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LymphomesLymphomes
cancers dcancers dééveloppveloppéés s àà partir de cellules lymphopartir de cellules lymphoïïdes B, T ou des B, T ou 

NK maturesNK matures
Lymphomes non Hodgkiniens (Lymphomes non Hodgkiniens (≈≈10000 cas/an en 10000 cas/an en 
France)France)

Lymphomes BLymphomes B
Lymphome diffus Lymphome diffus àà grandes cellules B (LDGCB)grandes cellules B (LDGCB)
Lymphome folliculaireLymphome folliculaire
……

Lymphomes TLymphomes T
Lymphomes de Hodgkin (Lymphomes de Hodgkin (<1500<1500 cas/an en France)cas/an en France)
Incidence en augmentationIncidence en augmentation
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Lymphome diffus Lymphome diffus 
àà grandes cellules B  (LDGCB)        grandes cellules B  (LDGCB)        

ReprRepréésente environ 1/3 des lymphomes non sente environ 1/3 des lymphomes non 
hodgkiniens (LNHhodgkiniens (LNH))
Groupe histologiquement hGroupe histologiquement hééttéérogrogèènene

Transformation de cellules B maturesTransformation de cellules B matures
PhPhéénotype Bnotype B

HHééttéérogrogéénnééititéé ggéénnéétiquetique
translocation BCL6 (3q27) : 30translocation BCL6 (3q27) : 30--40%40%
translocation BCL2 (18q21) : environ 20 %translocation BCL2 (18q21) : environ 20 %
mutations BCL6, PIM1, mutations BCL6, PIM1, RhoHRhoH/TTF, MYC, PAX5 : /TTF, MYC, PAX5 : 
>50%>50%
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CliniqueClinique
Lymphome agressifLymphome agressif

ggéénnééralement ralement chimiosensiblechimiosensible,,
mais survie mais survie àà 5ans 5ans ≈≈ 50%50%

Index Pronostique International (IPI, AaIndex Pronostique International (IPI, Aa--IPI)IPI)
AgeAge
Stade cliniqueStade clinique
Nb Nb localislocalis viscviscééralesrales
Index Performance ECOGIndex Performance ECOG
LDHLDH

(The International Non-Hodgkin’s Lymphoma 
Prognostic Factors Project, NEJM  1993;329:987-94) 0
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Recherche de nouveaux Recherche de nouveaux 
marqueurs pronostiquesmarqueurs pronostiques

Marqueurs circulants (Marqueurs circulants (ββ2--microglobulinemicroglobuline))
Marqueurs tumoraux (RNA, ProtMarqueurs tumoraux (RNA, Protééine)ine)

Cell
Differentiation
Stage
•BCL6
•HGAL
•CD10
•CD5
•CD21S
•FOXP1
•PKC-β
•MUM1
•CD38

Limitless Replicative
Potential
•TP53
•p27KIP1
•Cyclins D3, D2
•Ki-67

Evading
Apoptosis
•Survivin
•BCL2
•Caspases

Tissue 
invasion
•ICAM-1
•CD44 

Sustained
Angiogenesis
•VEGF
•Endostatin
•MMP-9

Self-sufficiency in 
Growth Signals
•Mm23-H1
•IL-10
•IL-10 polymorphism DeathLife

D’après Lossos & Morgensztern.
JCO. Feb 2006
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Le tournant des annLe tournant des annéées 2000es 2000

Biologie du lymphomeBiologie du lymphome
Puces Puces àà ADNADN

Traitement
Association chimiothérapie/Rituximab

Rituximab : anticorps monoclonal anti-CD20
CD20 : protéine membranaire spécifique du 
lymphocyte B

Evaluation de la rEvaluation de la rééponse au traitementponse au traitement
PET-SCAN au [18F]FDG
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Distinct types of diffuse largeDistinct types of diffuse large
BB--cell lymphoma identifiedcell lymphoma identified
by gene expression profilingby gene expression profiling
AlizadehAlizadeh & Al, Nature, & Al, Nature, fevfev 20002000

•Echantillons tumoraux
•42 LDGCB
•Lymphomes folliculaires
•Leucémies lymphoïdes chroniques
•Lignées tumorales

•Cellules non tumorales
•Lymphocytes B et T circulants
•Lymphocytes B et T « activés »
•ganglion et amygdale

• « Lymphochip » : puce 18000 ADNc
enrichie en séquences lymphoïdes

•clustering hierarchique (eisenogramme)
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CaractCaractéérisation de deux risation de deux 
soussous--groupesgroupes

signature de type signature de type «« centre centre 
germinatifgerminatif »» : GC B: GC B--likelike
(GCB), pronostic favorable.(GCB), pronostic favorable.
Signature de type Signature de type «« cellules cellules 
B activB activééeses »» : : ActivatedActivated B B 
CellsCells--likelike (ABC), pronostic (ABC), pronostic 
ddééfavorable.favorable.
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Diffuse large BDiffuse large B--cell lymphoma outcome prediction cell lymphoma outcome prediction 
by gene expression profiling  and supervised machine learningby gene expression profiling  and supervised machine learning

