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INTRODUCTION 
 

Le terme de lymphomes B diffus à grandes cellules (LBDGC) a été introduit en 1995 dans la 
classification de REAL(1) (Revised European American Lymphoma classification) et 
conservé ensuite dans la classification OMS (Organisation Mondiale de la Santé) 2008(2). 
Ces hémopathies appartiennent aux Lymphomes Non Hodgkinien (LNH). L‟étiologie des 
LBDGC n‟est pas connue, ils surviennent habituellement « de novo » (primaire) ou dans le 
cadre d‟une transformation (secondaire) d‟un lymphome B indolent, de type LLC (Leucémie 
Lymphoïde Chronique ou lymphome lymphocytique), lymphome folliculaire, lymphome 
lympho-plasmocytaire ou lymphome de la zone marginale. 

 

I. LYMPHOMES B DIFFUS À GRANDES CELLULES.  
 

1. Clinique.  
 

Le LBDGC NOS (Not Otherwise Specified) représente le LNH le plus fréquent chez l‟adulte 
dans les populations occidentales avec une prévalence de 25 à 30% parmi les LNH(2) (3). 

Il s‟agit de lymphomes agressifs dont l‟âge moyen de survenue est de 70 ans mais il touche 
également les enfants et les jeunes adultes. On note une prédominance masculine à 
l‟exception du lymphome à grandes cellules B du médiastin. 

Les patients présentent habituellement une masse tumorale ganglionnaire de croissance 
rapide, la localisation étant extra ganglionnaire dans 40% des cas (avec une atteinte 
préférentielle du tractus gastro-intestinal et cutanée mais toute les localisations sont 
possibles). 

Les signes généraux sont communs aux LNH de type B, correspondant aux    

« Symptômes B » ou « symptômes systémiques » :  

- Fièvre inexpliquée pendant plusieurs semaines.   

  - Sueurs nocturnes        

 - Perte de poids inexpliquée         

Enfin il peut s‟y associer des symptômes liés à la localisation :  

- Thoracique : Toux, essoufflement  

- Abdominale : Douleurs, nausées, vomissements, diarrhées, saignements +/- 
anémie, perte d‟appétit. 

- Cérébrale : Céphalées, épilepsie, troubles du comportement. 

- Moelle hématopoïétique : Cytopénie, infections, saignements. 

- Cutanés : Plaques rouges, squames.   



17 

 

2. Morphologie. 
 

Le LBDGC NOS est caractérisé par une prolifération diffuse de cellules lymphoïdes de 
grandes tailles au sein d‟un ganglion dont l‟architecture est effacée totalement ou parfois 
partiellement. Elle s‟accompagne parfois d‟un stroma scléreux. La nécrose est fréquente.  

Trois variantes histologiques majeures(4) et quelques variantes plus rares sont 
classiquement décrites. (Figure 1) Cependant la distinction entre ces formes n‟est pas 
toujours reproductible. 

Variantes majeures :   

- La forme centroblastique est la plus fréquente, se définissant par une population 
lymphomateuse à majorité de centroblastes, cellules de taille moyenne à grande, 
arrondies, à noyau vésiculeux présentant 2 à 4 nucléoles. Le cytoplasme est de faible 
abondance basophile ou amphophile.  La tumeur peut être monomorphique 
(composée de plus de 90 % de centroblastes) ou le plus souvent polymorphique 
(moins de 90 % de centroblastes mêlés à des immunoblastes). Rarement, les 
cellules présentent des noyaux multilobés pouvant rendre le diagnostic difficile 
notamment dans les formes extra ganglionnaires (osseuses ou médiastinales). 

    

- La forme immunoblastique est définie par la présence de plus de 90 % 
d‟immunoblastes lymphomateux, cellules de grande taille présentant un noyau 
volumineux avec un nucléole central bien visible. Le cytoplasme est plus abondant et 
basophile. La distinction avec un plasmocytome peut être difficile.  

 

- La forme anaplasique(5) est constituée de cellules lymphomateuses de grandes 
tailles arrondies ou polygonales présentant un pléomorphisme important, avec des 
formes multinuclées ou multilobées pouvant rappeler les cellules de Reed-Sternberg.  

Variantes plus rares : 

 

- Formes à cellules en bagues à chatons, micro villeuse, myxoïde, à pseudo-rosettes, 
à cellules fusiformes, à cellules claires. 

 

          

 

Figure 1. Trois variantes principales de LBDGC (HES x 40) : A. Variante 
immunoblastique ; B. Variante centroblastique ; C. Variante anaplasique.  
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3. Immunohistochimie 
 

Le diagnostic histopathologique est confirmé par l‟étude immunohistochimique. Les cellules 
lymphomateuses expriment les antigènes des lymphocytes B: CD 19 (Cluster de 
Différenciation), CD 20, CD22, CD79a, PAX5 (Pair Box protein 5) ainsi que les 
immunoglobulines de surfaces IgM, IgG, et plus rarement IgA(2). 

Une expression de CD 10 est retrouvée dans 40% des cas, CD5 dans 10% des cas. 

BCL 6 (B-cell lymphoma 6 protein) est exprimé dans 60 à 90% des cas, BCL2 (B-cell 
lymphoma 2 protein) dans 50%. 

IRF4/Mum1 (Multiple Myeloma oncogen 1) dans 35 à 65% des cas. 

 

De nouveaux anticorps ont été utilisés ces dernières années, permettant de mieux classer 
ces lymphomes ou à visée pronostique :  

MYC (rabbit monoclonal antibody Y69). 

FOXP1 (Forkhead box protein P1) 

GCET1 (germinal center B cell-expressed transcript-1)  

LM02 (LIM domain only 2) 

BCL10 (B-cell lymphoma 10 protein) 

CXCR2 (C-X-C motif receptor 2) 

PD-1 (programmed death 1) 

Nous décrirons l‟intérêt de ces différents anticorps dans les chapitres suivants.  

 

4. Facteurs pronostiques.  
 

Le LBDGC est un lymphome agressif qui présente une issue fatale lorsqu‟il n‟est pas traité 
avec une mortalité proche de 100% à 2 ans. 

En 1975, l‟arrivée de la chimiothérapie CHOP (Cyclophosphamide, Doxorubicin, Vincristine, 
et Prednisone) a permis d‟offrir une survie sans récidive prolongée dans 40 à 50% des cas. 

A la fin des années 90, l‟emploi du Rituximab en association (R-CHOP) a permis 
d‟augmenter encore la survie sans récidive de 20%(6) (7) (8).    

 

i. Clinique 

 

Le score IPI(9) (International Prognostic Index) (tableau 3 et figure 2) est actuellement l‟un 
des facteurs pronostiques les plus puissants. Il permet de classer les patients selon 4 
classes :  
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Risque faible, intermédiaire faible, intermédiaire élevé et élevé de pronostique défavorable. 

