohortes précédentes et enfin la métaanalyse sur ’ensemble de la population confirme
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I’importance de ces deux SNPs (respectivement P = 107 et P = 10""). A noter que le SNP
rs10484561 n’est pas en LD avec le premier SNP décrit au niveau du locus PSORS1, ce qui
est en faveur d’un réle indépendant de ce SNP. La région HLA de classe II 6g21.32 ou se

situe ce SNP semble donc une région d’intérét dans la susceptibilité¢ au LF.

a 6+ MHC region 5
10484561
. b 157755224 40"

Physical distance: 498.8 kb A
LD map type: D" f

34,976,532 “ < Vs @ Imputed
0 02040608 1 ; @ Genotyped

Physical distance: 4,944.4 kb

L L miaptypecar 156457327

& rs10484561
0 02040608 1 @ Genotyped

Figure 12 : A) Etude pangénome montrant I’implication de la région 6p21.32 dans la
susceptibilité aux LF. B) L’analyse a ensuite été ‘centré’ sur la région du SNP
rs10484561. D’aprés Conde et al. %

5.3.  Analyse du systeme HLA

Compte tenu de la possibilité du caractére confondant du systtme HLA pour montrer une
implication des locus du TNFA, 1’équipe de Wang et al. a recherché la susceptibilité au LNH
en prenant en compte [’haplotype HLA-A*01-B*08-DR*3 qui dans des études antérieures a
été décrit comme associ¢ a un risque accru de développement de pathologies auto-
immunes.”*?% 11 semble donc que le risque associé de développement de LNH et surtout de
LDGCB en rapport avec ’allele TNFA-308G>A soit maintenu, indépendamment de la
présence ou non de I’haplotype HLA-A*01-B*08-DR*3. La présence de HLA-B*08 semble
aussi associée a un risque de développement de LNH indépendamment du statut du TNFA.
Une étude complémentaire de la méme €quipe publiée en 2010, confirme I’importance du
risque de lymphome en fonction du systtme HLA de classe II avec une augmentation du
risque de LF avec HLA-DRB1*0101 et de LDGCB avec HLA-DRB1*0401.2% Les auteurs
font le lien avec le risque de présenter des pathologies auto-immunes et ces mémes groupes

HLA. Ainsi, le risque de LF est diminu¢ en présence de 1’allele HLA-DRB1*13, comme cela
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a déja été¢ montré dans des pathologies auto-immunes comme la PR. Comme le souligne les
auteurs, ces résultats méritent d’étre validés sur une autre série et 1’analyse devra étre

complétée en intégrant I’ensemble des composantes du systeme HLA.

5.4. Implication des SNPs de la région 2q33 (CTLA4)

Parmi les effecteurs immuns impliqués dans la réponse T, Piras et al. ont montré que le
nombre de séquence répétée AT en 3’UTR de CTLA4, est impliqué dans la susceptibilité au
LNH.*'" Il existe un LD avec les SNPs en +49 et -318. L’haplotype a risque est CTLA4-
318C/H+49A/(AT)s,. A noter que dans une étude de susceptibilité au LNH de MALT, c’est
I’haplotype CTLA-318C/+49G qui est a risque.”"!

5.5.  Etude de susceptibilité impliquant les Toll-like receptors (TLR)

Les TLR jouent un rdle majeur dans la reconnaissance des micro-organismes et notamment
les pathogénes et par conséquence 1’activation des cellules de I’immunité innée. IIs permettent
¢galement de faire le lien entre I’immunité innée et acquise. Ces molécules sont d’expression
membranaire a la surface des cellules (TLR1, 2, 4, 6) ou au niveau des endosomes et
lysosomes (TLR3, 7, 8, 9). Ces récepteurs vont permettre la reconnaissance de ligands
exogenes microbiens de nature diverse (lipidique, protéique ou nucléotidique) mais également
endogeénes comme ’ADN génomique associ¢ a des anticorps anti-DNA, des molécules de
choc thermique (HPS). La transduction du signal est assurée par des molécules
cytoplasmiques comme MyD88 qui possede un domaine de mort et dont les SNPs du gene ont

été étudiés dans le LH.'™!

Les facteurs de transcription comme NFkB permettront I’expression
de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNFA) et immunostimulatrices (IL-12 et IL-18) tandis
que les facteurs de transcription de type IRF sont impliqués dans I’expression d’INFB et G.
Compte tenu de D’importance que joue les TLR et des molécules impliquées dans la
transduction du signal comme MyDS88 dans la balance tolérance et activation du systéme
immun, on comprend aisément que des variations génétiques somatiques au niveau de leur
gene qui affecteraient leur fonction puissent modifier la réponse inflammatoire et influencer la
survenue de lymphome. C’est le sens de I’hypothése défendue par Cozen et al. par rapport aux
SNPs de I’IL12 et de TLR4 et TLR9."®® Une autre hypothése serait que les cellules B malignes
qui expriment les TLR aient une sensibilité¢ variable en fonction des SNPs présentés, aux

ligands endogenes ou exogenes (bactéries, virus, produits de dégradation de la matrice extra-

celluaire) qui sont a I’origine de la croissance tumorale.

51



Purdue et al. ont analysé 36 SNPs au niveau des génes de TLR2 (11 SNPs), TLR4 (14 SNPs)
et de TLR10-1-6 (11 SNPs) localisés au niveau de la méme région du chromosome 4 parmi
une cohorte 1946 patients porteurs de lymphomes et 1808 témoins, regroupant 3 études du
NCI, du Connecticut et du New South Wales.?'> Deux SNPs, rs10008492 et rs4833103 au
niveau de TLR10-1-6 sont associés a une augmentation du risque de survenue de LNH, la
corrélation étant retrouvée pour le premier SNP avec les LF et le second avec les LDGCB et
les lymphomes de la zone marginale. Un SNP au niveau de TLR2 (rs3804100) est associé au
risque de survenue des lymphomes de la zone marginale. L’équipe de Nieters et al. retrouve
un lien statistique avec un SNP de TLR2 (rs4696480) et TLR4 (Asp299Gly A>G) et
respectivement une augmentation du risque de survenue de FL et de LNH du MALT."® Deux
autres études montrent plutdt une diminution du risque de LDGCB et de lymphomes de
MALT en fonction du SNP de TLR4 1063A>G (rs4986760).2'**'* A noter que le SNP au
niveau de TLR6 (rs5743815) étudié par Cerhan et al. est différent de celui mis en évidence

par Purdue et al.*'

Une analyse plus compléte des SNPs au niveau des TLRs avec des études
fonctionnelles pourrait étre extrémement prometteuse pour mieux comprendre 1’influence des
SNPs dans la réponse aux pathogeénes qui engagent la voie des TLRs. Il a ainsi déja été
observé que le SNP TLR4 1063A>G (rs4986790) peut influencer la signalisation de TLR4 et

donc moduler la réponse inflammatoire.
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6. Etudes cliniques évaluant le réle pronostique dans les lymphomes non

hodgkiniens des SNPs des genes des effecteurs du systéeme immunitaire

Comme discuté dans Dl’introduction de ce travail, les facteurs pronostiques cliniques et
biologiques ‘conventionnels’” ne permettent pas de discriminer de fagon parfaite les patients
qui auront un pronostic différent. Compte tenu de 1’influence possible des polymorphismes
somatiques au sein des genes des effecteurs du systéme immunitaire et des données
épidémiologiques sur la susceptibilité¢ au lymphome, des €tudes ont intégré ces données aux
analyses pronostiques des patients porteurs de lymphome. Les études ont analysé les SNPs
des genes de cytokines déja présentées et impliquées dans la physiopathologie des lymphomes
a savoir le plus souvent le TNFA, I’IL10, I’'IL6, I’IL4R. Ces études sont résumées dans le

Tableau N°2.
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Tableau 2 : Etudes cliniques ayant analysé le pronostic des polymorphismes des genes de

cytokines dans les LNH

Auteurs Contexte SNPs étudiés Résultats/Remarques
Warzocha®" 273 LNH TNFA-308 Etude du taux plasmatique de TNFA et LTA en
1998 126 LDGCB LTA-252 fonction des alléles du TNFA et LTA

Haplotype a bas risque : 0-1 alléle associé a une
production accrue de cytokines

Haplotype a haut risque : 2-4 all¢les associés a
une production accrue de cytokines

Survie globale et survie sans progression
différente entre les deux groupes de bas et haut
risque de LNH.

Survie sans progression plus courte pour les
LDGCB mais survie globale non significative
pour les DLBCL. SSP indépendante de 1’IPL.
Non significatif pour les lymphomes

folliculaires

Juszczynski*'® | 204 LNH
2002 104 LDGCB

TNFA-308, -376
LTA+252
HLA DRBI1

TNFA-308A associé a une sécrétion augmentée
de TNF

TNFA-308A associé a un taux de RC inférieur
et un pronostic défavorable (EFS et OS)
L’alléele HLA DRB1*02 nul associé a un
pronostic défavorable (EFS et OS)

Significatif en analyse multivariée pour TNFA-

308 et HLA1*02

Lech- DLBCL
Maranda™ 199 patients
2004

IL10-1082
IL10-819
1L10-592

Fréquence allélique déséquilibrée pour le SNP
en -1082 : allele G plus fréquent chez les
témoins

Amélioration de la réponse, la FFP et OS pour
les patients AA en -1082

Indépendant en analyse multivariée

-819C et -592C : sécrétion plus importanted’IL-
10

-1082 : pas d’effet

Effet pronostique de I’'IL-10 sérique sur la
réponse, FFP et OS

Berglund”"’ 244 patients
2005

1L10-1082
1L10-819
1L10-592

Pas de différence de distribution allélique avec
les témoins. Pas de différence en survie globale

en fonction du génotype
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Tableau 2 : suite

Auteurs Contexte SNPs étudiés Résultats/Remarques
Kube™'® 409 patients IL10-3575 Pas de différence de distribution allélique avec
2007 256 LDGCB IL10-1354 les témoins
IL10-1082 Pas de différence en survie globale en fonction
IL10-819 du génotype pour I’ensemble de la cohorte et le
1L10-592 sous-groupe des DLBCL
Lee™” 108 patients IL10-1082 Pas de corrélation entre la réponse au traitement
2007 LNHT 1L10-819 et ’haplotype de 1’1L10. Survie globale et survie
1L10-592 sans progression défavorable pour le groupe
ACC/ACC (16% des patients)
Etude Coréenne avec un génotype 100% AA
pour IL10-1082. Difficile a comparer aux études
occidentales
Domingo- 472 patients IL10-3575 Survie globale améliorée pour le groupe -1082
Domenech'” | Syndrome IL10-1082 GG (15% des pts) P =.05
2007 lymphoprolifératif Survie globale améliorée pour le groupe -3575
de différentes AA (7% des pts) P =.002
histologies Survie globale améliorée pour les LNH (253
pts) : -3575 AA (20% des pts) / TT/AT P =.056
Diplotype -1082G-3575A/G-A : meilleur
pronostique (5.6% des patients)
Méme sens statistique que 1’étude de Lech-
Maranda et al. avec un meilleur pronostic de
I’alléle G en -1082. Pas d’analyse en sous-
groupe histologique précis.
Kube™ 500 patients -597AC rs1800872 Pas de différence de fréquence allélique par
2008 Essai B1/B2 -1087AG rs1800896 rapport aux témoins
CHOP/CHOEP -3538AT rs1800890 Pas de différence en EFS et OS a 3 ans pour les
-6208CG rs10494879 différents génotypes sauf en -7400 : le groupe
-6752AT rs6676671 DelDel (3% des patients) : pronostique
-7400indel défavorable : 43% vs. 76% OS a 3 ans. 39% vs.

60% EFS a 3 ans.

-6752TT de pronostique défavorable : OS
(p=0.05) EFS (P =.006).

Un haplotype -6752/-6208/-3538 : TCA/TCA
de pronostique défavorable en OS (P = .06) et
EFS (p=0.04).

-7400Del/Del pronostic en analyse multivariée
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Tableau 2 : suite

Auteurs

Contexte

SNPs étudiés

Résultats/Remarques

Habermann®?!

2008

365 LDGCB

73 SNPs étudiés

parmi 44 génes

Modge¢le Pronostique a 4 SNPs

0-1 (20% des pts) vs. 2-3 (68%) vs. 4 (12%)
parmi SNPs (défavorables) de :

IL1A rs1800587 : CT/TT

IL8RB 151126580 : AG/GG

IL4R rs2107356 : CC/CT

TNF 151800629 : AG/AA

Haplotype TNF/LTA

AG :HR=1.36 P =.09

0-2 alleles vs. 3-4 (10% des patients) HR=1.72
Haplotype IL10

TATA : 26% des pts HR=1.59 P =.04
TGCC : 7% des pts HR=2.44 P = .003

Park*?

2009

235 LDGCB
110 traités par CHOP
125 traités par RCHOP

1L10-592
IL10-819
Bcl2 -938C>A rs2279115
Bcl2 +21A>G rs1801018

Corrélation a la réponse au traitement :

CHOP : role défavorable des génotypes CC des
2 SNPs de I’IL10. Pas de différence sous R-
CHOP et en fontion des SNPs de Bcl2

Impact sur la survie sans progression de
I’haplotype CC d’IL10 et du génotype AA de
Bcl2 sous CHOP et non sous R-CHOP.

Schoof?®

2009

228 LDGCB
Essai B1/B2

1L4-524CT rs2243250

IL4R :

175V 151805010
S503P rs1805015
Q576R 151800925

IL13-1069CT
rs1800925

Variant IL4R 175/175 AA (31% des patients) :
meilleur OS (P =.05) et EFS (P=.04) que les
génotypes AG et GG

Analyse confirmée en multivariée pour I’OS
incluant I’TPI dans le modéle statistique.