((ShippShipp, Nature Med, jan 2002), Nature Med, jan 2002)

58 pts : 32 guéris + 26 dcds
Affy HU6800 (6817 probesets)
méthode de classification supervisée :
« weighted voting » + validation croisée prédicteur basé sur 
13 gènes
Aucun n’appartient à la signature GCB ABC d’Alizadeh
Idem avec autres algorithmes : SVM, k-NN
modèle prédictif indépendant de l’IPI

5y OS

70%

12%
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Valeur de la signature Valeur de la signature 
GC BGC B--likelike//ActivatedActivated B B CellsCells--likelike

dans ldans l’’article de article de ShippShipp

90 g90 gèènes de la nes de la 
signature signature 
dd’’AlizadehAlizadeh
retrouvretrouvéée sur la e sur la 
HU6800HU6800
Ces 90 gCes 90 gèènes nes 
reclassent reclassent 
correctement les correctement les 
ééchantillons et est chantillons et est 
pronostique sur la pronostique sur la 
sséérie drie d’’AlizadehAlizadeh
(A)(A)
Valeur pronostique Valeur pronostique 
non retrouvnon retrouvéée sur e sur 
la sla séérie de rie de ShippShipp
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The use of molecular profiling to predict survival after The use of molecular profiling to predict survival after 
chemotherapy for diffuse largechemotherapy for diffuse large--BB--cell lymphomacell lymphoma

A A RosenwaldRosenwald (NEJM 2002)(NEJM 2002)

,,240 LDGCB non traités (160 training + 80 validation)
Lymphochip
Modèle pronostique construit en 4 étapes

Identification des gènes associés à la survie par un modèle de Cox univarié
Identification par Clustering hiérarchique parmi les 670 gènes sélectionnés 
de 5 classes « centre germinatif », « Complexe Majeur Histocompatibilité
II », « ganglion », « prolifération » et gène BMP6
Sélection des 17 gènes ayant la plus grande variabilité et moyennage par 
classe
Construction d’une équation de  score pronostique par un modèle de Cox 
Valeur du score indépendant de l’IPI
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Valeur de la signature GCB/ABC Valeur de la signature GCB/ABC 
dans ldans l’’article de article de RosenwaldRosenwald

EtudiEtudiéée e àà partir des 100 gpartir des 100 gèènes les plus discriminants nes les plus discriminants 
dans la sdans la séérie drie d’’AlizadehAlizadeh sur 274 sur 274 echantillonsechantillons (240 (240 
LDGCB non traitLDGCB non traitéés + 34 traits + 34 traitéés)s)
Identification dIdentification d’’un groupe intermun groupe interméédiaire (type 3) de diaire (type 3) de 
pronostic proche des ABCpronostic proche des ABC



7

Profils gProfils gééniques et pronostic des LDGCB. JP JAIS. Fac Mniques et pronostic des LDGCB. JP JAIS. Fac Méédecine decine 
11èère Journre Journéée e ‘‘Biologie SystBiologie Systéémique. mique. UnivUniv Paris 5. Mai 2006Paris 5. Mai 2006

A gene expressionA gene expression--based method to diagnose clinically based method to diagnose clinically 
distinct subgroups of diffuse large B cell lymphomadistinct subgroups of diffuse large B cell lymphoma

(G Wright, PNAS 2003)(G Wright, PNAS 2003)

Comparaison des 2 sComparaison des 2 sééries de ries de RosenwaldRosenwald et et ShippShipp
DDéétermination du sous ensemble de gtermination du sous ensemble de gèènes les plus discriminants entre 65 nes les plus discriminants entre 65 
GCB et 48 ABC de la sGCB et 48 ABC de la séérie de rie de RosenwaldRosenwald
Calcul dCalcul d’’un score linun score linééaire de praire de préédiction en utilisant comme coefficient la diction en utilisant comme coefficient la 
statistique de t obtenue pour chaque gstatistique de t obtenue pour chaque gèène dans la comparaison des  2 ne dans la comparaison des  2 
groupes : groupes : 

En supposant la normalitEn supposant la normalitéé dans chacun des deux groupes et ldans chacun des deux groupes et l’’indindéépendance pendance 
entre les gentre les gèènes, la probabilitnes, la probabilitéé dd’’appartenance appartenance àà un groupe peut être un groupe peut être 
ddééterminterminéée par une re par une rèègle de classification gle de classification bayesiennebayesienne «« nanaïïveve »»
cutcut--off de 90% pour attribuer un off de 90% pour attribuer un ééchantillon chantillon àà une classe, si non atteint classune classe, si non atteint classéé
«« otherother »»