Il dépend de plusieurs facteurs : le taux de lactate déshydrogénase (LDH), l‟âge, le 
Performans Status (PS) (tableau 1), le stade d„Ann Arbor(9) (tableau 2), et le nombre de 
sites extra-nodaux atteints. Pour certains lymphomes et notamment les LBDGC, la 
problématique du traitement par R-CHOP (rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, 
vincristine, et prednisone) a conduit à réaliser un score plus adapté intitulé R-IPI(10) (revised 
International Prognostic Index) qui individualise seulement 3 niveaux de risque : Très 
favorable, favorable et pauvre (tableau 3 et figure 2). 

 

 

 

 

 

 

Score Activité 

0 Capable d'une activité identique à celle précédent la maladie, sans aucune 
restriction 

1 Activité physique diminuée mais ambulatoire et capable de mener un travail 

2 Ambulatoire et capable de prendre soin de soi, incapable de travailler. Alité 
moins de 50 % de son temps 

3 Capable de seulement quelques soins personnels. Alité ou en chaise plus 
de 50 % du temps 

4 Incapable de prendre soin de lui-même, alité ou en chaise en permanence 

Stade I Atteinte d'une seule aire ganglionnaire. 

IE : Atteinte localisée d'un seul territoire extra ganglionnaire. 

Stade II 

 

Atteinte de deux ou plusieurs aires ganglionnaires du même côté du 
diaphragme. 

IIE : Atteinte Extra ganglionnaire unique avec une ou plusieurs aires 
ganglionnaires du même côté du diaphragme. 

Stade III 

 

Atteinte ganglionnaire des deux côtés du diaphragme. 

IIIS : Avec atteinte splénique. 

IIIE : Avec atteinte extra ganglionnaire localisée. 

Stade IV 

 

Atteinte viscérale (foie, poumon, moelle, os) avec au moins une atteinte 
ganglionnaire, ou atteinte médullaire. 

Tableau 1. Performans status (PS) 

Tableau 2. Classification d‟Ann Arbor 
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ii.   Morphologie et microenvironnement 

 

Index général Paramètres 

1 Age > 60 ans 

1 PS 2-4 

1 Stade Ann Arbor III-IV   

1 LDH élevées  

1 Plus d‟un site extra ganglionnaire atteint  

Nombre de 
facteurs de risques 

Groupe de risque  

Score traditionnel 
(IPI) 

Nombre de facteurs 
de risques 

Groupe de risque score 
modifié (R-IPI) 

0-1 Faible  0 Très favorable 

2 Intermédiaire faible 1, 2 Favorable 

3 Intermédiaire élevé  

4-5 Elevé 3, 4, 5 Pauvre 

Tableau 3. Scores IPI et R-IPI 

Figure 2. Courbes de survies des patients atteints d‟un LBDGC de novo en fonction 
des scores IPI et R-IPI(10). 
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Certaines études ont montré que le sous-type centrobastique semble de meilleur pronostic 
que la variante immunoblastique(11), cependant les critères de distinction entre les deux 
entités sont sujets à une grande variabilité inter-observateur et d‟autres études n‟ont pas 
permis de reproduire ces résultats. 

Le micro environnement c'est-à-dire la population cellulaire accompagnant la prolifération 
tumorale semble avoir un impact pronostique. Le faible pourcentage de lymphocytes T CD8+ 
(<6%) et la présence de plus de 15% de lymphocytes T cytotoxiques granzyme B positifs 
sont corrélés à des lymphomes plus agressifs(12). 

 

ii. Cytogénétique 

a. Proto-oncogènes  

L‟étude des oncogènes C-MYC, BCL2 et BCL6 a été réalisée par de nombreuses 
équipes(13). La translocation du gène C-MYC constitue un facteur de mauvais pronostic 
admis. Cependant une étude récente sur 51 cas de lymphomes B diffus réarrangés pour 
MYC a démontré que ce réarrangement était de mauvais pronostic uniquement avec le gène 
de la chaine lourde des immunoglobulines comme partenaire(14). 

L‟impact des translocations BCL2 et BCL6 reste discuté. 

Certains lymphomes, appelés lymphomes « double hit » ou « triple hit » présentent une 
translocation double ou triple impliquant les gènes MYC BCL2 et BCL6. Ces lymphomes 
présentent un comportement plus agressif que les autres LBDGC (figure 3).    
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b. Sous-classification moléculaire des LBDGC. 

Grâce aux récents progrès des études du profil d„expression génique, 3 sous-groupes ont 
été décrits parmi les LBDGC(15) : le premier constitue le groupe GC (Germinal Center) (45-
50%) provenant de cellules du centre germinatif, le deuxième nommé ABC (Activated B Cell) 
et un troisième, correspondant à des profils non semblables aux deux premiers. 

Le type ABC et les types 3 sont regroupés sous le terme « non-GC ». 

Figure 3. Courbes de survie en fonction des translocations des gènes 
Myc/BCL2/BCL6 (13) 
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La morphologie de ces sous-groupes est identique malgré la présence d„anomalies 
cytogénétiques différentes.  

La translocation BCL2 (14,18), l‟amplification de c-rel (proto-oncogène jouant dans la 
prolifération cellulaire via la voie NF kappa B) et les gains chromosomiques 1q, 2p, 7q, 
12q12 sont plus fréquents dans le sous-type GC alors que la translocation BCL6 et les gains 
chromosomiques de 3q, 18q21 et les pertes chromosomiques de 6q21 sont fréquemment 
individualisés dans le sous-type non-GC.  

Le sous-type GC est de meilleur pronostic que le sous-type non GC et ce indépendamment 
du score IPI (figure 4).  

 

 

    

 

Cependant certaines études ont montré qu‟à l‟intérieur de chaque sous-groupe il existait une 
hétérogénéité de survie des patients. Celle-ci est fortement corrélée à la mise en évidence 
d‟autres profils moléculaires (Figure 5), ainsi Rosenwald et al. utilisent l‟association de 4 
signatures génétiques et de BMP6 (Bone Morphogenetic Proteins)  (16) : GCB (pronostic 
favorable), MHC (major histocompatibility complex) class II (favorable), lymph node 
(favorable), prolifération (défavorable) et BMP6 (défavorable). 

 

 

 

 

          

 

Figure 4. Profil génétique des 3 sous-groupes et courbes de survies. (16) 

Figure 5. Analyse de survie des 3 sous-groupes, stratification par quartile selon les 
4 signatures génétiques et BMP6(16). 
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c. Délétion de CDKN2A (cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A) 

CDKN2A est un gène codant pour deux protéines(17) p16 et p14 de type « suppresseur de 
tumeur ». 