Pas d’impact des autres SNPs de IL4R, IL4,
IL13

Analyse du taux sérique de I’IL4R, prédictif de
I’0OS et EFS. Cut off a 115pg/ml

L’analyse conjointe du taux d’IL4R sérique et
du génotype montre un pronostique meilleur
pour les patients ayant un taux IL4R bas (<115)
et de génotype AA. Les patients AA et IL4Rs
>115 ont un pronostique défavorable.
L’analyse multivariée qui inclut le dosage de
I’IL4R, confirme I’importance du génotype,

I’IL4Rs n’étant pas un facteur indépendant.
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Ces ¢études centrées sur les SNPs au sein des genes des cytokines sont toutes des études
rétrospectives incluant pour la plupart différents sous-types de lymphomes. A noter que la
plupart de ces études ont été réalisées avant I’intégration des anticorps monoclonaux comme

le rituximab dans la stratégie thérapeutique.

6.1. TNFA

Deux études ayant analysé le role pronostique des variants du TNFA et LTA vont dans le
méme sens, a savoir un role délétére de 1’haplotype TNF-308A/LTA+252G.*"***! Dans I’étude
d’Habermann et al. les patients porteurs de I’haplotype TNFA-308 A/LTA+252G représentant
19% ont par rapport a I’haplotype GA (62% des patients) un risque accru mais non significatif
de déces (P =.09). Warzocha et al. montrent que la présence de 2 a 4 alleles ‘‘déléteres’ de
cet haplotype (A pour le TNFA et G pour LTA) est associée a une augmentation du taux de
TNFA et LTA sériques en lien avec une survie globale et une survie sans progression plus
courte. Ceci est surtout vrai pour la survie sans progression de LDGCB et indépendant des
données de I’IPI. A noter que la répartition des patients ayant un nombre d’alléle ‘délétéres’’
est relativement proche dans les deux études (38% et 33%) et qu’Habermann et al. retrouvent
les résultats de 1’é¢tude de Warzocha et al. en utilisant la méme méthodologie de répartition
des all¢les a risque. L’étude de Juszczynski et al. montre la difficulté de connaitre le role
pronostique des différent variants de la région 6p21.3 avec, dans cette ¢tude le maintien du
role pronostique du TNFA-308A associé au HLA DRB*02 et non & LTA-252.2'® Dans cette
¢tude, la différence pour les 104 LDGCB est vraie pour la réponse compléte, la survie sans

progression et la survie globale. Le groupe de mauvais pronostic représente 28% des patients.

6.2. Interleukine 10

Les données concernant la valeur pronostique des SNPs de 1’lL10 sont extrémement
contradictoires. Les études de Lech-Maranda et al. et Domingo-Domenech et al. vont dans le
méme sens avec un pronostic favorable de I’allele G en -1082, en sachant que la seconde
étude a porté sur un ensemble de syndrome lymphoprolifératifs alors que I’étude de Lech-
Maranda et al. porte uniquement sur les LDGCB.**'** Ces études sont contredites par I’étude
de Berglund et Kube qui ne retrouvent pas de valeur pronostique pour cet alléle.”'”*'® Alors
que dans I’étude de Lech-Maranda et al. les caractéristiques des patients ne sont pas
différentes en fonction du génotype de 1’IL10-1082, une étude de 55 patients porteurs de
lymphome retrouve une présentation plus agressive notamment des LDH plus élevées au
diagnostic des patients porteurs du génotype IL10-1082AA.*** Dans I’étude de Kube et al.
I’intégration de ’alléle en -3575 & un haplotype distal montre que 1’allele A serait 1ié¢ & un
pronostique défavorable alors que les résultats sont inverses dans 1’étude de Domingo-
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Domenech.'”***° Finalement ces résultats contradictoires sont expliqués dans I’étude de
Habermann et al. qui a évalué le risque sur la survie globale de 1’haplotype -3575, -1082, -
819, -592. Les deux haplotypes a risque sont, TATA représentant 26% des patients avec un
OR a 1.59 et I’haplotype TGCC représentant 7% des patients avec un OR a 2.44. Au niveau
du promoteur distal, Kube et al. retrouvent le réle pronostique d’un variant correspondant a

220
Dans

une Insertion-Delétion (InDel) en -7400 mais qui ne correspond qu’a 3% des patients.
une étude ayant évalué la valeur pronostique de I’haplotype formé de deux SNPs du
promoteur de I’IL10, -592 et -819, Park et al. montrent un effet différent entre les patients
traités par CHOP et R-CHOP.?* Les génotypes CC sur ces deux SNPs sont associés 4 un taux
de rémission compléte, et des survies sans échec et globale inférieures pour les patients traités
par CHOP et non par R-CHOP. Les auteurs font ’hypothése que le rituximab pourrait
gommer la valeur pronostique de cet haplotype. Ils retrouvent également une interaction de
cet haplotype de I’IL10 avec un SNP de Bcl-2 (-938 C>A, rs2279115). 1l est reconnu que la

valeur pronostique péjorative de Bcl-2 est valable sous CHOP et non sous R-CHOP. Le lien

physiopathologique entre ces différentes données reste & démontrer.

6.3. Récepteur a I’interleukine 4

Deux ¢tudes ont analysé les SNPs au niveau de I’'lL4R (rs2107356, 1805010, 1805015,
1800925).72"*% L’étude d’Haberman et al. montre que les génotypes CC/CT (rs2107356) ont
un pronostic défavorable. Ce SNP est intégré a un modele pronostique qui comprend le TNFA
(rs1800629), I’IL1A (rs1800587) et I’IL8RB (rs1126580), la survie globale étant corrélée au
nombre de génotypes présents et associée a une survie plus courte en analyse multivariée.
Schoof et al. retrouvent que les patients porteurs du génotype AA (rs1805010) ont une survie
globale et une EFS plus favorable par rapport aux patients de génotypes AG et GG. L’ analyse
multivariée de cette étude qui intégre le dosage de I’'IL-4R montre que le génotype a une
valeur indépendante dans I’évaluation du pronostic. Les variants de 1’IL4, 1L13 analysés dans

cette étude n’ont pas de valeur pronostique.

6.4. Autres SNPs : implication des SNPs de I’IL8, IL2, IL12B et IL1IRN
dans le pronostic des lymphomes folliculaires

Une étude de Cerhan et al. ayant analysé le pronostic de 73 SNPs parmi 44 génes impliqués
dans le systeme immunitaire chez 278 patients porteurs de LF traité¢ sans rituximab, montre
I’implication de 14 SNPs parmi 11 génes ayant un P<.15** Le SNP ayant une valeur
pronostique la plus ““forte’” est I’IL12B rs3212227 (génotype AC/CC). Un modéle statistique
montre qu'un modele a quatre SNPs comprenant 1’IL8 (rs4073), IL2 (rs2069762), IL12B

(rs3212227), IL1IRN (rs454078) peut prédire la survie des patients. A noter que les SNPs de
58



I’IL10 et du TNFA n’ont pas de valeur pronostique comme cela est retrouvé dans une étude de
21

méthodologie similaire dans les LDGCB.
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Figure 13 : Score pronostique de patients porteurs de LF en fonction du nombre de
SNPs “‘déléteres’ parmi 4 SNPs: IL8 (rs4073), 1L2 (rs2069762), IL12B (rs3212227),
IL1RN (rs454078). D’aprés Cerhan et al.?*

Cela confirme en tout cas deux autres études dont celle de Warzocha et al. qui ne retrouvaient
non plus pas de valeur pronostique aux SNPs du TNFA et LTA.*">**” Parmi les 14 SNPs, les
SNPs de I’IL10 ne sont pas non plus impliqués, ce qui pourrait suggérer un role différent des
variants des génes immuns dans la physiopathologie des LF et DLBCL. Le SNP au niveau de
3’UTR de I’'IL12 a été également décrit comme impliqué dans la susceptibilit¢ au LH.
Concernant le SNP de IL1RN (rs454078) son role est difficile a comprendre puisque I’allele T
du SNP est en LD avec I’allele 2 (VNTR) au niveau de I’intron 2 d’IL1RN et associ¢ dans
différentes études vues précédemment, soit a I’augmentation de I’IL1Ra, soit a sa diminution.
Les explications physiopathologiques sont également complexes pour le SNP de I’'IL8
(rs4073) puisque ’alléle TT a risque dans cette étude est plutdt associé a une baisse du taux
d’IL-8 ce qui signifierait que des taux ¢levés d’IL-8, cytokine proinflammatoire serait un
¢lément de bon pronostic, ce qui n’est pas cohérent avec des études réalisées en
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cancérologie.
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6.5. Tentative de synthese sur les donneées biologiques, épidémiologiques et
cliniques sur I’implication des SNPs des cytokines dans les lymphomes

La synthése des données de la littérature concernant les SNPs au niveau des huit cytokines
étudiées est complexe. Sur les données in Vvitro, on peut retenir que la majorité des études
biologiques sont en faveur d’une sécrétion accrue d’IL-10 en présence de I’haplotype GCC
en position -1082, -819, -592 au niveau promoteur du géne. Sur le plan épidémiologique, le
SNP qui semble le plus impliqué est le IL10-3575A, et au niveau clinique, I’étude la plus
convaincante est celle d’Habermann et al. qui a permis de montrer que la survie globale des
patients peut étre influencer par 1’haplotype regroupant les quatre SNPs du promoteur de I’IL-
10. Les analyses pronostiques montrent que les variations trés distales en -7400 sont
¢galement importantes a prendre en compte, ce qui pourrait faire discuter un séquencgage de
I’ensemble de cette région pour définir les polymorphismes d’intérét et ceux en LD. Dans les
grandes études de susceptibilité¢ des pathologies auto-immunes, il est intéressant de constater
qu’actuellement aucun variant génétique de la région de I’IL10 n’est impliqué (revue de la
littérature dans Xavier et al.”*). La derniére étude épidémiologique sur la susceptibilité aux
LDGCB confirme I'implication de I’haplotype AG des SNPs TNFA-308G>A et
LTA+252A>G avec cependant des études biologiques fonctionnelles trés disparates pour
générer des hypothéses fonctionnelles.'”® Cette région génétique semble majeure a étudier
sous I’angle de la lymphomagénése avec des données sur I’implication du systéeme HLA et sur
les membres de la famille du TNFA comme BAFF et CD40. Sur le plan clinique, 1’étude de
Habermann et al. confirme celle de Warzocha et al. avec un effet délétere sur la survie globale
de I’haplotype AG permettant d’identifier un sous-groupe de patients (10% des patients) ayant
un pronostic défavorable. Il apparait extrémement important dans le cadre des futures études
de démembrer le groupe des LDGCB en GC et non-GC pour connaitre I’impact respectif des
SNPs dans ces deux entités de physiopathologies différentes. Les données issues d’études
hors lymphome (coronaropathies principalement) pourraient suggérer un role plus global des
SNPs au niveau des geénes de la famille de I’IL1 et de I’IL6 avec peut étre une réponse
inflammatoire différente (augmentation modérée de 1I’IL-6 et de la CRP) entre les individus en
fonction des polymorphismes présents. Cet effet a priori non spécifique sur la réponse
inflammatoire en fonction du fond génétique des patients serait intéressant a approfondir dans
les lymphomes. Les SNPs de I'INFG et de I’IL12 pourraient intervenir dans la capacité du
systéme immunitaire a interagir avec les pathogeénes avec des premiers résultats concernant
I’influence que peut avoir les polymorphismes de I'INFG dans la réponse anti-virale a

I’hépatite C, et ceux de 1’1L12 dans la susceptibilité aux LH et aux cancers du col liés 8 HPV.
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On retrouve par exemple I’implication de SNPs de I’IL23R (rs11209026) dans les pathologies
inflammatoires digestives comme la maladie de Crohn ou il existe un déséquilibre entre les
pathogénes digestifs et le systéme immunitaire a ’origine des lésions inflammatoires.'®**° On
peut donc se poser la question dans le cadre des LH de I"implication des SNPs de 1’1L12 et
I’INFG par rapport au statut EBV de ce lymphome.

6.6. Influence des polymorphismes des génes des récepteurs au fragment Fc
des immunoglobulines dans les lymphomes

Les récepteurs au fragment Fc des anticorps et le systéme du complément jouent un role
majeur dans I’induction de la réponse immunitaire. La fixation des anticorps au récepteur Fc
va permettre la phagocytose, la cytotoxicité (ADCC, antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity) par le systétme monocytes/macrophages et les cellules NK, le relargage de
facteurs solubles (cytokines, substances chimioattractives et vasoactives) et, via les cellules
dendritiques, permettre la présentation antigénique. Le développement des anticorps
monoclonaux dont I’activité est médiée par la fixation du fragment Fc aux récepteurs des
cellules effectrices et par le systéme du complément, rend 1’analyse des polymorphismes des
geénes FCGR et du systéme du complément intéressante car pouvant influencer la réponse
thérapeutique si ces SNPs sont fonctionnels. Les polymorphismes les mieux étudiés par
rapport aux conséquences fonctionnelles sur 1’affinité pour les immunoglobulines sont situés
sur les génes de FGRIIA (131H ou R), FCGRIIA (158F ou V) et FGGRIIIB (NA1, NA2,
SH).>! Pour le géne de FGRIIIA, une substitution d’un nucléotide en position 559 entraine la
modification de 1’acide aminé¢ 158 au niveau du domaine proximal, site de fixation de
I’immunoglobuline. L’ affinité sera modifiée et augmentée pour 1’allele V par rapport a 1’allele
F pour les IgG1, G2 et G3.? Un second SNP existe en position 48 influencant le type d’acide
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aminé avec soit une leucine, soit une arginine ou une histidine.”

Un polymorphisme au
niveau du géne FCGRIIA modifie le type d’acide aminé au niveau de la partie distale du
récepteur, avec soit une arginine, soit une histidine. Cela modifie I’affinité du récepteur aux
IgG1, G2 et G4 mais pas G3.