∑= jj XtXLPS )(
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Application Application àà la sla séérie de rie de ShippShipp

14 g14 gèènes sur les 27 retrouvnes sur les 27 retrouvéés sur la s sur la 
HU6800HU6800
NNéécessitcessitéé de standardiser les niveaux de standardiser les niveaux 
dd’’expression des diffexpression des difféérents grents gèènes sur la nes sur la 
sséérie de rie de RosenwaldRosenwald (même moyenne, (même moyenne, 
même variance en même variance en ééchelle log)chelle log)
Implicitement, impose une proportion Implicitement, impose une proportion 
GCB/ABC proche de celle de la sGCB/ABC proche de celle de la séérie de rie de 
RosenwaldRosenwald
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Prediction of Survival in Diffuse LargePrediction of Survival in Diffuse Large--BB--Cell Lymphoma Cell Lymphoma 
Based on the Expression of Six GenesBased on the Expression of Six Genes

I I LossosLossos (NEJM 2004)(NEJM 2004)

Tentative de construction dTentative de construction d’’un un «« IPI molIPI molééculaireculaire »»
Etudie en PCR quantitative  de 36 gEtudie en PCR quantitative  de 36 gèènes nes «« candidatscandidats »» sur sur 
66 patients66 patients
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6 g6 gèènes retenus en Cox nes retenus en Cox univariunivariéé (LMO2, BCL6, FN1, (LMO2, BCL6, FN1, 
BCL2, SCYA3, CCND2, mais un seul significatif (LMO2)BCL2, SCYA3, CCND2, mais un seul significatif (LMO2)
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Construction dConstruction d’’un score un score 
pronostique pronostique àà partir partir 
dd’’un Cox un Cox multivarimultivariéé
DDéétermination de termination de 
3 groupes de risque3 groupes de risque
Application aux sApplication aux sééries ries 
de de RosenwaldRosenwald et et ShippShipp
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Molecular profiling of diffuse large BMolecular profiling of diffuse large B--cell lymphoma cell lymphoma 
identifies robust subtypes including one characterized by identifies robust subtypes including one characterized by 

host inflammatory response. S host inflammatory response. S MontiMonti (Blood, 2005)(Blood, 2005)

176 DLBCL (128 avec 176 DLBCL (128 avec donndonnééeses de de suivisuivi cliniqueclinique) ) éétuditudiééss
sursur pucespuces AffymetrixAffymetrix HU 133A+B (HU 133A+B (≈≈33000 33000 ggèènesnes))
Etude en classification non Etude en classification non supervissupervisééee sursur 2000 2000 ggèènesnes
sséélectionnlectionnééss sursur des des critcritèèresres de de variabilitvariabilitéé et de et de 
reproductibilitreproductibilitéé
DDééterminationtermination de clusters consensus par 3 de clusters consensus par 3 mmééthodesthodes
diffdifféérentesrentes ((hihiéérarchiquerarchique, self organizing maps et model , self organizing maps et model 
based) et based) et rrééééchantillonnagechantillonnage
MiseMise en en éévidencevidence de 3 clusters de de 3 clusters de ggèènesnes

MMéétabolismetabolisme phosphophospho--oxydatifoxydatif
BCR/BCR/prolifproliféérationration
Host responseHost response
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Les 3 clusters nLes 3 clusters n’’ont pas de valeur ont pas de valeur 
pronostique en surviepronostique en survie

Profils gProfils gééniques et pronostic des LDGCB. JP JAIS. Fac Mniques et pronostic des LDGCB. JP JAIS. Fac Méédecine decine 
11èère Journre Journéée e ‘‘Biologie SystBiologie Systéémique. mique. UnivUniv Paris 5. Mai 2006Paris 5. Mai 2006

Signature GCB/ABCSignature GCB/ABC
Affectation suivant la mAffectation suivant la mééthode de Wright (23 gthode de Wright (23 gèènes sur nes sur 
27 utilis27 utiliséés en s en lymphochiplymphochip))
Pas de corrPas de corréélation lation 
avec la classification de Montiavec la classification de Monti

Pronostique en surviePronostique en survie
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Confirmation of the molecular classification of diffuse large Confirmation of the molecular classification of diffuse large 
BB--cell lymphoma by cell lymphoma by immunohistochemistryimmunohistochemistry

using a tissue using a tissue microarraymicroarray. C. P. Hans (Blood, 2004). C. P. Hans (Blood, 2004)