En 2010 Fabrice Jardin et al. ont réalisé une étude en PCR assay des gènes P53, CDKN2A, 
CDKN1B, BCL2, MYC, REL, et RB1(18). 

La délétion de CDKN2A (retrouvée dans 35 % des cas) apparaît comme un facteur péjoratif 
avec une survie diminuée dans le groupe de patients présentant cette altération. 

 

d. Perte de P53 :  

P53 est une protéine liée à la régulation du cycle cellulaire ayant un rôle dans l‟apoptose et 
la réparation des anomalies de l‟ADN lors de la mitose.  

L‟étude de F.Jardin et al. souligne également la délétion de p53 comme un facteur péjoratif 
dans les LBDGC mais apparait en proportion plus faible (8% des patients). 

 

iii. Immunohistochimie 

a. Algorithmes  

La subdivision des LBDGC en 2 sous-types GC et non GC a conduit à la recherche 
d‟algorithmes utilisant des anticorps en immunohistochimie permettant de se rapprocher de 
l‟analyse en biologie moléculaire.  

L‟algorithme de Hans est le plus fréquemment utilisé(19), il repose sur l‟expression protéique 
de CD10, BCL6 et MUM1au sein des cellules lymphomateuses. 

Différentes études plus récentes ont permis de développer de nouveaux algorithmes plus ou 
moins concordants avec le profilage génétique. Ils reposent sur de nouveaux marqueurs tels 
que FOXP1, GCET1 et LM02. 

Les plus remarquables sont les algorithmes de Choi(20) et de Tally(21), ce dernier 
présentant le taux de concordance avec le profil moléculaire le plus élevé dans plusieurs 
études (93%) (Figure 6 et tableau 4).   
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  Figure 6. 6 exemples d‟algorithmes testés lors de l‟étude de Meyer et al(21) 
permettant de classer en immunohistochimie les LBDGC en sous-type GC et sous 

type non-GC. 
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b. BCL2 

 

L‟expression immunohistochimique de BCL2 est un facteur de mauvais pronostic qui semble 
corrélé à une mauvaise réponse à la chimiothérapie, en particulier lors d‟une co-expression 
de BCL2 et Myc(22) (23)-(24).  . 

    

c. CD5 

 

L‟expression de CD5 est un facteur de mauvais pronostic corrélé avec un IPI élevé et un 
stade avancé de la maladie(25).  

 

d. MYC 

 

Une expression élevée de la protéine MYC (cut off estimé à 40% des cellules 
lymphomateuses) est corrélée avec un mauvais pronostic indépendamment du fait du 
réarrangement du locus MYC. En 2015 une étude a montré qu‟un algorithme MA (MYC 
aberrations) basé uniquement sur l‟expression de MYC en utilisant l‟immunohistochimie et la 
FISH donnait des résultats supérieurs aux autres algorithmes(26)-(27). (Figure 7) 

 

Tableau 4. Taux de concordance des algorithmes avec la biologie moléculaire dans cette même étude (21). 
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e. Ki67  

Un indice de prolifération élevé (>70%) est associé à un pronostic défavorable et a une 
mortalité précoce(28). 

 

f. Cycline-D2 

Cycline D2 est associée aux lymphomes CD5+ et représente donc un facteur de mauvais 
pronostic(29).  

 

g. EBV 

L‟infection par EBV (Epstein-Barr virus) se retrouve dans environ 10% des cas chez les 
patients âgés immunocompétents, ils représentent aujourd‟hui une catégorie à part(30).  

Chez tous les patients confondus immunocompétents l‟association LBDGC et EBV est plus 
rare (moins de 10% des cas).  

Cependant la plupart des lymphomes de novo survenant chez les patients immunodéprimés 
sont « EBV-positifs ». 

 

Figure 7. Courbe de survie de l‟algorithme : comparaison du type 1 : absence d‟expression de 
MYC en immunohistochimie ou de réarrangement en FISH vs types 2/3 : expression protéique de 

MYC et/ou réarrangement en FISH(25). 
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h. P53 

Une récente étude a montré qu‟une hyper-expression de p53 au sein des cellules 
lymphomateuses était corrélé à une survie plus courte(28).   

 

i. Densité micro vasculaire et CD 34 : 

Une étude récente a permis de corréler la vascularisation au sein de la tumeur au 
pronostic(31). Le comptage de vaisseaux est réalisé par un pathologiste sur une surface 
donnée à fort grossissement au microscope. L‟anticorps anti CD34 permet de marquer les 
cellules endothéliales et ainsi mieux visualiser chaque vaisseau. Les cas dépassant le seuil 
de 42 vaisseaux pour 0,36 mm² sont de plus mauvais pronostic. 

 

j. PD1 :  

PD1 (programme death 1) est une protéine encodée par le gène PDCD1 située sur le 
chromosome 2, il s‟agit d‟une des plus importantes protéines co-inhibitrice de la 
reconnaissance tumorale par les lymphocytes T.  

PD1 et ses ligands PDL-1 et PDL-2 sont fréquemment surexprimés dans de nombreuses 
tumeurs.  

De rares cas de LBDGC NOS présentent une positivité pour PD-L1, ce phénotype est 
uniquement retrouvé dans les sous-types ABC(32). 

Certaines études ont démontré que le taux de PDL-1 plasmatique était corrélé à un pronostic 
péjoratif, de plus les investigateurs mettent en évidence une décroissance du taux 
plasmatique de PDL-1 chez les sujets présentant une rémission complète(32). 

Certains sous types de LBDGC présentent une expression importante de PDL-1 : 
Lymphome B diffus primitif du médiastin, lymphome riche en T et en histiocytes, LBDGC liée 
à l‟EBV, LBDGC lié à HHV8, lymphome plasmablastique, LBDGC primitif testiculaire et 
primitif du système nerveux central.  

Une récente étude japonaise a démontré que l‟expression de PD-L1 était corrélée à un 
pronostic défavorable(33).  
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iv. Micro ARN 

Les Micro ARN (MiARN) sont des ARN courts non codant de 20 à 24 nucléotides qui 
contrôlent l‟expression des gènes au niveau post transcriptionnel. Ce contrôle se fait 
habituellement par des phénomènes d‟inhibition de la traduction de ces MiARN ou de 
dégradation directe des MiARN. Dans de nombreux cancers, ils jouent le rôle d‟oncogènes 
ou au contraire de suppresseurs de tumeurs selon le type de cellules et l‟environnement.  

De nombreuses études ont permis d‟utiliser ces MiARN afin de déterminer les sous-groupes 
de LBDGC GC et ABC(34).  