Les conséquences cliniques de ces polymorphismes ont été étudiées. La qualité de la réponse
aux anticorps anti-CD20 est améliorée en présence du variant FCGRIINA 158VV pour des

patients présentant un LF traité par rituximab.**>*

Il n’y a par contre pas d’influence de la
réponse ni du devenir des patients en cas de traitement par chimiothérapie seule dans I’étude
de Weng et al. montrant de facon indirecte que 1’effet est surtout thérapeutique et non pas en
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1.

lien avec I’environnement immunologique tumora Concernant le devenir des patients,

seules deux études montrent que les patients porteurs du génotype FCGRIIIA 158VV ont une
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survie sans progression plus longue aprés monothérapie par Rituximab.”***® Les résultats
sont plus contradictoires concernant I’impact du SNP de FCGRIIIA en cas de traitement par
immunochimiothérapie (R-CHOP), avec un taux de RC plus important en présence de 1’allele
V dans I’étude de Kim et al. incluant des LDGCB, mais ces résultats ne sont pas retrouveés
dans deux autres études incluant des LDGCB et des lymphomes folliculaires.”****° L’analyse
de I’influence du SNP au niveau du gene codant pour FCGRIIA est contradictoire par rapport
a Pinfluence de la réponse au rituximab dans les deux premiéres études princeps. L’étude de
Cartron et al. ne retrouve pas d’influence de ce SNP contrairement a 1’é¢tude de Weng et
al.?*° L’une des explications possibles est qu’il existe un LD entre les SNPs de FCGRIIIA
et FCGRIIA et que Deffet retrouvé pour le génotype FCGRIIA 131HH est le reflet du
génotype FCGRIIA 158FF.**! Les disparités entre les populations étudiées dans ces deux
¢tudes peuvent expliquer ces différences en sachant que la coopération entre les différents
FGRs peut rendre I’interprétation des effets de chaque FCGR pris individuellement difficile.
Par contre ce SNP ne semble pas influencer la réponse a la combinaison de chimiothérapie et
anti-CD20.7*** Une étude récente montre par contre que le SNP du FCGR3A influence la
survie des lymphomes post-transplantation d’organe (rein, cceur, foie) avec une survie
prolongée pour le génotype FCGR3A VV.** Cet effet semble ‘‘endogéne’” puisque visible
avant 1997, avant [’utilisation des anticorps anti-CD20. Ce résultat semble également
indépendant de la présence ou non d’une réactivation EBV. L’analyse du SNP du géne du
FCGRIIIB codant pour un récepteur présent sur les polynucléaires neutrophiles montre qu’il
n’influence pas la réponse au Rituximab, la phagocytose médiée par les polynucléaires
neutrophiles ne semblant pas jouer un rdle majeur dans I’activité de cet anticorps
monoclonal.** Sur le plan fonctionnel, les études in vitro montrent bien la différence de lyse
des cellules lymphomateuses par le Rituximab via I’ADCC médi¢ par les cellules NK issues
de donneurs ayant un génotype VV ou FF. Dans cette étude, cette donnée est vraie pour la
concentration qui entraine la lyse de 50% des cellules avec une activité quatre fois supérieure
pour le génotype VV par rapport a FF, mais la lyse maximale ne semble pas différente entre
les deux génotypes, ce qui suggererait que 1’effet maximal peut €tre obtenu pour les deux
génotypes mais avec des adaptations des doses de I’anticorps.”**** Plus récemment ont été
décrites des variations du nombre de copies de génes des FCGR qui pourraient influencer la
réponse aux anticorps monoclonaux. En effet, les études génétiques a large échelle montrent
la présence de CNV au niveau de la région 1q23-24, ou se localise les geénes codant pour les
FCGR.>** Le nombre de copie de géne de FGRIIIB serait ainsi associé a4 une augmentation de
la susceptibilité aux pathologies auto-immunes.”*’ Des variations de copies de génes sont

retrouvées pour FCGRIIC, [11A et 11I1B mais pas IlA et I1B. Cependant, le nombre d’individus

62



ayant une variation de copies de génes de FCGRIIIA est faible (6%). L’évaluation de ’ADCC
en fonction du nombre de copies de genes serait en faveur d’une activité plus faible pour les
individus présentant une seule copie par rapport a ceux ayant deux ou trois copies avec une
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corrélation de I’expression du récepteur a la surface des cellules NK.**

6.7. Influence des polymorphismes des genes du systeme du complément

dans les lymphomes

Les protéines du systeme du complément jouent un rdle important dans la réponse immune,
avec un role de médiateur de 1’inflammation, de chimiotactisme et d’effecteur de la réponse
immune T, notamment comme inducteur de la lyse tumorale. Le systéme du complément
comprend plus d’une trentaine de protéines plasmatiques ou fixées aux membranes
cellulaires. Les protéines s’activent par clivage et forment des complexes actifs. Des
mutations germinales des génes codant pour les protéines du systéme du complément sont
associées a une susceptibilit¢ pour des pathologies inflammatoires et des infections. Des
déficits en C5b-C9 sont ainsi associés a une susceptibilité accrue aux infections a Neisseria.
Un des exemples récents les plus frappants est 1’étude de Plenge et al. qui, en réalisant une
étude pan génome de 317.503 SNPs retrouve en présence d’un variant (rs3761847) au niveau
du locus TRAF1-C5 (chromosome 9) une augmentation de risque de PR a anticorps anti-

ccp.*® (Figure N° 14).
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Figure 14: La figure de gauche montre I’évaluation de 297.086 SNPs génotypés chez
1522 patients porteurs d’une PR avec des anticorps anti-CCP-positifs et 1850 contréles.

On remarque I’'implication déja largement connue du systeme HLA dans la PR mais
aussi le gene PTPN22 et le locus TRAF1-C5. La figure de droite montre que le SNP le
plus significatif est le SNP rs3761847 dans la région TRAF1-C5. D’aprés Plenge et al. **°

Cerhan et al. ont étudi¢ parmi 441 patients porteurs de lymphomes et 475 témoins, le risque
de lymphome en fonction de 167 SNPs au niveau de 31 genes codant pour les protéines de la
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voie du complément.

niveau des geénes C5 (rs7026551 et rs2416810) et de C9 (rs187875). A noter que Cerhan et

L’analyse montre une augmentation du risque liée a des SNPs au
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al. retrouvaient dans 1’é¢tude de 1253 geénes de I'immunité, une association entre un SNP
(rs2269059) au niveau du géne TRAF1 et la susceptibilité aux lymphomes.”®' Cette région de
100-kb avoisinant les génes TRAF1 et C5 représente donc une région d’intérét dans la
lymphomageneése et le développement de pathologies auto-immunes. Kurreeman et al., par
une approche SNP-candidat plus ciblée sur cette région (40 SNPs étudiés), ont ainsi pu
montrer que le SNP rs10818488 localisé dans une région entre TRAF1 et C5, est associé au
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risque de PR.”" Cette étude qui initialement a comparé 290 patients et 254 témoins a ensuite

été confirmée pour le SNP d’intérét sur une population européenne plus large.”"

Sur le plan clinique, I’équipe de Cerhan et al. a recherché I’impact pronostique de 166 SNPs
de 32 génes impliqués dans la cascade du complément montrant que la survie sans événement
peut étre influencée par des variations génétiques au niveau des geénes CFH (complement
Factor H), CD55, CFHR5 (Complement Factor H-related 5), et CFHR1 (Complement Ractor
H-related 1) localisés en 1q32. Les SNPs de susceptibilité sont donc trés différents de ceux
qui ont un impact clinique. Ces données présentées en abstract a I’ASH 2009 ont pu étre
validées sur une autre cohorte de patients. Des études biologiques seront nécessaires pour
mieux comprendre I’impact de ces SNPs sur la régulation de la cascade du complément. Sur
le plan thérapeutique, il sera extrémement intéressant de comprendre s’ils modifient la

réponse aux anticorps monoclonaux dont I’action est médiée par I’ADC.
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7. Présentation du travail de These

Compte tenu de I’importance du micro-environnement tumoral dans le LH, nous avons
analysé I’impact de SNPs au niveau des génes des effecteurs du systéme immunitaire que sont
les cytokines et les chimiokines. L hypothése de travail est que ces SNPs peuvent avoir un
caractere fonctionnel comme nous I’avons décrit précédemment d’apres les données de
littérature et influencer la fonction des cytokines. Cela aboutit au concept selon lequel le fond
génétique ‘‘immunologique’’ des patients pourrait influencer I’évolution tumorale, montrant
qu’il doit étre pris en considération dans la prise en charge des patients. L’importante limite
de notre travail est que le nombre de SNPs étudiés est trés limité par rapport a I’ensemble des
SNPs présents au niveau des génes des effecteurs du systéme immunitaire et qu’il peut donc
étre difficile de mettre en évidence un effet statistique majeur. Il s’agit donc avant tout d’une
¢tude exploratoire avec des possibilités de recherche future importantes par rapport a la

collection d’ADN somatiques disponibles.

7.1. Meéthodologie du projet

La collection d’ADN a été constituée entre 1998 et 2002 lors de I’é¢tude biologique Hodgkin
du GELA (Groupe d’Etude des Lymphomes de I’Adulte) dont I’objectif principal était
d’étudier I’impact pronostique des cytokines, des récepteurs solubles du TNFA et du CD30
soluble. Initialement, en 1998, I'impact des SNPs ¢tait mal connu, et dans le consentement
éclairé initial, il était prévu de faire des études limitées au SNP du TNFA en -308, qui était
I’un des SNPs les mieux décrits et déja étudiés dans les LNH. L’un des premiers travaux de ce
projet a été de déposer une demande au Comité de Protection des Personnes (CPP) pour
étendre les études de SNPs sur I’ADN constitutionnel des patients. Cet accord a été obtenu le
26 mars 2009 par le CPP de Lyon. La base d’ADN constitutionnelle comprend donc 464
patients, en sachant qu’elle pourra par la suite étre ¢élargie, des centres du GELA (Dijon,
Lyon) ayant poursuivi la collecte d’ADN de patients porteurs de LH. Le second travail a
consisté a actualiser les données cliniques des patients, notamment les données de rechute, de
déces et les causes de déces. Pour le troisiéme travail ayant pour objet ’analyse de 1’impact
des SNPs en fonction de I’expression d’EBV du LH, nous avons pu obtenir le statut EBV des

tumeurs de 242 patients.
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7.2.  Analyse de I’'impact pronostique des SNPs de six cytokines (TNFA, IL-
10, IL-6, IL-1B, IL-1Ra, CCL-17) dans les LH. Article 1 soumis Blood.

66



Cytokine gene polymorphisms and outcome of patients
with Hodgkin lymphoma: an exploratory study of the Groupe d’Etude des

Lymphomes de I’Adulte (GELA)

Hervé Ghesquiéresl, Olivier Casasnovasz, Marion Fournier3, David G. COX4, Pauline Brice’,
Richard Delarue6, Franck Morschhauser’, Anne-Laure Borrelg, Eva Lech—MarandaS, Jean
Gabarreg, Annie Brionlo, Catherine Sebban“, Vincent Ribraglz, Isabelle Gaillard13, Pierre

Feugier'?, Aspasia Stamatoullas'”, Christophe Ferme'? and Gilles Salles'®

—

: University of Lyon; Centre Léon Bérard ; UMR 5239 CNRS, Lyon, France

: CHU le Bocage, Dijon, France

: Hospices Civils de Lyon; GELA-RC; Lyon, France

: University of Lyon; Centre Léon Bérard ; UMRS590 INSERM, Lyon, France

: Assistance Publique — Hopitaux de Paris, Hopital Saint Louis, Paris France

: Assistance Publique — Hopitaux de Paris, Hopital Necker, Paris France

: CHU de Lille, France

: University of Lyon; Hospices Civils de Lyon; UMRS5239 CNRS, Lyon, France

O 0 3 N N Bk~ W DN

: Assistance Publique — Hopitaux de Paris, Hopital Pitié¢ Salpétriere, Paris France :

—_
[e)

: CHU de Besancgon, France

—_—
—_—

: University of Lyon, Centre Léon Bérard, Medical Oncology Unit, Lyon, France

—
[\

: Institut Gustave Roussy, Villejuif, France
: CHU Henri Mondor, Créteil, France
: CHU Nancy, France

—_— =
wm B~ W

: Centre Henri Becquerel, Rouen, France

: University of Lyon, Hospices Civils de Lyon, UMR 5239 CNRS, Lyon, France

—
(o)

67



Corresponding author:

Gilles Salles, MD, PhD

Service d’Hématologie, Centre Hospitalier Lyon-Sud
165, chemin du Grand Revoyet

69495 Pierre-Bénite Cedex

Tel: +33 4 78 86 43 02; fax: +33 4 78 86 43 55

email: gilles.salles@lyon-chu.fr

Word count: Abstract: 195; Text: 3567

Number of tables: 4; Number of figures: 3; Number of references: 55.

Keywords: Hodgkin lymphoma, cytokines, polymorphism, survival

This work was supported by a grant from the French Ministry of Health (PHRC 1998 and
2002).

Presented in part at the 50™ annual meeting of the American Society of Hematology, San

Francisco, CA, December 6-9, 2008.