Analyse de 152 patients  dont 142 proviennent de la Analyse de 152 patients  dont 142 proviennent de la 
sséérie de rie de RosenwaldRosenwald
Classification en GC et non GC Classification en GC et non GC àà partir de 2 gpartir de 2 gèènes nes 
«« GCBGCB »» (CD 10 et BCL6) et 1 g(CD 10 et BCL6) et 1 gèène ne «« ABCABC »» (MUM1 ou (MUM1 ou 
IRF4) en IRF4) en immunohistochimieimmunohistochimie
Utilisation Utilisation 
dd’’un arbre de dun arbre de déécisioncision
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Environ 80% dEnviron 80% d’é’échantillons bien classchantillons bien classéés s 
par rapport au classement en expression par rapport au classement en expression 
ARNARN
Valeur pronostique retrouvValeur pronostique retrouvééee
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Analyses des jeux dAnalyses des jeux d’’AlizadehAlizadeh et et 
RosenwaldRosenwald

Neural network Neural network analysisanalysis of of lymphomalymphoma microarraymicroarray data: data: prognosisprognosis
and and diagnosisdiagnosis nearnear--perfectperfect (O'Neill BMC (O'Neill BMC bioinformaticsbioinformatics 2003)2003)
Fuzzy Neural Network Applied to Gene Expression Profiling for Fuzzy Neural Network Applied to Gene Expression Profiling for 
Predicting the Prognosis of Diffuse Large BPredicting the Prognosis of Diffuse Large B--cell Lymphoma( T Ando, cell Lymphoma( T Ando, 
Jpn. J. Cancer Jpn. J. Cancer ResRes. 2002). 2002)
Dimension reduction methods for Dimension reduction methods for microarraysmicroarrays with application to with application to 
censored survival data (Li X, Bioinformatics 2004)censored survival data (Li X, Bioinformatics 2004)
Survival prediction of diffuse largeSurvival prediction of diffuse large--BB--cell lymphoma based on both cell lymphoma based on both 
clinical and gene expression information (Li X, Bioinformatics 2clinical and gene expression information (Li X, Bioinformatics 2006)006)
Partial Cox Partial Cox regressionregression analysisanalysis for for highhigh--dimensionaldimensional microarraymicroarray
genegene expression data (Li H, expression data (Li H, BioinformaticsBioinformatics 2004)2004)
Penalized Cox regression analysis in the highPenalized Cox regression analysis in the high--dimensional and lowdimensional and low--
sample size settings, with applications to sample size settings, with applications to microarraymicroarray gene gene 
expression data (expression data (GuiGui J, Bioinformatics 2005)J, Bioinformatics 2005)
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Microarray Gene Expression Data with Linked Survival
Phenotypes: Diffuse Large-B-Cell Lymphoma Revisited

Mark R. Segal (technical report 2005)

Comparaison des performances des diffComparaison des performances des difféérentes rentes 
mmééthodes par des thodes par des «« time time dependentdependent ROCROC--
CURVESCURVES »»
Performances relativement modestes quelque Performances relativement modestes quelque 
soit la msoit la mééthodethode
LLééger avantage au mger avantage au mééthodes de type LASSO thodes de type LASSO 
(p(péénalisation sur la somme des valeurs nalisation sur la somme des valeurs 
absolues des coefficients de rabsolues des coefficients de réégression, effet de gression, effet de 
selectionselection «« automatiqueautomatique »» et de et de shrinkageshrinkage))
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Que deviennent ces signatures Que deviennent ces signatures 
avec lavec l’’introduction du introduction du rituximabrituximab ??
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p=0.00001

51% rituximab + CHOP

29%   CHOP

(Coiffier et al. N Engl J Med, 2002, 346: 235)
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Valeur pronostique du PetValeur pronostique du Pet--scan en scan en 
cours de chimiothcours de chimiothéérapie rapie 

•« test in vivo » de chimiosensibilité

C Haioun [18F]fluoro-2-deoxy-D-glucose positron emission tomography
(FDG-PET) in aggressive lymphoma: an early prognostic tool for predicting
patient outcome (Blood 2005)
,
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ConclusionsConclusions
Pas de mPas de mééthode goldthode gold--standard pour ces standard pour ces éétudes tudes 
pronostiques,pronostiques,
NNéécessitcessitéé

de tenir compte de la nature censurde tenir compte de la nature censuréée des donne des donnéées,es,
dd’’une validation sur des jeux de donnune validation sur des jeux de donnéées externes,es externes,
dd’’utiliser des critutiliser des critèères informationnels (ROC, res informationnels (ROC, 
analogues Ranalogues R2),),
de prendre en compte des facteurs pronostiques de prendre en compte des facteurs pronostiques 
cliniques existants,cliniques existants,
de dde déévelopper des rvelopper des rééfféérences standard pour rences standard pour 
comparer les jeux de donncomparer les jeux de donnéées entre eux.es entre eux.
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