LBDGC ABC:     

miR-155, miR-21, miR-221, miR-222, miR-146a, miR-363, miR-518a, miR-146b-5p, miR-
500, miR-574-3p, miR-574-5p, miR-144, miR-451, miR-17, miR-19b, miR-20a, miR-29a miR-
92a, miR-106a, miR-720, miR-1260, miR-1280, miR-132, miR-340, miR-301, miR-30d, miR-
442b, miR-190, miR-194, miR-660, miR-213, miR-186. 

 

LBGC GC:  

miR-421a, miR-331, miR-151, miR-28, miR-454-3p, miR-620, miR-616, miR-199b, miR-569, 
miR-653, miR-138, miR-520h, miR-129, miR-181a, miR-590, miR-324. 
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II. LEUCÉMIE LYMPHOÏDE CHRONIQUE.  
 

1. Epidemiologie:  
 

La leucémie lymphoïde chronique B (LLC B ou lymphome lymphocytique) représente la 
leucémie chronique la plus fréquente affectant l‟adulte dans les pays développés, elle 
représente en effet 25% à 30% de toutes les leucémies. L‟incidence aux Etats-Unis est de 
3,5 pour 100 000(35).  

On note une prédominance masculine avec un sex ratio de 2/1, l‟âge médian est de 65 ans 
avec une augmentation dans les dernières décades, 5 à 10% des cas sont découverts avant 
55 ans(36).  

La distinction entre leucémie lymphoïde chronique (LLC) et lymphome lymphocytique (LL) 
repose sur la distribution et la présence de cellules circulantes. Une atteinte extramédullaire 
avec un taux faible de blastes circulants (<5.109 blastes par litres) définissent le LL. (Tableau 
5). 

  

2. Facteurs de risque : 
 

Les facteurs environnementaux semblent avoir un intérêt limité dans les LLC, seul l‟agent 
orange (utilisé par l‟armée américaine pendant la guerre du Vietnam) a été reconnu comme 
associé à un risque accru de développement de la LLC(37).  

Des facteurs génétiques ont en revanche été mis en évidence(38) notamment dans des 
formes dites familiales de LLC, il existe effectivement dans 5 à 10 % des cas des 
prédispositions familiales (présence de loci communs) avec un risque accru de 2 à 7 fois 
plus important de développer une LLC que dans la population générale. Ce sont souvent des 
patients plus jeunes(39) (40). 

 

3. Symptômes:  
 

Asymptomatique dans près de 70% des cas, la LLC est souvent diagnostiquée de manière 
fortuite lors d‟un bilan sanguin de routine. 

Des signes cliniques d‟anémie secondaire sont parfois retrouvés, des infections à répétition 
liées à l‟immunodépression, un purpura thrombopénique.   

En cas d‟atteinte extramédullaire, les patients peuvent présenter des adénopathies ainsi 
qu‟une splénomégalie.  

Dans les cas de LLC survenant chez des patients plus jeunes (avant 55ans), il est observé 
plus fréquemment des signes généraux : asthénie et organomégalie.  

En cas de transformation en lymphome agressif, les symptômes sont similaires aux 
symptômes B classiques des LBDGC de novo. 
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4. Diagnostic.  
 

Le diagnostic de LLC repose sur la présence d‟une lymphocytose mature inexpliquée depuis 
plus de 3 mois. Le seuil de 5.109 /L a été retenu, une atteinte médullaire est présente mais 
l‟analyse histologique de la biopsie ostéomédullaire n‟est pas nécessaire pour retenir le 
diagnostic. En cas de lymphocytose inférieure au seuil, la réalisation du profil 
immunophénotypique peut aider au diagnostic : Score de Matutes >3(41).  

Critères diagnostics de LLC et LL 

 

Leucémie lymphoïde 
chronique (LLC) 

Lymphocytose > 5.109 /L pendant au moins 3 mois. 

 

 

Lymphome 
lymphocytique (LL) 

Prédominance des atteintes extra-médullaires 

Histopathologie : Infiltrat diffus de petits lymphocytes associés à des 
centres de prolifération. 

Immunohistochimie : Cellules B monoclonales de phénotype identique à 
la LLC. 

        

 

 

5. Morphologie et immunohistochimie :  
 

Au sein des ganglions atteints par la LLC, on observe un effacement de l‟architecture 
accompagné d‟un aspect pseudofolliculaire avec des zones claires constituées de centres de 
proliférations contenant des cellules de grandes tailles sur un fond plus sombre constitué de 
petites cellules(42). 

L‟infiltrat lymphomateux est représenté par des petites cellules à chromatine condensée, à 
noyaux arrondis parfois nucléolés, le cytoplasme est peu abondant. 

Au sein des centres de prolifération, les cellules sont de tailles variables, formant un 
« continuum » de cellules petites, moyennes et grandes. On retrouve des prolymphocytes de 
petites et moyennes tailles (légèrement plus gros que les lymphocytes et dont la 
morphologie est proche de ces derniers) tandis que les paraimmunoblastes sont de grandes 
cellules présentant un cytoplasme basophile plus abondant avec des noyaux ovalaires 
nucléolés(43). 

Tableau 5. Critères diagnostics de LLC et LL. 
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Au sein de la moelle osseuse, l‟aspect morphologique à faible grossissement est celui d‟un 
infiltrat nodulaire ou diffus en situation non paratrabéculaire de cellules ayant les mêmes 
caractères morphologiques que précédemment.  

Sur le plan immunohistochimique : Les cellules lymphomateuses expriment les marqueurs 
pan B : CD19, CD20, CD79a, avec cependant une expression faible de CD20. IgM et IgD 
sont également faiblement exprimées. 

Elles sont également CD5 et CD23 positives (44). Absence d‟expression de CD10.  

Cycline D1 est habituellement négative sauf dans certains centres de prolifération au sein 
desquels SOX11 reste négatif.  

L‟indice de prolifération Ki67 est habituellement faible en dehors des centres de 
prolifération(45).  

 

6. Facteurs pronostiques. 
 

a. Cliniques 

Les classifications de Rai(46) et Binet(47) (tableau 6) sont utilisées à la place de la 
classification de Ann Arbor :  

Grade Définition Survie moyenne 
Classification de Rai(46) 
0 
(Risque faible) 

Lymphocytose isolée 11,5 ans 

I 
(Risque intermédiaire) 

Lymphocytose et adénopathies 11 ans 

II 
(Risque intermédiaire) 

Lymphocytose sanguine et 
médullaire avec splénomégalie 
et/ou hépatomégalie 

7,8 ans 

III 
(Haut risque) 

Lymphocytose et anémie 
(Hémoglobine < 11g/dL ou 
hématocrite <33%) 

5,3 ans 

IV 
(Haut risque) 

Lymphocytose et 
thrombocytopénie (<100 000/ 
mm3) 

7 ans 

Classification de Binet(47) 
A Atteinte de moins de 3 aires 

ganglionnaires. 
11,5 ans 

B Atteinte de plus de 3 aires 
ganglionnaires. 