68



ABSTRACT

Cytokines are important immune mediators implicated in Hodgkin lymphoma (HL)
pathogenesis but little is known of the role of inherited gene variations influencing their
production in this disease. We prospectively assessed in 464 HL patients the prognostic role
of cytokine gene single nucleotide polymorphisms (SNPs) IL10 (rs1800890, rs1800896,
rs1800871, rs1800872), TNFA (rs1800629); IL6 (rs1800795); IL1B (rs16944); ILRN
(rs419598); INFG (rs2430561); CCL17 (rs223828). In the whole cohort, IL10-1082AA
genotype was associated with a higher complete response rate than other IL10 genotypes
(95% versus 88% P = .02). Focusing on stage III-IV disease patients, who presented a higher
number of events, the 6-year overall survival was statistically different between IL10.
soaan/ce/ac and IL10g 9rr/ccicr genotypes (100%, 94%, 78%, P = .03). This prognostic effect
was observed in patients with EBV-negative tumors but not in those with EBV-positive HL.
In EBV-negative HL, TNFA30saaceac genotypes also conferred a different 6-year
progression-free survival (100%, 84%, 68%, P = .03). No correlation was observed between
genotypes and IL-10, TNFA, IL-1RA, IL-6 cytokine levels. This exploratory study suggests
that SNPs in IL10 and TNFA are associated with HL patients outcome, but may play a distinct

role according to the EBV status of the tumor.
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INTRODUCTION

Hodgkin's lymphoma (HL) is a lymphoid malignancy that is highly curable. However, about
15% and 30% of patients with respectively localized and disseminated disease do not respond
or relapse after an optimal initial therapeutic strategy and may deserve adapted first line
treatment. Another important consideration for patients with favorable outcome with a high
chance of cure is to avoid long-term treatment related toxicities by limiting the duration or
intensity of chemotherapy or radiation therapy. Therefore, several scoring systems using
conventional biological and clinical parameters have been developed for discriminating

252-254 .
52254 These indexes

prognostic groups of patients in order to adapt the therapeutic strategy.
are useful in clinical practice but parameters used to build them probably reflect the biological
heterogeneity of the tumor. Hodgkin and Reed-Sternberg (HRS) cells create an
immunologically favorable environment and interaction between neoplastic cells and reactive
cells is mediated by cytokines, chemokines and soluble receptors.”>> In particular, the balance
between T helper 1 (Thl) and T helper 2 (Th2) immune responses is in favor of anti-
inflammatory and immunosuppressive responses that inhibit immune response to cancer. HRS
cells could produce interleukin (IL)-10, IL-6, IL-5, IL-13, IL1-RA, or pro-inflammatory
cytokines like interferon-gamma (INFG), TNF-alpha (TNFA), IL-1, IL-2, IL-12, which are
also known to stimulate tumor cell proliferation. Members of the TNF receptor family, i.e.
CD30, CD40 and RANK, as well as secreted chemokines involved in the attraction of reactive
cells in the HRS environment, also play an important role in the pathogenesis of HL.'”
Furthermore, EBV status in the tumor may delineate distinct biological entities with specific
microenvironment and immune regulations.'*”*° As shown in previous studies, the
evaluation of cytokine plasma levels at diagnosis in HL could provide prognostic information
independently of classical biological and clinical data.'!-'7*-180-237-263

The human genome contains gene variations corresponding to about 11 million single

nucleotide polymorphisms (SNPs).'"> The functional consequences of some SNPs are
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alterations of gene regulation or modifications of the gene products. Germline polymorphisms
have been described in immune genes with, for instance, genotypes that modify cytokine
production in vitro and in vivo.”'>?** In the context of non-hodgkin lymphoma (NHL),
epidemiologic and clinical studies demonstrated the role of immune SNPs on disease
occurrence and evolution. A population—based case-control study has established that
susceptibility to NHL is influenced by cytokine polymorphisms in IL10 and TNFA
promoter.'”>'*® Large retrospective clinical studies in follicular lymphoma and diffuse large
B-cell lymphoma (DLBCL) have indicated that overall survival (OS) could be influenced by a
panel of cytokine SNPs.'***!*2° However, little is known regarding the role of cytokine gene
polymorphisms in HL. Only three studies have explored the prognostic value of SNPs in
IL10, TNFA and IL6 genes'®”'***% and six have assessed the influence of polymorphisms in
IL6, IL10, IL12, INFG, the chemokine CCL17, CCL22 and Toll-like receptor 9 (TLR9) genes

166,179,189-192

on susceptibility to HL. Therefore, the Groupe d’Etude des Lymphomes de

I’Adulte (GELA) designed a prospective study to explore the prognostic role of plasma levels
of cytokines in HL and the potential correlations between cytokine levels, cytokine gene

olymorphisms and outcome.'"" We decided to first investigate gene polymorphisms in
polymorp

175

cytokines known to be implicated in the pathogenesis of HL, ° with a particular focus to

195,221

SNPs being relevant in NHL susceptibility or outcome (IL10, TNFA), and those

identified in previous studies in HL (IL10, TNFA, IL6, INFG, CCL17).'%-1%0-192:265
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PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

Patient characteristics and treatment

Between 1998 and 2002, the prognostic values of four plasma cytokines (IL-10, IL-6, IL-1B,
IL-1Ra) and three soluble receptors (TNFA, TNF-R1, TNF-R2) were assessed in a
prospective multicentric study of the GELA.'' This study was also designed to investigate the
role of SNPs in cytokine genes. A specific sample of peripheral blood lymphocytes was
collected before treatment from HL patients included in this study. Disease stage was
determined according to the Ann Arbor classification after clinical examination, chest
radiograph, CT scan of chest, abdomen and pelvis, and bone marrow biopsy. Presence of B
symptoms was assessed and classical biological parameters were collected before treatment
(complete blood count with differential, erythrocyte sedimentation rate, serum albumin and
lactate deshydrogenase levels). The international prognostic score (IPS) was defined. All
patients were negative for human immunodeficiency virus. As mentioned in a previously
published study including 519 patients, 88% of cases were reviewed by two independent
GELA pathologists and were classified as classical HL according to the 2001 OMS
classification. Patients were included in collaborative trials of the EORTC (Organisation for
Research and Treatment of Cancer) and the GELA (H34, H8, H9)****® or treated according
to the GELA recommendations: patients with localized stage disease received anthracycline-
based chemotherapy (4 to 6 courses) followed by involved field radiotherapy; those with
disseminated disease received eight courses of anthracycline-based chemotherapy. A consent
form was signed by all patients for participation in this specific study of cytokine germline

polymorphisms approved by the Dijon and Lyon University Hospital ethics committee.
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Laboratory analysis
Genotyping analyses
DNA was extracted from peripheral blood mononuclear leukocytes using High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany). DNA quantification was done using
a Gene Quant II Spectrophotometer (Pharmacia Biotech, Cambridge, U.K.). SNPs were

named according to the SNP500Cancer database (http://snp500cancer.nci.nih.gov/home.cfm)

and identified according to the ID numbers of the NCBI dbSNP database. SNPs of IL10,
TNFA, IL6, IL1B, IL1IRN, INFG and CCL17 were analyzed using specific fluorescent dye-
labeled (FAM and VIC) MGB probes (Applied Biosystems, Foster City, California, USA).
Real-time PCR analysis was performed on an ABI Prism 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems) using a total volume of 25 pul with 4uL. of DNA (5ng/ul). The forward
and reverse primer pairs and MGB probes are provided at the SNP500Cancer database. PCR
conditions were as follows: 50°C for 2 minutes, 95°C for 10 minutes, and 40 cycles at 92°C

for 15 seconds and 60°C for 60 seconds. All analyses were performed in duplicate.

Plasma cytokine dosage

Plasma cytokine levels were assessed and available for IL-10, TNFA, IL-6 and IL1-RA, as
previously described'® and correlation between genotype and plasma cytokine level were
investigated. Briefly, plasma samples collected before any treatment (including corticosteroid
administration) were immediately stored at -80°C in sterile EDTA-containing tubes. Dosage
was performed in duplicate using ELISA kits obtained from Biosource (Nivelles, Belgium)
for TNF-alpha, R&D system (Minneapolis, NM, USA) for IL-1RA and Beckman-Coulter for
IL-6 and IL-10. The detection limit of the test was 5 pg/ml for IL-10, 3 pg/ml for TNFA, 3

pg/ml for IL-6 and 22 pg/ml for IL-1Ra.
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Epstein Barr Virus (EBV) status of the tumor

EBV status of HL samples was established by the hematopathologist of the Groupe d’Etude
des Lymphomes de I’ Adulte Pathologie (GELA-P) network for 242/464 patients (52%). EBV
status was considered positive or negative for 53 (21%) and 189 (79%) patients, respectively.
It was obtained by immunohistochemical detection of latent membrane protein-1 (LMP-1) in
186 patients (77%), by in situ hybridation of EBER in 48 patients (20%) or by other

techniques in the remaining 8 patients (3%).

Statistical analysis

Each polymorphism was tested for the Hardy-Weinberg equilibrium. The haplotype for the
IL10 promoter region with the four analyzed SNPs was constructed using the haplo.stats
(version 1.4.0) package in the R environment

(http://mayoresearch.mayo.edu/mayo/research/schaid_lab/software.cfm). Response to initial

treatment was assessed according to Cheson criteria. OS was calculated from the date of
initiation of therapy to the date of death of any cause or the date of last follow-up. Progression
Free Survival (PFS) was measured from the date of initiation of therapy to the date of relapse,
progression or the date of death of any cause or the date of last follow-up. Fisher’s exact test
was used to examine associations between patient genotypic characteristics, treatment
response and EBV status. Survival was estimated by the Kaplan-Meier product limit method
and comparisons for each cytokine genotype were made by the Log-rank test Correlations
between each plasma cytokine level and the corresponding genotype were assessed by the

Kruskal-Wallis test.
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RESULTS

Patients, genotype frequencies of immune SNPs

The initial study which explored the prognostic value of plasma cytokine levels included 519
patients between 1998 and 2002."' We prospectively assessed germline cytokine
polymorphisms in 464 patients with available peripheral blood samples which could be
determined in the following cases (Table 1): IL10 rs1800890 (-3575T>A), n=448; IL10
rs1800896 (-1082A>G), n=459; IL10 rs1800871 (-819C>T), n=446; IL10 rs1800872 (-
592C>A), n=447 pts; TNFA rs1800629 (-308G>A), n=464 pts. In a subset of 201 patients,
genotype of IL6 rs1800795 (-174G>C), n=201; IL1B rs16944 (-511T>C), n=198; ILRN
rs419598 (+2018T>C) n=199; INFG rs2430561 (+874A>T), n=200; CCL17 rs223828 (-
431T>C), n=198 were also determined. IL10 haplotypes based on the four IL10 SNPs tested
were assessable for 464 patients; six haplotypes could be constructed but two of these were
infrequent (Table 1). Polymorphisms distribution was consistent with Hardy-Weinberg
equilibrium. Clinical characteristics of the 464 patients are given in Table 2. Median age was
32 years (range, 15 — 93), 201 (43%) patients were female and 263 (57%) were male. Ann
Arbor stage I-II was diagnosed in 335 patients (72%) and 206 patients (44%) had B-
symptoms at diagnosis. Nodular sclerosis was the main HL subtype (384 patients, 84%). We
observed no correlation between the characteristics of patients and each of the ten SNPs
analyzed regarding age, gender, histology, stage, B-symptoms and Hasenclever score (data

not shown).

Correlation between genotype and cytokine secretion

Based on results of the initial prospective study of the prognostic value of plasma cytokine
levels,'! we analyzed the correlation between plasma IL-10, TNFA, IL-6, IL-1RA levels and
their relative genotype. We found no correlation between median plasma levels and each

described genotype for IL10 (4 SNPs), TNFA, IL6, IL1B, and IL1RN. The previous study has
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proposed quantitative prognostic thresholds for IL-10 (30pg/ml), TNFA (46pg/ml), IL-6
(30pg/ml) and IL-1Ra (668pg/ml). Fisher’s exact test did not identify any genotype associated

to plasma levels higher or lower than these prognostic cut-off points (Table 3).

Correlation of immune SNPs, response and outcome

All patients were treated with anthracycline-based chemotherapy: 277 (60%) with ABVD
(doxorubicin, bleomycin, vinblastine, dacarbazine), 102 (22%) with EBVP (epirubicin,
bleomycin, cyclophosphamide, vincristine, prednisone), 60 (13%) with BEACOPP
(bleomycin, etoposide, doxorubin, cyclophosphamide, vincristin, procarbazine, prednisone)
and 25 (5%) with other anthracycline-based regimens. Two hundred and forty-six (53%)
patients were included in EORTC/GELA clinical trials (1 in H34, 5 in HS, and 240 in H9
trials). Complete response (CR) and uncertain CR (uCR) were observed in 417 patients
(90%), partial response (PR) in 15 (3%), stable and progressive disease in 32 (7%). Treatment
failure (progression or relapse) occurred in 78 patients (17%) and 45 patients (10%) died. Of
these, 33 (73%) died of HL, whereas others died of first line treatment-related toxicity (3 pts,
7%), secondary neoplasia (6 pts, 13%), suicide (2 pts in CR, 5%) and unknown cause for one
patient (2%). After a median follow-up of 6.3 years (range, 0.3-8.2), the 6-year PFS and OS
were 81.5 % (95% CI, 74.1-84.1) and 89.5% (95% CI, 85-92.7), respectively.

Analysis of response to treatment according to gene polymorphism showed that only the AA
genotype of IL10 at position -1082 was associated with a better response to treatment than
genotypes AG and GG (CR + Cru, 95% versus 88%, respectively ; P = .02) (Table 3). We
next assessed patient survival according to gene polymorphism. We found no association
between the ten individual SNPs or the IL10 haplotypes and an increased risk of relapse or
death when considering the whole patients series (Tables 3 and 4). As the majority of patients
in this series had limited Ann Arbor stage (72%), we explored the prognosis of gene SNPs for

disseminated stage patients, presenting a higher risk of treatment failure. For stages III-IV
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patients, a significant OS difference was observed only for two SNPs in the IL10 promoter, -
819 and -592 which were in complete disequilibrium (LD). The 6-year OS rate was 100%,
94% and 78% for patients with respectively the AA, CC and AC genotypes in IL10-592C>A
(P =.03) and TT, CC and CT genotypes in 1L10-819C>T (P = .03) (Figure 1). A trend was
observed for a better 6-year PFS in IL10-1082AA, -819TT or -592AA carriers versus other
genotypes (P = .08). No PFS difference was observed for advanced stage HL between the
different genotypes in IL10-3575T>A. We constructed an haplotype with the four SNPs in
IL10 promoter (Table 4). No clear OS or PFS difference could be detected between the
different IL10 haplotypes for the whole series or after analysis by stage subgroups (I-II and II-

V).

Correlation between EBV status genotype and outcome

In this series, 53 (22%) and 189 (78%) of the 242 available tumors were considered to be
associated or not to EBV, respectively. The 6-year OS (91% vs. 88% P = .3) and PFS (81%
vs. 79% P = .3) rates were not statistically different between the EBV-negative and positive
cohorts. For the seven SNPs studied, no difference in terms of genotype distribution was
observed between EBV-positive and negative tumors (Table 2). Analysis of the PFS and OS
associated with each SNP in EBV-positive and negative populations confirmed the OS
difference for IL10-592 and -819 SNPs in EBV-negative patients. For IL10-592C>A SNP, the
6-year OS was 95%, 94% and 84% for CC, AA and AC genotypes, respectively (P = .02).
Evaluation of the 6-year OS was similar for TT, CC and CT genotypes of the 1L10-819C>T
SNP (P =.02) (Figure 2). No prognostic difference was observed for other IL10 SNPs (-3575
and -1082) and between the different IL10 haplotypes in the EBV-negative population. For
other SNPs, a PFS difference was observed for patients with SNP at TNF-308G>A: 6-year
PFS rates were 100%, 84% and 68% for patients with AA, GG and AG genotypes,

respectively (P =.03). (Figure 3). However, the AA genotype is rare, with only three patients
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with this genotype in the cohort of EBV-negative HL. When excluding these three patients
from the analysis, the difference between GG and AG genotypes remained significant (P =
.01). No OS difference was observed for this TNFA SNP in the EBV-negative population. OS
and PFS were also not statistically different between genotypes of the other SNPs tested,
IL1B, IL1RN, IL6, INFG, CCL17 in EBV-negative HL and all SNPs in EBV-positive HL. Not
surprisingly, given the low number of events, multivariate analysis was unable to identify
SNPs independently associated with Response, PFS or OS, in the whole population, stage I1I-

IV patients or EBV negative cases.

DISCUSSION

The favorable prognosis of HL patients and the heterogeneity of the tumor result in a situation
where biological prognostic parameters are still uneasy to identify. Our series is representative
of HL usual clinical presentation, with a predominance of localized stage disease patients with
a favorable outcome and represents the largest prospective cohort of HL patients treated with
modern chemotherapy regimens examined for cytokine gene polymorphisms. We analyzed
SNPs in peripheral blood leucocytes obtained before treatment to prevent the detection of any
disequilibrium that could be observed when SNPs are identified on tumor tissue where
chromosomal changes may occur. The allele frequencies of all SNPs evaluated in this HL
prospective cohort were all in Hardy-Weinberg equilibrium and were close to those found in
other HL series analyzed for IL10, TNFA, and IL6 SNPs.'%2% An effect of germline 1L10
SNPs in predicting the outcome of HL patients was observed, although this may appear
restricted to patients subgroups with advanced-stage disease or EBV-negative tumors. We
first observed in the whole population that the AA genotype at position -1082 of the IL10
promoter gene was associated with a better response to initial treatment, with a trend for
better outcome in advanced-stage disease 1L10-1082AA carriers who presented a 6-year PFS

of 85% compared to 71% for IL10-1082G patients (P = .08). This effect on PFS was also
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marginally observed for IL10-819 and IL-592 SNPs, but the 6-year OS was statistically
different between the different genotypes. The prognostic value of these two SNPs appeared
restricted to the EBV-negative population, likely to be distinguishable from EBV-positive
tumors in term of biology. Datas previously reported in a series of 184 patients (46 of them
being analyzed in tumor tissue) were found to be different, with an apparent opposite effect of
IL10-592AA polymorphisms and (-3575T/-2849G/-2763C/-1082A/-592A) IL10 haplotype.*
The IL10 haplotype distribution observed in our study is similar to that described in DLBCL
patients,” where several studies also reported conflicting results regarding patients outcome,
some reporting an unfavourable effect of 1L10 haplotype (-3575, -1082, -819, -592) ** or
IL10-1082AA genotype®” while others failed to identify IL10 gene variations associated with
patients outcome.’®* In addition, although the number of patients with EBV-positive tumors
was small, our findings also suggest that IL10 polymorphisms may have distinct effects
according to the role of EBV in HL. IL10 polymorphisms has been previously shown to
influence the susceptibility to EBV primary infection,”’**’" but no difference in IL10
genotype distribution between EBV-positive and EBV-negative populations was found in the
present study. This is in line with another patient series,”® and limits the validity of a previous
report on a small cohort of 65 patients.”’* The findings that EBV primary infection increases
the risk of EBV associated HL*”® and that genetic variability in the HLA-class I locus
determines susceptibility to both EBV infection and EBV associated tumors®’* indicate that
other genetic factors could account for the development of EBV associated HL. Finally, we
did not observe a correlation between IL10 cytokine plasma levels at diagnosis and IL10 gene
polymorphisms, in opposite to our previous findings in DLBCL patients®® and to that reported

275,276

in a series of 95 HL patients.*® Furthermore, in vitro studies or clinical investigations in

. . . 105,277-2
inflammatory or auto-immune diseases'®*"" %

suggest that the ATA haplotype, defined by
three SNPs in the proximal promoter of the IL10 gene (-1082, -819, -592) and the IL10-

3575A%78 allele, is associated with low IL-10 secretion. Altogether, these discordant results

79



may be explained by the complexity of IL10 locus genomic variability, resulting in a subtle
regulation of this cytokine, where some polymorphisms may have different impact on gene
transcription according to the cellular and inflammatory environment.'**''*!

Regarding other cytokines involved in HL pathogenesis, our study essentially identifies the
impact of TNFA-G308G>A that is associated with a poorer PFS (84% in GG carriers versus
68% in heterozygous at 6 years) in patients with EBV-negative tumors. This finding is
reminiscent of studies in DLBCL patients where TNFA-308G>A confers a significantly
higher susceptibility to lymphoma development'®® and is associated with a poor outcome for

215,221

patients . Although this allele was found to be associated with higher TNFA cytokine

production in lymphoma patients both in vivo' and in vitro™

the TNFA-308 genotype was
not associated in the present study with plasma levels of this cytokine evaluated at diagnosis.
Again, the fact that TNFA-308G>A polymorphism appear to be associated with outcome only
in EBV-negative patients underlines the particularity of EBV-positive HL. Beside the
limitation due to the limited number of EBV-positive cases, these data suggest that immune
mechanisms related to TNFA and IL10 may be distinct in EBV—-negative and -positive HL,
and that those tumors would probably have different pathogenesis and clinical outcomes,
especially in older patients,'*'**

We confirm the lack of prognostic impact of IL6-174GG SNPs on patient outcome,”* in
opposite to an earlier report.”® IL6 cytokine levels were not associated to this IL6
polymorphism, again in line with the largest series published.”* However, IL-6 may play a
role in the development of HL in young patients”” or those with a nodular lymphocyte

24, 2 . . . .
> 27 4 small subset that could not be examined in our series. Several studies

predominance,
have identified supernatant levels of IL1-B, IL1Ra and the chemokine CCL17 at diagnosis as
prognostic factors at diagnosis of HL,'"'™ but the role of SNPs in their genes was not

previously investigated. We could not identify any association between SNPs in IL1B, IL1IRN

and INFG genes and patients outcome, or IL1Ra levels and the ILIRN+2018T>C SNP. These
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findings could be explained by previous studies showing the lack of correlations between
cytokine production in HL and IFNG and CCL17 polymorphisms.'”*"'**

Our series may be limited the number of patients analyzed and their good outcome,
precluding the identification of adverse effects of immune-gene variations that may affect a
defined subset of HL patients. Indeed, some of our findings underline the need to further
delineate the heterogeneity of this disease, which could be related to EBV infection, age or
presently unknown factors, when considering prognostic biomarkers in this disease. Moreover
the numbers of SNPs that can be involved in the regulation of a given gene is high, and their
comprehensive analysis may need complete genome sequencing. This is highlighted by recent
results regarding IL10 that identify gene variations in the distal promoter of this gene

influencing DLBCL patient outcome®*’.

Finally, the cytokine targets we have chosen,
although previously identified in several reports as good candidate for prognostication of HL
patients, can probably not fully reflect the complex network of immune mediators involved in
the pathogenesis of HL.?**** Finally, some other genetic factors can account for the variability
of patients outcome, as recently demonstrated in the same HL patients cohort for the UGT1A1
enzyme, involved in drug metabolism.”

In conclusion, in this study based on a prospective cohort representative of the global
population of HL patients, SNPs in IL10 and TNFA promoters could be identified to influence
patients outcome for EBV-negative HL and advanced stage patients. Given the complexity of

immune interactions in HL, further studies, using whole-genome scans or sequencing in large

cohorts are needed to determine the prognostic impact of inheritable factors in this disease.
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Table 1. Genotype and allele frequency of cytokine gene polymorphisms in the whole
series and in EBV-negative and EBV-positive Hodgkin lymphoma

Whole series of HL patients HL Patients with EBV status
Gene Polymorphism Genotypes (%) Allele frequency* EBV-negative HL ~ EBV-positive HL  P-value'
1L10 -3575T>A Total 448 182 49
rs1800890 TT 200 (44) 0.67 86 (47) 22 (45) 78
TA 204 (46) 81 (45) 23 (47)
AA 44 (10) 15 (8) 4(8)
1L10 -1082A>G Total 459 186 52
rs1800896 AA 154 (34) 0.59 69 (37) 17 (33) .69
AG 232 (50) 91 (49) 27 (52)
GG 73 (16) 26 (14) 26 (15)
IL10 -819C>T Total 446 181 49
rs1800871 CcC 251 (56) 0.75 99 (55) 26 (53) .62
CT 165 (37) 66 (36) 20 (41)
TT 30 (7) 16 (9) 3(6)
1L10 -592C>A Total 447 182 49
rs1800872 cC 251 (56) 0.75 99 (54) 26 (53) 62
AC 166 (37) 67 (37) 20 (41)
AA 30 (7) 16 (9) 3(6)
TNFA  -308G>A Total 464 189 53
rs1800629 GG 357 (77) 0.87 148 (78) 41 (77) 85
AG 98 (21) 38 (20) 12 (23)
AA 9(2) 3Q2) 0(0)
IL6 -174C>G Total 201 84 24
rs1800795 GG 85 (42) 0.63 35(42) 10 (42) .89
CG 85 (42) 35 (42) 12 (50)
cC 31(16) 14 (16) 2(8)
IL1B -511T>C Total 198 82 23
rs16944 cc 93 (47) 0.70 37 (45) 12 (52) 47
CT 91 (46) 36 (44) 11 (48)
TT 14 (7) 9(11) 0(0)
ILIRN  +2018T>C Total 199 83 23
rs419598 TT 109 (55) 0.74 45 (54) 13 (57) .99
TC 78 (39) 32 (39) 9 (39)
cC 12 (6) 6(7) 1 (4)
IFNG +874A>T Total 200 83 24
rs2430561 AA 54 (27) 0.51 24 (29) 7 (30) 95
TA 97 (48) 38 (46) 12 (50)
TT 49 (25) 21 (25) 5(20)
CCL17 -431C>T Total 198 82 24
rs223828 CC 178 (90) 0.95 75 (91) 22 (92) 92
TC 19 (9.5) 7(9) 2(8)
TT 1(0.5) 0(0) 0(0)

HL indicates Hodgkin lymphoma; * Allelic frequency is given for the major allele; 'P-value
comparing genotype distribution of EBV-positive and EBV-negative Hodgkin Lymphoma
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Table 2. Characteristics of patients with Hodgkin lymphoma

N (%)

Age >45 years 101 (22)
Male 263 (57)
Performance status

0-1

2-4
Histological subtype

Nodular sclerosis 384 (84)

Mixed cellularity 40 (9)

Diffuse lymphocyte predominance 5(1)

Unclassified 24 (5)
EBV tumor status™

Negative 189 (78)

Positive 53(22)
Ann Arbor Stage

I-11 335(72)

11 62 (13)

v 67 (14)
B symptoms 206 (44)
Hemoglobin level <10.5 g/dl 64 (14)
Erythrocyte sedimentation rate > 50 196 (44)
White-cell count > 15.000/mm’ 86 (19)
Lymphocyte count < 600/mm’ 40 (9)
Albumin level <40 g/l 191 (45)
Hasenclever score

0 60 (14)

1 139 (33)

2 110 (26)

3 65 (15)

4 32 (8)

>5 15 (4)

* Only 242/464 patients were evaluated for EBV status



Table 3. Correlation between cytokine SNP genotyping and response, patient outcome

and cytokine production

Polymorphisms Genotype CRand uCR 6-year PFS 6-year OS Cytokine levels
N (%) N (%) P % P % P N (%)* Mediant  Range  P§
IL10-3575T>A
n =448 TT 200 (44) 184 (92) 34 81 .69 91 .80 196 (44) 12 0-2952 .29
TA 204 (45) 181 (89) 83 91 202 (46) 107 0-247.6
AA 44 (10) 38 (96) 74 93 44 (10) 55 0-136.7
IL10-1082A>G
n=459 AA 154 (34) 146 (95) 05%. 82 79 92 46 151 (33) 107 0-2952 76
AG 232 (50) 204 (88) 83 90 229 (51) 11 0-931.8
GG 73 (16) 64 (88) 77 94 72 (16) 8.6  0-166.3
1L10-819C>T
n =446 CC 251 (56) 226 (90) A1 83 17 93 .06 249 (57) 10.8 0-931.8 .79
CT 165 (37) 146 (88) 77 87 161 (36) 8.8 0-2952
TT 30 (7) 30 (100) 87 93 30 (7) 13.8 0-183.2
IL10-592C>A
n =447 CC 251 (56) 226 (90) .10 83 18 93 .06 249 (56) 10.8 0-931.8 .80
AC 166 (37) 146 (88) 77 87 162 (37) 8.9 0-2952
AA 30(7) 30 (100) 87 92 30(7) 13.8 0-183.2
TNFA-308G>A
n =464 GG 357 (77) 321 (90) 1 81 74 90 41 357 (77) 27 6-248 17
AG 98 (21) 88 (90) 81 95 98 (21) 26 8-236
AA 9(2) 8 (89) 89 100 9(2) 21 11-36
IL6-174C>G
n=201 GG 85 (42) 70 (82) 38 77 96 89 65 84 (43) 15 0-390.1 33
CG 85 (42) 76 (89) 80 87 84 (43) 14.5 0-99
CC 31 (16) 28 (90) 79 89 29 (14) 21.7 2-300
IL1B -511T>C
n=198 CC 93 (47) 81 (87) 1 80 22 88 74 - - - -
CT 91 (46) 79 (87) 74 87 - - -
TT 14 (7) 12 (86) 93 93 - - -
IL1IRN +2018T>C
n=199 TT 109 (55) 94 (86) 78 76 82 88 85 108 (55) 500 20-5000 .85
TC 78 (39) 69 (88) 82 87 77 (39) 540 26-4000
CC 12 (6) 10 (83) 75 92 12 (6) 523 242-1300
IFNG +874A>T
n =200 AA 54 (27) 49 (91) 40 77 94 85 77 - - - -
TA 97 (49) 84 (87) 79 89 - - -
TT 49 (24) 40 (82) 79 89 - - -
CCL17-431C>T
n=198 cc 178 (90) 154 (87) 74 78 82 88 61 - - - -
TC+TT 20 (10) 17 (85) 80 90 - - -

CR, complete response, uCR, uncertain complete response; PFS, progression-free survival; OS, overall survival.