8,6 ans 

C Anémie (<10g/dL) 
Et/ou thrombocytopénie 
(<100 000/ mm3) 

7ans 

 

  
Tableau 6. Classifications de Rai et Binet 
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b. Cytogénétique. 

 

Dans la LLC, les translocations chromosomiques sont rares et aucune mutation oncogénique 
spécifique n‟a été identifiée. Les aberrations caryotypiques couramment diagnostiquées sont 
principalement :  

- La délétion 13q14 (50 % des cas) dont les cibles sont les microARNs miR16-1 et miR15a 
est associée à un bon pronostic(48) (49). 

- La trisomie 12 (environ 15-20 % des cas), son statut pronostique reste controversé(50) 
(51). 

- La délétion 11q22-q23 (environ 18 % des cas), séquence contenant le gène ATM (Ataxia 
Telangiectasia, Mutated), composant de la réponse aux dommages de l‟ADN. Cette délétion 
est associée à une maladie présentant une progression rapide, des adénopathies extensives 
et une mortalité plus élevée. 

- La délétion 17p13 (environ 7 % des cas), région porteuse du gène codant pour p53 
(protéine suppresseur de tumeurs). Cette délétion est corrélée à une résistance à la 
Fludarabine(52). 

Les délétions 17p et 11q sont deux facteurs de mauvais pronostic impactant la survie de 
façon indépendante du stade de la maladie. 

 

c. Biologie moléculaire et phénotype. 

 

L‟étude du statut mutationnel du BCR « B-cell receptor » des Immunoglobulines (Igs) a 
permis de définir deux groupes de LLC de types(53) :  

- Igs mutées (Ig-M) de bon pronostic 

- Igs non mutées (Ig-NM) de pronostic péjoratif avec une médiane de survie 
raccourcie. 

La recherche de l‟expression de la protéine « zeta-chain associated protein kinase » (Zap-
70), protéine de la signalisation du « T-Cell Receptor » (TCR), est corrélée avec l‟absence 
de mutation au niveau du BCR avec cependant une discordance dans environ 20% des 
cas(54). 

L‟expression de l‟ectoenzyme CD38 à la surface des cellules est associée à un mauvais 
pronostic lorsqu‟elle est présente sur plus de 30% des cellules leucémiques(55).  

Les marqueurs sériques LDH, β2-microglobuline, CD23 soluble, thymidine kinase ainsi que 
le temps de doublement des lymphocytes représentent également des marqueurs 
pronostics(2). 
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III. SYNDROME DE RICHTER 
 

La survenue d‟un lymphome agressif peut compliquer l‟évolution de la LLC dans 3 à 10% 
des cas(56), ce phénomène est dénommé Syndrome de Richter (SR). Dans 90% des cas il 
s‟agit d‟un LBDGC(57) (survenant dans 2 à 8 % des cas) et plus rarement le lymphome de 
Hodgkin classique(58) (<1 % des cas). 

Dans le cas des LBDGC du SR, la médiane de survie est de 1an(59) 

 

1. Facteurs prédisposant à une transformation en Richter. 
 

On retrouve dans ces différents facteurs prédisposant la plupart des facteurs de mauvais 
pronostic de la LLC évoqués précédemment(60). 

- Les patients présentant de volumineuses adénopathies multiples ont 10 fois plus de risques 
de développer un SR.    

- Adénopathie supérieure à 3cm. 

- Mutation de NOTCH1. (Risque accru de développer un SR : 45% contre 4% chez les sujets 
non porteurs de la mutation) 

- Réarrangement de IGHV4-39 (immunoglobuline heavy chain variable gene) 

- Expression de CD38 >30%(61).  

- Phénotype BCR stéréotypé appartenant au sous ensemble 8 (80% de risques à 10 ans de 
développer un RS). 

- Longueur des télomères inférieure à 5000 paires de bases.  

- Score de RAI III-IV 

- Absence de délétion 13q14. 

- Activation de c-myc. 

- Expression de ZAP 70. 

- Infection à EBV : Pas de preuve formelle de la relation de causalité entre l‟infection et le 
développement de la maladie, l‟infection est plus fréquente dans les transformations en 
Hodgkin.  

Actuellement, il n‟y a pas de preuve formelle de l‟impact du traitement par purine seule ou 
associée au rituximab ou cyclophosphamide dans la transformation en Richter(62).  
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2.  Histologie :  
 
La suspicion clinique de Syndrome de Richter est confirmée par l‟examen histopathologique. 
Le tissu ganglionnaire ou extra ganglionnaire est infiltré par une prolifération lymphomateuse 
à grandes cellules de phénotype B similaire à celle des LBDGC de novo avec un fond de 
LLC surajouté. Le diagnostic peut être difficile en cas de matériel insuffisant entre une 
véritable transformation et un centre de prolifération. (Figure 10)  
En immunohistochimie, 80% des Richters présentent un phénotype non GC(63). 
 

 
   Figure 10. (HES x 40) A. LLC dans un ganglion ; B. Centre de prolifération ; C. variant 

LBDGC du syndrome de Richter  
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3.  Facteurs pronostiques dans le syndrome de Richter 
 

a. Le score Richter :  

En 2006, une des plus grandes études(64) réalisées sur le syndrome de Richter a permis 
d‟établir un score pronostique dépendant de 5 facteurs (figure 8) : 

- Performans status > 1 

- LDH élevées (> 1.5 fois la normale) 

- Plaquettes < 100 × 109/L 

- Taille de la tumeur > 5 cm 

- Nombre de cures de chimiothérapie > 1 

Chacun de ces items valent un point, les patients sont ensuite répartis selon leurs facteurs 
de risques :  
 - Faible : score 0-1 
 - Faible-intermédiaire : score 2 
 - Elevé-intermédiaire : score 3 
 - Elevé : score 4-5 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 8. Analyse de survie en fonction du score de 
Richter (64). 
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b. La relation clonale entre LLC et lymphome secondaire : 
 

Le facteur de risque le plus important semble être la relation de clonalité du gène IGHV 
entre le LBDGC transformé et la LLC sous-jacente. En effet les LBDGC qui n‟ont pas de 
lien de clonalité avec la LLC présentent une médiane de survie similaire au LBDGC de 
novo (62 mois) tandis que les LBDGC présentant une clonalité commune avec la LLC ont 
un pronostic défavorable avec une médiane de survie de 8 à 14 mois(65).  Ainsi deux 
théories de développement de Richter sont décrites (figure 9) : De façon linéaire à partir 
de la LLC ou directement d‟un précurseur commun.  