*Number of patients evaluated for cytokine dosage.

fIL-10, TNF-alpha, IL-6, IL-1Ra levels are given in pg/ml.

8P-value evaluated by Kruskal-Wallis test.

*CR and uCR associated with AA 1L10 genotype vs. other genotypes, P-value

.02.
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Table 4. 1L10 haplotype

Haplotype, % oS PFS
rs1800890 rs1800896 rs1800871 rs1800872 HR  95%,CI P HR  95%CI P
-3575T>A -1082A>G -819C>T -592C>A
T A C C 34 1.00 reference 1.00 reference
A G C C 32 1.04 (0.58,1.86) .51 1.15 (0.78,1.71) .70
T A T A 25 1.44  (0.83,2.49) 1.20 (0.80, 1.78)
T G C C 9 136  (0.61,3.03) 1.34 (0.76,2.35)
A A C C <1 - - - -
A A C C <1 - - - -
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Figure 1. Overall survival in stage 111-1V patients with different 1L10-592C>A and IL10-

819C>T genotypes
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Figure 2. Overall survival in EBV-negative Hodgkin lymphoma patients with different
IL10-592, -819 genotypes.
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Figure 3. Progression free survival in EBV-negative Hodgkin lymphoma patients with
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7.3.  Analyse de I’'impact pronostique du SNP 1L12+1188A>C dans les LH.

Présenté en poster a I’European Hematology Association (EHA) 2009. (Annexe 1)
Article 2 en cours de rédaction : Relation between Interleukin-12 polymorphism in 3’UTR,
plasma cytokine levels of IL-12, IL-23, IL17A and outcome of patients with Hodgkin
lymphoma: a study of the Groupe d’Etude des Lymphomes de I’ Adulte (GELA)

7.3.1. Rationnel de I’étude 1L12

Nous avons vu dans les données de la littérature 1I’importance de I’IL-12 dans I’induction de la
réponse Th-1 et ses propriétés anti-tumorales via I’induction de la sécrétion d’INFG. L’IL-12
fait partie d’une famille de cytokines a laquelle appartient I’'IL-23 qui a en commun avec I’IL-
12 la chaine p40. L’IL-23 a des propriétés opposées a I’'IL-12 permettant la sécrétion d’IL-
17A par les lymphocytes CD4+. On rappelle donc que le SNP 1L12+1188A>C (rs3212227)
situé au niveau de la région 3’UTR du geéne de p40 pourra donc avoir une influence
fonctionnelle sur IL-12 et IL-23. Comme discuté précédemment les études in vitro sont
contradictoires par rapport a I’impact du SNP rs3212227 sur la sécrétion d’IL-12 avec trois
¢tudes en faveur d’une augmentation de la sécrétion d’IL-12 en présence de 1’allele A et deux
études qui retrouvent ce résultat en présence de Ialléle C.'""'%!71"2 Dans le cadre des LH,
les études en IHC montrent une surexpression d’IL-12 au niveau des cellules du
microenvironnement tumoral avec une relative spécificité de 1’expression de I’IL-12 dans les
LH, puisque 1’on ne retrouve pas par exemple d’hyperexpression d’IL-12 dans les LDGCB.'**
Deux ¢études ont analysé les taux sériques d’IL-12 des patients porteurs de LH au diagnostic,
avec des résultats discordants puisque Cozen et al. retrouvent un taux abaissé¢ d’Il-12 par

165,166 ,
2 Dans 1’étude de Cozen

rapport aux témoins alors que pour Bien et al. ils sont augmentés.
et al. les taux d’IL-12 sont aussi significativement plus bas chez les jumeaux des patients,
indemne de toute pathologie lymphomateuse, d’ou I’hypothése d’un terrain génétique régulant
la sécrétion d’IL-12. Cozen et al. montrent effectivement un LD entre les patients/jumeaux
sains et les témoins pour le SNP [IL12+1188A>C. Cependant la relation entre cette
distribution génotypique particuliére chez les patients et leur jumeau et les taux d’IL-12

sériques n’a pas pu étre étudiée.
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L’objectif de cette étude a donc été d’analyser 1) la distribution du SNP rs3212227 dans une
cohorte de 259 patients suivis prospectivement dans le cadre de I’étude ‘‘cytokine —
Hodgkin’’ du GELA. Comme dans 1’étude précédente, le génotypage a été fait par une double
technique Tagman (ABI Prism 7000) ii) la relation avec les données clinico-biologiques iii)
I’impact pronostique de ce SNP sur le taux de réponse, la survie sans progression et la survie
globale iv) le rdle de ce SNP dans les LH exprimant ou non I’EBV v) la relation entre ce SNP
et les taux d’IL-12, IL-23 et IL-17A sériques. Cela permettra également de définir I’impact
pronostique des taux sériques de ces trois cytokines dans les LH. Les dosages sériques de ces
trois cytokines sont en cours au CHU de Dijon en collaboration avec le laboratoire

d’immunologie (Pr Bonnotte/ Dr Casasnovas).
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7.3.2. Caractéristiques cliniques et biologiques des Patients de I’étude 1L12

N (%)
Age >45 ans 64 (25)
Male 145 (56)
Performance status
0-1 233 (98)
2-4 5(2)
Sous-type histologique
Scléro-nodulaire 208 (80)
Cellularité mixte 25 (10)
Predominance lymphocytaire 2(D)
Non classé 20 (8)
Expression de ’EBV* 28 (20)
Stade Ann Arbor
I-11 187 (72)
111 37 (14)
v 35(14)
Symptomes B 116 (45)
Hémoglobine <10.5 g/dl 41 (16)
VS >50 108 (43)
Leucocytes > 15.000/mm’ 51 (20)
Lymphocytes < 600/mm’ 24 (9)
Albumine < 40 g/ 104 (44)
Score d’Hasenclever
0 28 (12)
1 79 (34)
2 65 (28)
>3 62 (26)
Genotype 1L12+1188A>C
AA 166 (64)
AC 73 (28)
CcC 20 (8)

* Seulement 137/259 patients ont été évalués pour EBV.



7.3.3. Traitements réalisés

Cent cinquante-sept patients (61%) ont été traités par ABVD (doxorubicine, bleomycine,
vinblastine, dacarbazine), 52 (20%) par EBVP (epirubicine, bleomycine, cyclophosphamide,
vincristine, prednisone), 30 (12%) par BEACOPP (bleomycine, etoposide, doxorubine,
cyclophosphamide, vincristine, procarbazine, prednisone) et 20 (8%) par un autre protocole
comprenant des anthracyclines. La majorité des patients (180, 70%) ont bénéficié ensuite

d’une radiothérapie.

7.3.4. Réponse aux traitements, survie sans progression et survie globale

Une réponse compléte ou réponse compléte incertaine a été observée chez 228 patients
(88%), une réponse partielle chez 11 (4%) et une maladie stable ou progressive chez 20
patients (8%). Avec un délai médian de suivi de 7 ans (0.5 — 8.2), la survie sans progression et

survie globale a 6 ans des 259 patients sont respectivement de 74% et 89.5% (Figure N°15).
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Figure 15: Survie sans progression et survie globale des 253 patients porteurs de LH

inclus dans I’étude 1L-12
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7.3.5. Résultats

Le génotypage du SNP en +1188A>C des 259 patients porteurs d’'un LH montre une
distribution qui ne respecte pas 1’équilibre de HW (P = .005) avec un exces d’allele CC par
rapport a une population générale. Nous avons pu séquencer la région du SNP de 18 des 20
ADN ““CC”’ pour s’assurer de nos résultats obtenus en doublon par Tagman et le séquencage
a bien confirmé les résultats du Tagman. Pour deux patients, la quantité d’ADN était
insuffisante.

Aucune corrélation entre les données cliniques et biologiques initiales (age, sexe, sous-type
histologique, stade, présence de symptome B, PS, taux d’hémoglobine, de leucocytes, de
lymphocytes, d’albumine, de LDH et score d’Hasenclever) et les génotypes du SNP
IL12+1188A>C n’a été retrouvé. La distribution allélique n’est pas différente entre les LH
EBV+ (20% des patients évaluables) et EBV- (P = .52) (Tableau N°3)

IL12 (+1188A>C)
AC AA cC
N % N % N %
Status EBV
EBV-négatif 31 28 73 67 5 5
EBV-positif 7 25 19 68 2 7

Tableau 3 : Génotypes de I’IL12 en fonction du statut EBV des LH
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Le génotype du SNP IL12+1188A>C n’influence pas la réponse au traitement initial, ni la

survie sans progression ni la survie globale pour I’ensemble de la cohorte (Figure N°16).
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cC 20 10% (2)  90% (18) NA ( NA NA )

Figure 16: A. Survie sans progression ; B. Survie globale en fonction du génotype de
I’IL12+1188A>C

A noter que les analyses en sous-groupes (Stade I-II vs. III-VI et EBV+ vs. EBV-) ne

montrent pas non plus d’influence sur le pronostic des patients en fonction du SNP de I’'1L12
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analysé. La relation entre le génotype de 1’IL12 des patients et les taux sériques de I’IL-12p40,
p70, IL-23 et IL-17A est donc en cours d’étude de méme que 1’impact pronostique des taux

sériques de ces cytokines.
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8. Discussion des deux études

Actuellement, ce travail constitue la plus importante série de patients porteurs de LH ayant
attrait a ’impact pronostique des SNPs des effecteurs du systéme immunitaire. C’est aussi
I’étude qui comprend le plus grand nombre de SNPs ¢tudiés dans les LH. L’intérét du travail
est 1) qu’il est basé sur une collection obtenue de facon prospective avec les données cliniques
initiales collectées avec soin ; ii) I’étude de ’ADN somatique des patients a fait 1’objet d’un
consentement éclairé spécifique ; iii) les données de suivi ont pu €tre actualisées avec un suivi
médian des patients de 6 ans ; iv) Cette étude a permis de faire un lien entre les SNPs et les
taux plasmatiques de sept cytokines (TNFA, IL-10, IL-6, IL-1RN, IL-12, [L-23, [L-17A) et le
statut EBV des tumeurs ; v) les caractéristiques de la cohorte correspondent a une population
de LH non sélectionnée, c'est-a-dire avec un pronostic globalement favorable (Figure N°17) ;
vi) enfin, les traitements réalisés pour les patients de cette cohorte sont encore d’actualité en

2010.
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Figure 17 : A. Taux de survie sans progression a 6 ans: 81.5% ; B. Taux de survie

globale a 6 ans : 91%.

Globalement, on ne retrouve

pas d’impact pronostique fort des SNPs étudiés sur la survie

globale ou la survie sans progression des patients contrairement aux études pronostiques

rétrospectives des SNPs “‘immuns’” dans les LDGCB ou il a pu étre proposé un score

pronostique uniquement a partir de la présence ou non de génotype délétere de quatre SNPs
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(IL1A, IL8RB, IL4R, TNFA) ou I’haplotype de 4 SNPs situés au niveau du promoteur de
I’IL10.*' On ne retrouve pas non plus les résultats de Holaus et al. qui, & partir d’une série de
184 patients porteurs de LH, retrouvent que le SNP au niveau de IL10 en -592 et de I’IL6 en -
174 a un impact pronostique sur la survie sans progression des patients.*> Dans notre premier
article, les résultats statistiquement ‘‘significatifs’’ obtenus ne le sont qu’a partir de sous-
groupes notamment pour les patients présentant des stades avancés et dans le sous-groupe des
patients dont le LH n’exprime pas ’EBV. Cela souligne la difficulté de mettre en évidence un
facteur pronostique d’un élément biologique complexe dans une population de patients de bon
pronostic avec peu d’éveénements (17% de rechutes et 10% de déces dans cette série). A ce
titre, la série de Holaus et al. ne semble pas tout a fait correspondre a une population
représentative de LH avec une proportion importante de stades avancés (63% de stade I1IB a

IV), d’ou un nombre plus important de rechutes et déces (Figure N°18).
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Figure 18 : A. Echec au traitement en fonction du SNP 1L10-592C>A B. En fonction du
SNP IL6-174C>G. D’aprés Hohaus et al.?®®

Notre étude montre donc que les patients porteurs du génotype 1L10-1082AA présentent un
taux de rémission compléte significativement plus important (95% vs. 88% P =.02) avec une
survie sans progression a 6 ans de 85% pour cet allele comparée a 71% pour les patients

porteurs de 1’allele IL10-1082G patients (P = .08).
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Figure 19 : Survie sans progression des patients présentant un stade I11-1V en fonction
du génotype de I’'IL10-1082G

Les patients porteurs des génotypes IL10-819TT et -592AA ont également une survie sans
progression plus longue par rapport aux patients porteurs des autres génotypes (P = .08). La
survie globale de ce sous-groupe de patients est de 100% et significativement plus importante
que les autres génotypes (P = .03). (Figure N°20). Le SNP plus distal de I’IL10 en -3575 n’a

pas d’effet pronostic.
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Figure 20: A) Survie sans progression ; B) Survie globale des patients présentant un
stade I11-1V en fonction du génotype de I’IL10-819C>T
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A noter que, puisqu’il s’agissait d’une étude exploratoire, nous n’avons pas fait de correction
statistique par rapport au nombre de tests statistiques réalisés (type Bonferroni par exemple)
d’autant que le niveau de significativité est déja tres faible. Si nos résultats sur une cohorte
plus importante s’avéraient exacts, cela pourrait étre cohérent avec les études biologiques ou
I’haplotype ATA en -1082, -819, -592 de I’IL10 semble corréler a une sécrétion basse d’IL-
10 et aux résultats cliniques de la série d’Habermann et al. ou les patients présentant un
LDGCB porteurs de I’haplotype inverse TGCC (-3575, -1082, -819, -592) ont une survie
globale plus courte (HR = 2.44 P = .003).**' Ces résultats sont cependant complexes a
interpréter puisque les patients porteurs de 1’haplotype TATA dans cette derniére étude ont
aussi une survie globale plus courte (HR = 1.59 P = .04) par rapport a la population de
référence (Haplotype CCAT). A noter que les patients porteurs de LH de notre étude ou de
LDGCB dans I’étude de la Mayo Clinic, ont une distribution pour chaque haplotype
relativement similaire. Par rapport aux dosages plasmatiques des cytokines, on ne retrouve
pas de corrélation entre les taux d’IL-10 et les différents génotypes des SNPs étudiés. Holaus
et al. trouvent pour 95 patients porteurs de LH avec le génotype AA en -592 et GG en -1082

que les taux plasmatiques d’IL-10 sont plus élevés.”®

L’analyse par rapport au statut EBV,
montre que les résultats obtenus sur des SNPs de I’IL-10 sont significatifs dans la cohorte de
patients EBV-. Ces résultats doivent cependant étre analysés avec prudence. En effet, le statut
EBYV a été obtenu de fagon rétrospective avec des techniques différentes (EBER, LMP1) et le
nombre de patients de la cohorte EBV+ est faible. On peut trés bien imaginer qu’avec un
nombre de patients EBV+ plus important les différences statistiques soient également
retrouvées. Par contre, la distribution des génotypes des différents SNPs de I’'IL10 est
similaire pour les patients EBV+ et - et les taux d’IL-10 plasmatiques ne sont pas
statistiquement différents entre ces deux populations. A noter que la survie globale et la survie
sans progression des patients EBV+ et — ne sont pas globalement différentes (Figure N°20).
On retrouve par contre une tendance a un pronostic plus défavorable dans la population EBV+
aprés 50 ans, comme cela a été démontré dans 1’¢tude de Diepstra et al. mais il n’y a pas de
différence d’expression de ’EBV avant et aprés 50 ans (Figure N°21). Cette partie de notre

travail sera présentée en poster au congrés Américain d’Hématologie (ASH) 2010 (Abstract

en Annexe 2).

109



+H------- . R
T e B e
H i T,
0.8 1
=
E
© 0.6
o
g
o
S
= 0.4
c
3
w0
0.2
EBV expression
0 |Lo§rank E:U.BDZD -- No expression
T T I I 1 T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
OS (years)
No. of Subjects Event Censored Median Survival (95% CL)
EBV expression 50 14% (7) 86% (43) NA ( NA NA )
No expression 186 10% (18) 90% (168) NA ( NA NA )
B.
.
e -
—t ""+"i:'-h..+.....', - !:
=
E
© 0.6
o
g
o
S
= 0.4
c
3
w0
0.2 1
EBV expression
0 |Lo§rank E:U.AHB -- No expression

T T T T 1 I

0 1 2 3 4 5
PFS (years)

T T 1

6 7 8

EBV expression 50
No expression 186

22% (1) 78% (39)
19% (35) 81% (151)

No. of Subjects Event Censored Median Survival (95% CL)

NA ( NA NA )
NA ( NA _NA )

Figure 21: Différence de (A) survie globale et de (B) Survie sans progression des LH en

fonction du statut EBV de la tumeur
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Figure 22: Différence de survie globale pour les patients de plus de 50 ans en fonction du
statut EBV de la tumeur

A noter que pour les résultats des SNPs de 1’IL10 dans les sous-groupes des stades avancés et
les tumeurs EBV-, ce sont les génotypes hétérozygotes (AC en -592 et CT en -819, ces SNPs
étant en LD) qui sont les génotypes déléteres. L’analyse globale des SNPs du promoteur de
I’IL10 (haplotype) montre qu’ils n’ont aucun impact pronostique sur la survie globale et la

survie sans progression.

Dans ce travail, nous montrons également que le SNP au niveau du TNFA-308G>C est un
¢lément pronostic pour les 189 patients porteurs de LH EBV-, alors que ce résultat n’est pas
retrouvé sur la cohorte entiere des 464 patients étudiés pour ce SNP. Les 37 patients porteurs
du génotype hétérozygote AG ont la survie globale plus courte par rapport aux patients
homozygotes GG (84% vs. 68% a 6 ans, P =.03) (Figure N°22). Ces résultats pourraient aller
dans le sens d’un pronostic plus défavorable de 1’allele A du TNF-308 comme cela a été

montré dans les LDGCB.?'
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Comme pour 1’IL10, la distribution des génotypes du TNFA-308G>C n’est pas différente
entre la population EBV+ et EBV-. Par contre, les taux plasmatiques de TNFA et de TNF-R2

sont significativement plus élevés chez les patients ayant une tumeur EBV+ (Figure N°23).
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Figure 24 : Différence des dosages plasmatiques du TNFA (A) et de TNF-R2 (B) entre
les patients porteurs de LH EBV+ et -

(P =.004 pour TNF et P = .01, Test de Kruskal-Wallis)
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Ces résultats, s’ils étaient confirmés, en faveur d’un effet différentiel des SNPs de I’IL10 et du
TNFA entre les LH EBV+ et -, iraient dans le sens d’un impact différent du fond génétique
““immun’’ vis-a-vis de I’infection a EBV. Helminen et al. montrent ainsi que les donneurs de
sang s€ronégatifs pour EBV présentent plus fréquemment 1’allele G en position -1082 au
niveau du promoteur de 1’1L10.%*° Dans les tumeurs EBV+, on retrouve une expression plus
importante d’IL-10 par rapport aux tumeurs EBV- (66% vs. 16%).”® Le micro-environnement
semble donc différent entre les tumeurs EBV + et — avec une expression plus importante de
certaines chimiokines comme CCL3, CCL5, CCL20 et CXCL10."7'"7%% 1 3 surexpression de
CCL20 dans le micro-environnement serait induite par EBNA1 qui activerait le facteur
transcriptionnel AP1."”® Le promoteur de CCL20 présenterait des sites de fixation d’AP1. La
chimiokine CCL20 aurait la capacité de faire migrer les LTreg via le récepteur CCR6. Les
LTreg permettraient une inhibition de la réponse immune anti-EBV, avec notamment la
sécrétion d’IL-10 et TGF-B. Dans I’é¢tude de Alvaro et al. il n’est pas retrouvé de différence
au niveau de I’infiltration de LTreg entre les tumeurs EBV+ et EBV-, mais les sous-types de
LTreg pourraient étre différents entre les LH EBV+ et EBV-.">**” Cela pourrait expliquer les

études contradictoires concernant 1’impact pronostique des LTreg dans les LH.?>>2%2% 1 ¢

ratio par rapport aux autres cellules immunes semble important & prendre en compte.”>>".
Chetaille et al. confirment par une étude du profil d’expression des génes sur cellules de RS
micro-disséquées que les LH EBV+ présentent un profil différent des tumeurs EBV-."* Est
ainsi mis en évidence une signature ‘‘anti-virale’> avec D’expression d’INFG, CXCL9,
CXCL10, CXCL11 capable de favoriser une réponse Thl. Cette réponse immunitaire semble
cependant inefficace a I’élimination des cellules tumorales et n’apporterait donc pas un
pronostic meilleur aux patients. Des données plus récentes confirment une physiopathologie
trés différentes entre les LH EBV+ et — avec la mise en évidence de mutations sur le géne
suppresseur de tumeur TNFAIP3 codant pour A20 un inhibiteur de la voie NFkB, majoritaire
dans les LH EBV-.*! L activation de la voie NFkB ne nécessite donc pas dans le cadre des

LH EBV+ de mutations sur les inhibiteurs de cette voie, de méme que 1’expression aberrante

de récepteur de type tyrosine kinase que 1’on retrouve majoritairement dans les LH EBV-
291,292

Est-ce que nos résultats montrant une spécificité de I’impact des SNPs de 1’1L10 et du TNFA
dans les LH EBV-, peuvent s’inscrivent dans ces différences physiopathologiques entre les
LH EBV+ et - ? On peut faire I’hypothése que les différences de micro-environnement créées
par la présence d’EBV (mécanismes autocrines et paracrines différents vis-a-vis de I’IL-10 et

du TNFA) rendent moins influent les polymorphismes génétiques des genes de cytokines des
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patients qui ne sont alors mis en évidence que dans le cadre des LH EBV-. Cette hypothése
nécessite de toute fagon une confirmation des résultats obtenus sur une autre série de patients
avec une relecture anatomo-pathologique de I’ensemble des marqueurs d’EBV, notre série
ayant un taux de LH EBV+ (20%) inférieur aux séries antérieures (revue de la littérature par

Souza et al.*).

L’étude du SNP de I’IL12 dans une série de 259 patients confirme la différence de distribution
des génotypes par rapport a une population générale, ceci par rapport a des témoins dans
’étude de Cozen et al. et aprés vérification de 1’équilibre de HW dans notre étude.'®® Nos
résultats ont été vérifiés par deux techniques Tagman et le séquengage de la partie 3’UTR
comprenant le SNP+1188A>C permettant de valider nos résultats pour 18 des 20 patients de
génotype CC. Par contre, ce SNP n’a aucune valeur pronostique par rapport au devenir des
patients. L hypothése émise par Cozen et al. serait que des taux abaissés d’IL-12, cytokine qui
favorise I’activation de I’immunité innée et adaptative, pourraient permettre le développement
des LH. Par contre les génotypes n’ont pas pu étre corrélés aux dosages plasmatiques d’IL-12,
ce que nous prévoyons de faire a partir des sérums des patients (dosage de I’'IL-12p40, p70,
IL-23, IL-17A en cours en collaboration avec le service d’immunologiec du CHU Dijon).
Compte tenu de I’importance de I’IL-12 dans la stimulation d’activation de la réponse Thl et
sa possible implication dans la physiopathologie des LH, des études thérapeutiques avec
injection IV ou SC d’IL-12 ont été réalisées mais sans réelle efficacité dans les LH en
rechutes multitraitées ou réfractaires.'®” L’ensemble des données sur 1’IL-12 dans les LH en
faveur d’un déficit somatique via les polymorphismes ou acquis par une faible exposition

antigénique dans I’enfance (théorie dit ‘hygiénique’”)"””

chez certains patients peuvent
amener a ré-étudier la possibilité de traitement par IL-12 notamment avec de nouvelle
formulation (liposome) pour éviter les effets secondaires des ‘‘anciennes’ formulations
(asthénie, fiévre, nausées, vomissements, céphalées, hyperglycémie, pancytopénie).””* La
présence d’un récepteur a I’IL-12 fonctionnel est majeure et comme nous 1’avions vu dans la
revue de la littérature, 1’expression de la chaine B du récepteur a I’'IL-12 peut étre diminuée
par un mécanisme épigénétique de méthylation de I’ADN. L’utilisation d’agents déméthylants
pourraient permettre I’expression d’un récepteur a I’IL-12 fonctionnel, et permettre ensuite
Iutilisation d’IL-12.'°% Les agents déméthylants pourraient également permettre la
réexpression d’autres génes dans les cellules de RS dont I’expression est réduite par

méthylation.”*
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L’ absence de résultats significatifs pour les autres SNPs peut étre en lien avec un nombre non
suffisant de patients. D’autre part, nos résultats sont exprimés par rapport a la survie globale
en sachant que certains patients sont décédés de tumeurs secondaires ou de complications
tardives de traitement. Il est toujours difficile de sélectionner a priori les patients, en sachant
que le lien entre les causes de déces autres que le lymphome et les SNPs n’est pas forcément
fortuit. Nous avons tout de méme réalisé¢ une étude en ‘‘survie spécifique’” qui retrouve les
mémes résultats. Notre hypothese de départ a été de choisir des SNPs situés au niveau de site
de régulation des genes de cytokines pouvant donc influencer I’expression de la cytokine.
Compte tenu de la complexité des interactions entre les différents types cellulaires au niveau
du micro-environnement, il serait nécessaire d’avoir des données plus globales du profil des
SNPs “‘“immuns’’ pour voir si celui-ci influence réellement le pronostic des patients. Cela
pourrait nécessiter pas exemple d’élargir les recherches sur les SNPs des chimiokines dont le
role est majeur dans les interactions entre les cellules de RS et les cellules réactionnelles. Plus
récemment, ont également ét¢ mis en évidence des SNPs sur le géne de I’[L-17 dont le rdle
dans les LH pourrait étre étudié.”’ D’autres SNPs que ceux des génes des effecteurs immuns
ont pu étre étudiés dans les LH. Ainsi, 1’analyse des polymorphismes des enzymes de
détoxification et du métabolisme des produits de chimiothérapie a montré que le pronostic des
patients pouvait étre estimé en fonction des polymorphismes au niveau des génes d’enzyme

Y . 298300
de détoxification.

Dans le cadre des lymphomes, des études épidémiologiques ou
cliniques ont montré I’importance des SNPs des génes de I’apoptose, du cycle cellulaire et
enzymes de réparation de ’ADN, du métabolisme oxydatif et des facteurs de transcription
comme IRF4.2>7%13% Récemment, il a été montré quun SNP au niveau de géne codant pour
des protéines impliquées dans les mécanismes épigénétiques comme EZH?2 pourrait avoir une

influence pronostique dans le cadre de LF (communication du Pr J. Fitzgibbon).