 
 
 
 

c. Mutation de CMYC :  
 

Retrouvée dans 40% des cas de Richter reliés de façon clonale avec la LLC    
 
 

d. Mutation P53 : 
 

 Alors que la mutation de P53 ne semble pas être un facteur prédictif de transformation en 
Richter au moment du diagnostic de LLC, elle représente un facteur péjoratif au sein des 
patients présentant un SR. 
En effet dans la même étude Rossi et al. mettent en évidence une différence de survie de 17 
mois entre les patients mutés et non mutés(65). 
Ils établissent ainsi un score pronostique dépendant de la réponse au traitement en fonction 
du performans status et de l‟acquisition de mutation p53.  
 

Figure 9. Modes d‟évolution du RS : linéaire et à partir du précurseur commun. 
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OBJECTIFS DE L’ETUDE :  
 
 
 
L‟objectif de ce travail était d‟évaluer différents biomarqueurs histologiques, 
immunohistochimiques et en FISH afin d‟estimer leur éventuel impact pronostique dans les 
variants LBDGC des syndromes de Richter en comparaison avec un groupe contrôle de 
LBDGC de novo pour lequel ces facteurs étaient reconnus.  
 
26 patients atteints de SR de type DLBCL diagnostiqué au CHRU de Nancy ont été inclus 
ainsi qu‟un groupe contrôle comportant 46 patients diagnostiqués pour un LBDGC de novo.    
 
Nous nous sommes intéressés à de nombreux marqueurs :  
 
Histopathologiques : 
 - Variantes histologiques 
 - Nécrose tumorale 
 
Immunohistochimiques : 
 
- Sous type GC et non GC selon l‟algorithme de Hans 
- Cellules du microenvironnement : Taux de polymorphonucléaires (PMN) (CD15), taux de 
macrophages (CD68 KP1), taux de lymphocytes CD8+ 
- Densité micro-vasculaire (CD34) 
- Expression de PD-L1 par les cellules tumorales 
- Marqueurs immunohistochimiques de prolifération : Ki67, MCM6.  
- Expression de Myc et P53. 
 
Moléculaire :  
 
- Réarrangements MYC, BCL2 et BCL6 en FISH 
- Recherche du transcrit EBV au sein des cellules lymphomateuses avec la sonde EBER en 
SISH. 
- Etude de la relation clonale par PCR. 
 
Dans l‟article nous nous sommes focalisés sur les marqueurs micro-environnementaux : 
Taux de lymphocytes CD8+, taux de macrophages associés à la tumeur (MAT), densité 
micro-vasculaire, taux de PMN et sur l‟expression de PD-L1 et P53 par les cellules 
lymphomateuses. 
 
Les résultats concernant les autres variables sont discutés succinctement dans la conclusion 
après l‟article.    
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Abstract  

 
Introduction: Richter syndrome (RS) represents the development of an aggressive lymphoma, most 

commonly a diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL variant of RS) after a chronic lymphocytic 

leukemia(CLL). To date, only few prognostic markers have been described in RS, and little is known 

about the specificities of RS, comparing to de novo DLCBL. The aim of this study was to evaluate the 

prognostic value of several markers in a series of RS, in comparison with de novo DLBCL, focusing 

on tumor micro-environment and immune response. 

Patients and method: We retrospectively analyzed samples from 26 patients with newly diagnosed RS 

and 46 patients with de novo DLBCL and investigated different clinico-pathological variables 

especially micro-environment (necrosis, microvessel density, lymphocytes count, tumor associated 

macrophages (TAM) count, polymorphonuclear neutrophils count) and some immunohistochemical 

(PD-L1, CD5, MCM6, Myc, P53) or in situ hybridization (BCL2, BCL6) markers, basing on a tissue 

micro-array assay. 

Results: A lack of PD-L1 expression (DLBCL variant of RS: p = 0.018; de novo DLBCL: p=0.014; 

logrank)  and a high number of CD8 positive lymphocytes (DLBCL variant of RS:  p =0.049; de novo 

DLBCL: p=0.026; logrank) were significantly correlated with a better overall survival(OS). 

Additionally, in RS the use of Rituximab during CLL was a significant prognostic marker (p=0.028; 

logrank). In de novo DLBCL, but not in RS, a high number of TAM (CD68+) was associated with a 

better OS (p=0.028; logrank). 

Conclusion: The study of micro-environment in RS showed that a low expression of PD-L1and a high 

number of CD8+ lymphocytes are markers of better prognosis. Further studies are needed to determine 

whether these markers could be able to predict the efficiency of immunotherapy. 
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Introduction 

 

Richter syndrome (RS) is the transformation of a chronic lymphocytic leukemia (CLL) or lymphocytic 

lymphoma in an aggressive lymphoma1. In most of case patients with RS develop large B cell 

lymphoma non other specified (called the DLBCL variant of RS)2. This transformation occurs in 2 to 

7% of cases2. 

The confirmation of transformation is based on pathology analysis. It’s clinically suspected as the 

patient develops rapid deterioration and rapid growth of lymph nodes.  

Some studies have shown several risk factor for the development of RS such as: molecular 

characteristics of leukemia clone3, BCR (B cell receptor) mutation, ZAP 70 expression, light chain 

immunoglobulin rearrangement, Myc activation or CD38 expression4. 

Evolution is in most of cases rapidly unfavorable with about 1 year5 median survival, but recent 

studies have shown disparities between patients. Nevertheless, prognostic biomarkers for patients with 

RS are missing. 

A clinic-biological score : RS score (based on Lactate deshydrogenase (LDH), platelet count, 

Performans Status (PS), Tumor size, number of prior cure in CLL) was developed, allowing to 

discriminate patients in 4 groups from low to high risk5. In addition to the RS score clinic-biological 

factors, overall survival (OS)  post transformation may also be predicted by the p53 status6.   

The clonal relationship of IgVH gene between DLBCL and CLL might also be an important factor67 

but it is not used in current practice.  

Moreover, the molecular pathogenesis of transformed CLL differs from those of de novo DLBCL8. 

The role of the stromal cells in tumors, namely the micro-environment was shown to be particularly 

important, especially in lymphomas. The balance between pro and anti-tumoral factors produced by T-

cell and monocytes regulates the growth of tumor. Different studies have shown the prognostic value 

of absolute monocytes count9, lymphocytes count10 and their absolute ratio in de novo DLBCL. 

Furthermore, Programmed death ligand 1 (PD-L1) is a recent marker that regulates the cellular 

immune response and serves as a targetable immune checkpoint molecule in tumor11. To our 

knowledge, the prognostic value of the micro-environment and PD-L1 has not 
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yet been studied in DLBCL variant of RS tissue samples.     

In this study, using a well annotated cohort of patients with treatment information and follow up we 

sought to investigate the clinical and pathological features of DLBCL variant of RS cases. We analyze 

the composition of stromal immune cells in micro environment and the level of expression of PD-L1 

in tumor cells. A series of de novo DLBCL was used as control group.     