116



Q. Perspectives

Sur cette collection d’ADN avec des données cliniques actualisées, il est prévu de réaliser une
¢tude pan-génome en collaboration avec le Centre National de Génétique (programme
GWASH). Actuellement, 365 échantillons ayant une quantit¢ nécessaire d’ADN pour cette
analyse globale et des validations éventuelles, sont disponibles. Il est possible d’¢élargir cette
collection avec des ADN de patients des centres d’Hématologie de Lyon et de Dijon. Cette
collection pourra également permettre des collaborations avec des projets de recherches
épidémiologiques sur les genes de susceptibilit¢ aux LH, pour la constitution de cohorte
importante de patients. Il sera concevable de valider les résultats de la premiére étude de

" 11 pourrait également étre

susceptibilit¢ ‘‘pangénome’’ des LH, publiée récemment.
intéressant de se focaliser sur les cas familiaux de LH, pour mettre en évidence de variants
rares ayant une pénétrance plus importante qui sont difficile a identifier par des études
pangénomes. Dans le cadre des LDGCB traités dans le cadre de programme thérapeutique du
GELA, un programme est en cours (étude GOAL), pour d’une part permettre la réalisation
d’une étude pangénome et d’autre part permettre des études plus ciblées dans le cadre des
SNPs immuns (cytokines et FcGR), des SNPs des facteurs de transcription et des SNPs des
enzymes de détoxification. A noter que parallelement a cette collection d’ADN somatique sur
les patients inclus dans les programmes thérapeutiques 2003 du GELA, les anomalies
tumorales acquises seront également analysées dans le cadre d’un autre programme
biologique transversale (Programme GHEDI). Dans le cadre d’études génomiques sur la
tumeur, la connaissance des variations génomiques de 1’hote prend tout son intérét pour
distinguer les anomalies acquises des variations génétiques héréditaires, pour ainsi éviter des
biais d’analyse et d’interprétation sur les pertes et/ou aux gains de matériel génétique mis en
évidence.’’ Une collection d’ADN a également été constituée dans le cadre d’un programme
thérapeutique des LF (Protocole PRIMA) avec comme premier travail en cours, I’analyse de
I’impact pronostique des polymorphismes des genes de récepteur au fragment Fc. Ces
programmes d’approches différentes permettront dans un cadre protocolaire, de mieux
apprécier le role du fond génétique des patients par rapport aux données pronostiques
classiques mais surtout par rapport a I’ensemble des données biologiques sur la tumeur. Dans
ce sens, I’hypothése de notre étude d’un effet différentiel en fonction du statut EBV des SNPs

de I’IL10 et du TNFA dans les LH devra étre rigoureusement validée.
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10. Conclusions

En 1998, quand I’¢tude biologique Hodgkin du GELA a débuté, 1’objectif était de corréler les
données du TNFA plasmatique au SNP en -308 au niveau du promoteur du géne et de voir
son impact pronostique. Les résultats apportés par notre étude peuvent apparaitre décevants
dans le sens ou 1’on n’identifie pas un marqueur pronostique Stricto sensu indépendant par
exemple des données pronostiques classiques. A ce titre, les données biologiques issues de la
physiopathologie des LH sont extrémement difficiles a utiliser en situation clinique et la
derni¢ére étude publiée sur I’'impact pronostique du nombre de macrophages au niveau du
micro-environnement devra étre validée par d’autres études.® Les données issues des études
pangénomes sont finalement extrémement récentes et pourront certainement permettre
d’apporter des informations nouvelles sur des voies biologiques non encore explorées et des
voies biologiques communes entre des pathologies d’expressions cliniques tres différentes
comme la PR et la SEP.”* Par rapport & ce dernier concept, il pourrait étre extrémement
intéressant d’analyser les polymorphismes génétiques ‘‘immuns’ des patients aux
antécédents de maladies auto-immunes présentant un diagnostic de lymphome pour mettre en
évidence des spécificités génétiques par comparaison aux patients porteurs de lymphome sans
terrain dysimmunitaire sous-jacent. Les études pangénomes dans les LDGCB (programme
GOAL) ou dans les LH (programme GWASH) sur le plan épidémiologique (étude de
susceptibilité) ou clinique pourront stirement apporter des informations nouvelles sur la
physiopathologie de ces tumeurs. Sur la série de patients porteurs de LDGCB traités dans le
cadre de protocole thérapeutique du GELA (incluant des traitements par anticorps anti-CD20
et chimiothérapie) il sera extrémement intéressant de vérifier la pertinence du score
pronostique d’Habermann basé sur les SNPs de ’ILA, IL8RB, IL4R, TNFA, 1L.10.**' Si ce
score peut étre validé, des analyses fonctionnelles en rapport a ces SNPs et des études de
corrélation par rapport aux données biologiques obtenues sur la tumeur seront importantes a
réaliser, en séparant par exemple dans un premier temps les LDGCB GC ou non GC. Méme si
les études pangénomes peuvent permettre la mise en évidence de ‘‘points chauds’’ au niveau
du génome des patients, 1’évaluation d’un nombre limité de SNPs ayant des conséquences
fonctionnelles au niveau de génes impliqués dans des voies oncogéniques importantes dans
les LNH, reste une approche valide. Une étude récente publiée dans Blood montre ainsi que la
présence d’un SNP (rs10190751) au niveau du géne de la protéine c-FLIP impliquée dans la
régulation de 1’apoptose, est a 1’origine, en fonction des variants, de la synthése d’isoformes
de tailles différentes, d’un taux de transcription différent. La susceptibilit¢ aux LF semble

308

différente en fonction de ce SNP.” Parallélement, cela nécessitera le développement d’outils
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bioinformatiques nécessaires a 1’analyse de données de plus en plus complexes. Dans le cadre
de ce travail sur I’étude des SNPs ‘‘immuns’’, nous avons vu combien il est difficile
d’interpréter les résultats d’un SNP par rapport a un autre compte tenu probablement de leur
interdépendance, d’effets différents en fonction du tissu étudi¢ et de la redondance de fonction
des cytokines. La plupart des mode¢les statistiques utilisés vont analyser €tape par étape la
“‘significativité’’ d’une seule cible. Pour mieux apprécier 1’effet d’un ensemble de SNPs et
des genes ou ils sont situés, il est possible de développer de nouveau modele statistique
comme celui proposé par Ma et al.,*” (CTGDR, pour Clustering Threshold Gradient Directed
Regularization) ou les effets conjoints des SNPs et des génes sont pris en compte. Ce modéle
a pu étre appliqué aux lymphomes, permettant de définir des scores pronostiques cliniques.
Enfin, ce type d’étude nécessitera de poursuivre la constitution de collection d’ADN dans un

cadre réglementaire, ancillaire a des programmes thérapeutiques.
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11. Annexes

Annexe N°1

Interleukin-12 germline polymorphism and outcome of patients with Hodgkin

lymphoma: A prospective study of the Groupe d’Etude des Lymphomes de I’Adulte

Herve Ghesquieres, Olivier Casasnovas, Marion Fournier, David Cox, Pauline Brice,
Franck Morschhauser, Aurélie Verney, Catherine Sebban, Vincent Ribrag, Isabelle

Gaillard, Pierre Feugier, Herve Tilly, Christophe Ferme, Gilles Salles.

Background. Although Hodgkin lymphoma (HL) is a highly curable malignancy, about 15%
and 30% of patients with respectively localized or disseminated disease do not respond or
relapse after initial treatment. Several scoring systems using conventional biological and
clinical parameters have been developed for limited and advanced stages in order to adapt the
therapeutic strategy. However, the identification of patients with adverse outcome needs to be
improved. Cytokines have an important role in the pathogenesis of HL. Among them,
interleukin-12 had an important role in stimulating cytotoxic lymphocyte and natural killer
cells. A recent study (Cozen et al. Blood 2008) showed that IL-12 level of HL patients and
their twins was lower than matched controls and a IL-12 polymorphim (rs3212227) that
modulate IL-12 expression was associated with an increase risk of HL.
Aims. In this context, we evaluated the influence of this IL-12 germline polymorphism on
response to treatment and outcome in patients with HL.
Methods. Between 1998 and 2002, we prospectively investigated the prognostic role of
plasma cytokines and soluble receptors in Hodgkin lymphoma patients (Casasnovas et al.
JCO 2007). A sample was collected at diagnosis specifically to investigate single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in cytokine genes. DNA was extracted from venous blood samples.
Genotyping experiments of 1L12 rs3212227 (3’UTR +1188A>C) were performed in duplicate
using Taqgqman™ technology (ABI Prism 7000, Applied Biosystems) in 259 patients. We
estimated the prognostic value of this SNP for response to treatment, relapse and overall
survival (OS).
Results. Among the 259 studied patients, 25% were older than 45 years and 56% were male.
At diagnosis, 187 patients (72%) were in Ann Arbor stage I-II and 116 (45%) presented with
B symptoms. Histology was nodular sclerosis in 208 patients (80%). Treatment consisted of 4
to 6 courses of anthracycline-based chemotherapy (CT) followed by involved-field
radiotherapy for stages I-II and 8 courses of anthracycline-based CT for stages II-IV.
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Complete response (CR) and uncertain CR (uCR) were observed in 228 patients (88%),
partial response in 11 (4%) and stable and progressive disease in 20 (8%). Relapse occurred in
46 patients (18%) and 25 patients (10%) died, 18 of whom of HL. After a median follow-up
of 4.2 years months, the 4-year progression free survival (PFS) and OS were 81.7% and
92.2%, respectively. Genotypes of 1L12 +1188A>C were AA, AC and CC in 166 (64%), 73
(28%) and 20 (8%) patients, respectively. These distributions appear significantly different
from what observed in the general population (P<0.005). No correlation was observed
between initial characteristics of HL patients and IL-12 genotyping. Regarding treatment
response, no specific IL-12 genotype was associated with a better CR or influenced OS and
PFS.

Conclusions. Whether HL patients presented a specific IL12 genotype distribution as
suggested by our study and Cozen series need to be confirmed. However, we didn’t observe in
this large series of HL patients with a particularly favorable outcome that this SNP predict
response to initial treatment or outcome of patients. The role of host immunogenetics as

prognostic factors in HL deserved others studies.
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Annexe N°2

Comparison of clinical characteristics, plasma cytokine signature, cytokine gene
polymorphisms and outcome between EBV positive and negative Hodgkin Lymphoma:
a study of the Groupe des Lymphomes de I’Adulte (GELA)

Hervé Ghesquieres, Olivier Casasnovas, Marion Fournier, Pauline Brice, Richard
Delarue, Franck Morschhauser, Catherine Sebban, Vincent Ribrag, Isabelle Gaillard,

Pierre Feugier, Aspasia Stamatoullas, Christophe Ferme and Gilles Salles

Background: Hodgkin Lymphoma (HL) has a remarkable pathogenesis with rare neoplastic
cells surrounded by numerous reactive cells that interact with cytokines, chemokines and
soluble receptors. EBV is found in about 40% of HL. Recent clinical series showed that
prognostic between EBV-positive and negative could be different especially in patients older
than 50 years old, with a worse prognosis for patients with EBV-positive tumors (Diepstra et
al. JCO 2009). Gene expression profile analysis of HL tumors are also in favor of different
pathogenesis between EBV-positive and negative tumors. In this context, we assessed
whether plasma cytokine pattern and cytokine gene polymorphisms could be different
regarding EBV status and compared the clinical characteristics and outcome of patients
according to EBV status in a series of 242 HL patients.

Patients and Methods: the GELA conducted between 1998 and 2002, a prospective study to
assess the prognostic role at diagnosis of plasma levels of TNFA, its soluble receptors TNF-
R1, TNF-R2, and IL-10, IL-6, IL-1B, IL-1Ra, sCD30 (Casasnovas et al. JCO 2007). This
study was also designed to investigate the role of polymorphisms (SNP) in cytokine genes of
IL10 (Four SNPs), TNFA, IL6, IL1B, ILIRN, INFG, CCL17 and IL12. EBYV status of classical
HL samples could be obtained retrospectively for 242 patients.

Results: EBV status was obtained according to the immunohistochemistry detection of latent
membrane protein-1 (LMP-1) in 186 patients (77%), to EBER in situ hybridation results in 48
patients (20%) or others techniques in the 8 remaining patients (3%). EBV status was
considered as positive and negative for 53 (21%) and 189 (79%) patients, respectively.
Comparison of clinical characteristics between EBV-negative and positive HL showed some
differences in term of sex-ratio and histological subtypes with a higher proportion of male in
EBV-positive cohort (81% vs. 54, P <.01) and less nodular sclerosis subtypes (74% vs. 85%
P =.05). Erythrocyte sedimentation rate and white-cell count were more frequently increased

in EBV-negative population but the distribution of prognostic categories according to the
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Hasenclever score was not different between the two cohorts. The TNFA and TNF-R2 plasma
levels were significantly higher for EBV-positive compared to EBV-negative HL (P = .03)
but no difference was observed for others cytokines (TNF-R1, IL-10, IL-6, IL-1Ra, sCD30).
For the eleven studied SNPs, no difference in term of genotype distribution was observed
between EBV-positive and negative tumors. The 6-year overall survival (OS) (91% vs. 88% P
=.3) and progression free survival (PFS) (81% vs. 79% P = .3) were not statistically different
between the EBV-negative and positive cohorts. Analysis of outcome by age groups, showed
a non-significant trend for a worse 6-year OS (72.1% vs. 58.3% P = .14) and 6-year PFS
(57.2% vs. 48% P = .42) for EBV-positive HL after 50 years old with a similar proportion of
EBV-positive and negative HL tumors before and after 50 years old.

Conclusions: In this study, we confirm difference of histological subtype distribution
between EBV-positive and negative HL. A difference of plasma levels of TNFA and TNF-R2
was observed suggesting a different inflammatory profile between EBV-positive and negative
EBV HL but genotype distribution of germline cytokine gene polymorphisms was not
different. In this cohort of HL with a global favorable outcome, a trend for a worse prognosis

became apparent for older patients with EBV-positive HL.
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