 

 

Methods 

It is a retrospective and comparative study between a group of patients with DLBCL variant of RS and 

a control group of de novo DLBCL. 

 

Patients selection 

Tissue samples from 26 patients diagnosed with DLBCL variant of RS between 2002 and 2015 in 

Nancy University Hospital (CHU) were retrospectively retrieved from the archived of the department 

of pathology. The number of patients with de novo DLBCL to include was calculated at 50 for 2/1 

ratio (Student for linear factor, alpha 5% and Chi2 for binary factor, alpha 5%). 4 cases were excluded 

because of inadequate/insufficient materials. All clinical and biological data were collected in patients’ 

records from the Department of Hematology of the Nancy University Hospital. Richter score was 

calculated according to Tsimberidou and al5. We also related the details of treatment given for both 

groups, including the use of rituximab. For DLBCL variant of RS group, we also registered the prior 

therapeutic used during the CLL phase. 

 

Pathology and TMA analyses: 

All the histologic initial diagnostic of DLBCL variant RS and de novo DLBCL were confirmed by two 

pathologists experienced in hematopathology, in double blind on archival HES stained slides 

according to the 2008 WHO classification12.  
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We included formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) sample of biopsies and surgical resection for 

all patients.  For the purpose of the study, the samples were prepared with tissue micro-array (TMA).  

At first we characterized histological sub-type (immunoblastic variant, centroblastic variant, anaplastic 

variant and mixt subtype). 

 

 

Immunohistochemical analysis: 

TMA specimens were cut into 5µm sections and mounted on glass slides. Immunohistochemical 

staining was performed by means of an automated staining system according to standard protocols 

(autostainer Homnis DAKO). 

Processed slides were analyzed by two pathologists, blinded to patient outcomes.  

Differences in scoring were adjudicated. 

To analyzed the cellular composition of micro-environment as well as the micro-vessel density, we 

used the following antibodies (antibody clones and dilutions are listed in table 1): polymorphonuclear 

neutrophils (PMN) (CD15), microvessel density (CD34), Tumor associated macrophages (TAM) 

(CD68) and CD8-positives lymphocytes (CD8). 

In addition, the following antibodies were already used during the diagnostic process as CD3, CD5, 

CD20 CD79a, BCl2 BCL6 Mum1, CD10, Ki67. 

The cases were  sub-classified as GC and non-GC phenotypes using the Hans algorithm13 14 15.  

We also analyzed PD-L1 and P53. (P53 was interpreted as positive if 30% or more of the tumors cells 

were stained). 

For PDL-1 evaluation, we measured the percentage of tumor stained cells as well as the staining 

intensity scored as follow: 0: no signal, 1: weak signal, 2: moderate signal, 3: strong signal. A cut-off 

of 5 % of stained tumor cells was required as well as a staining of 2 or 3 intensity16.  

For CD15, CD68 and CD8, stained cells count was performed on 1 mm², for CD34, 0.36mm². 
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Molecular biology 

PCR analysis was made to analyze clonal relationship between CLL and RS using the Biomed 2 

protocol17.   

 

 

Statistical analysis   

The date of RS diagnosis and de novo DLBCL diagnosis was defined as the date of the diagnostic 

biopsy. Overall survival was measured from this date to date of death. Survival analysis were done 

using the Kaplan-Meier method and the logrank test. Univariate and multivariate survival analyses 

were performed using the Cox regression model. 

χ2 test was used to analyze categorical variables. Correlation test were done using Mann and Whitney 

test and Rho of Spearmann.  

All statistical tests were 2-sided and probability values <0.05 were regarded as significant.    

The analysis was performed using IBM SPSS and XLstats softwares. 

 

 

Results  

A total of 72 patients were included in this study: 26 DLBCL variant RS and 46 de novo DLBCL.  

 

Clinical features of DLBCL variant RS and de novo DLBCL 

Clinical data are reported in Table 2.  

In DLBCL variant of RS group, 3 patients were females (11.5%), 23 were males (88. 5%). 

The median age at diagnosis was 65 years (range 55-89 years) and 81 % were 60 years or over at 

diagnosis. Median delay between CLL and RS was 7 years (range 0 years, when CLL was discovered 
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at Richter diagnostic, to 15 years). Lymphoma was nodal in 85% of cases and extra-nodal in 15%. 

Median OS from the time of RS diagnostic was 9 months with a mean at 25 months. Median number 

of chemotherapy for CLL was 1.8. Thirteen patients were treated with Fludarabine/Endoxan, 9 with 

chloraminophen, 4 with CHOP, 2 with BENDA, 3 with Campath, 1 with ABVD. Seven patients 

received Rituximab for the treatment of CLL. After the transformation in high grade lymphoma, 14 

patients received rituximab, 11 patients received R-CHOP therapies and 2 patients received no 

chemotherapy. Five patients received 1 line of treatment, 9 patients 2 lines, 2 patients 3 lines, 2 

patients 4 lines.  

In de novo DLBCL group, 18 patients were females (39%), 28 (61%) were males. The median 

age at diagnosis was 69 years (range 26-92 years) and 69.5 % were 60 years or over at diagnosis. 

Lymphoma was nodal in 50% of cases, significantly lower than in RS (p=0.004). 42 patients received 

rituximab (91%), 34 patients (74%) received R-CHOP therapies and 2 patients received no 

chemotherapy; 25 patients (54.3%) received 1 line of treatment, 8 patients (17.4%) 2 lines, 7 patients 

(15.2%) 3 lines, 4 patients (8.7%) 4 lines. 

Clinical outcomes were available for 71 patients. Median survival in DLBCL variant of RS 

group was 9 months, significantly shorter than in de novo DLBCL group: 54 months (p=0.014; 

logrank). (Figure 2).    

Univariates analysis are resumed on table 4. In both group, clinical scores are the most important 

prognostic factors: in de novo DLBCL, IPI>1 remained correlated with inferior OS (HR = 4.44; 95% 

CI: 1.49-13.25; p= 0.007), and Richter score > 1 in DLBCL variant of RS (HR = 13.9; 95% CI: 1.79 – 

108.2; p=0.012). In DLBCL variant of RS group, the use of rituximab for CLL treatment was 

correlated with a worse prognostic ((HR = 2.76; 95% CI: 1.06-7.2; p=0.038; Cox) and (p=0.028; 

logrank)).  

 

 



46 

 

Diagnostic pathological parameters: (Table 3.)  

All RS cases were classified as DLBCL. CD20 was expressed in all cases (26/26), CD5 in 

12/23 (52%) and BCL6 in 7/12 (58%). Histologic subtypes were as follows: 10 centroblastic 

lymphomas (38.5%), 6 immunoblastic (23.1%), 3 anaplasic (11.5%) and 7 mixt types (26.9%). RS 

were classified according to Hans algorithm into GC and ABC subtypes: 14 were ABC subtypes and 4 

GC; 8 couldn’t reliably be classified due to inadequate/insufficient samples and lack of initial 

immunodetection for MUM1.  

In de novo DLBCL group, CD20 was expressed in 46/46 of cases (100%), CD5 in only 1/38 

case (2.6%), (significantly less frequent than in RS (p<0.0001)) and BCL6 in 21/42 (50%). Concerning 

the histologic subtypes, 12 were centroblastic lymphomas (26.1%), 5 immunoblastic (10.9%), 5 

anaplasic (10.9%), 21 mix types (46.5%). According to Hans algorithm: 27 cases (58.7%) presented 

ABC subtypes and 10 GC (21.7%); 9 cases couldn’t be classified.  

 

 

Microenvironment  

In DLBCL variant of RS, the median PMN count was 8/mm², ranging from 0 to 107/mm². The 

median TAM count was 153/mm², ranging from 32 to 431. The median CD8 count was 319/mm², 

ranging from 40 to 1003/mm². The median microvessel density count was 34/0.36mm², ranging from 

10 to 83/0.36mm².  

In de novo DLBCL, the median PMN count was 17.2/mm², with a range from 0 to 124. The median 

TAM count was 243.5/mm² with a range from 27 to 480. The median CD8 count was 360/mm² range 

from 22 to 1013/mm². The median microvesssel density count was 23/0.36mm² with a range from 9 to 

80/mm² (Figure 1). 

No significant differences between RS and de novo DLBCL was found. 
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High CD8 lymphocyte absolute count was correlated with better prognosis in both groups: The most 

discriminative cut-off value of CD8 positive cells selected by the ROC analysis was 369/mm² (Se75%; 

SP=80%) in DLBCL variant of RS (p=0.049; logrank) and 411/mm²  (Se=78%; Sp=61%) in de novo 

DLBCL group (p=0.026; logrank) (Figure 3). 

High TAM (CD68) count was correlated with a better prognosis only in de novo DLBCL p=0.011 in 

de novo DLBCL group versus p=0.33 in DLBCL variant of RS (logrank). The discriminative cut-off 

value of TAM (CD68) positive cells determined by the ROC analysis was 247/mm² (Se = 67%; SP = 

59%) (Figure 4). 

In both groups, no significant correlation with OS was found when regarding the following variables:  

PMN (CD15) count (DLCBL variant of RS: p=0.34; de novo DLBCL: p=0.61), microvessel density 

(DLBCL variant of RS: p=0.12; de novo DLBCL: p=0.194) and p53 (DLBCL variant of RS p=0.36; 

de novo DLBCL; p=0.77).  

PD-L1 expression was observed in 5/19 (26%) DLBCL variant of RS and 7/27 (26%) in de novo 

DLBCL. PD-L1 expression was correlated with a lower OS in DLBCL variant of RS (p=0.018; 

logrank) as well as in de novo DLBCL (p=0.014; logrank). (Figure 5). 

Molecular biology: 

The PCR analysis was performed for 5 cases. Clonal relationship between CLL and RS was observed 

in all cases with OS ranging from 1 to 60 months.     

 

Multivariate Cox regression analysis was made of both groups, among the most significant parameters 

in univariate analysis.  The only significant prognostic factors were the clinico-biological scores: 

Richter score in DLBCL variant of RS (p=0.02) and Adjusted Age International Prognostic Index in 

de novo DLBCL (p=0.03). 
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Discussion:  

As previously described, the majority of DLBCL RS variant was centroblastic type and most of the 

cases was non GC type according to the Hans Algorithm13. The OS was significantly shorter in 

DLBCL variant of RS group (9 months versus 54 months), these results are in line with published 

data.   

It has been developed in a couple of independent studies5 18. We found similar results: Richter score in 

RS and age adjusted IPI score19 in DLBCL are the most significant indicators of survival in univariate 

(respectively p= 0.012 and p=0.007) and multivariate analysis (respectively p=0.02 and p =0.03). It 

should be evident that these score could be determined by clinicians for every patient at the time of 

diagnostic.   

There is currently no evidence that a specific type of prior therapies could influence the risk of 

developing a RS20. Actually the different studies indicated similar rates of RS development among 

patients who received fludarabine, alkylating agent-based, chlorambucil, anti-cd52 alone or in 

association. Interestingly, our study showed an unfavorable impact of the use of rituximab during CLL 

on OS after Richter transformation (p=0.028; log Rank). Meanwhile patients who received a 

rituximab-based treatments during CLL had probably a most aggressive evolution of CLL like 

accelerated CLL21 or yet undiagnosed Richter transformation. Prior studies have shown an increase 

risk to develop Richter transformation after use of Rituximab, particularly with association of 

alemtuzumab22, but these studies did not focused on OS after RS occurrence.   

The most important prognosis factor for the DLBCL variant of RS is the relationship between the CLL 

and the DLBCL clones. Actually, studies demonstrate that the majority of DLBCL variant RS is 

clonally related to the indolent CLL (80%). Other cases are considered as de novo DLBCL and not 

true transformation and share similar OS. Unfortunately, in our series, PCR analysis was only 

performed for 5 cases due to unavailable CLL blood or tissue samples. The clonal relationship 

between CLL and RS was observed in all cases with OS ranging from 1 to 60 months.  
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Immune checkpoint blockade strategies constituted new therapeutic option in many pathologies as 

melanoma23 and pulmonary24 as well as in hematologic malignancies25. 

In our study, PDL1 expression was correlated with a significantly shorter survival in DLBCL variant 

of RS: p= 0.018 and de novo DLBCL: p=0.014 (log Rank). Our results were consistent with a recent 

study analyzing 1557 cases of de novo DLBCL demonstrated poor prognostic impact of 

immunohistochemical PD-L1 expression on OS26. To our knowledge, previous studies did not 

investigate possible relationship between PD-L1 expression and OS in RS. Further studies are needed 

to confirm these results in larger series.  

Programmed death 1 (PD-1) is a cell surface protein receptor of T lymphocytes that inhibit immune 

system through is ligand PD-L1 and PD-L2 which are expressed by tumor cells, macrophages and 

dendritic cells. By complex mechanisms involving Pi3kinase pathway, phosphatase and tensin 

homolog PTEN, and Interferon alpha, PD-L1 plays a role in the inhibition of TCR. It also inhibits B 

cell receptor by the way of spleen tyrosine kinase (Syk). Only few cases of DLBCL NOS are positive 

for PD-L1, and expression was reported to be restricted to ABC DLBCL27 28
. One theory is that PD-L1 

is secreted by stromal cells due to a secretion of cytokine in response of inflammation11. In a recent 

study, investigators observed that high plasma level of PD-L1 (greater than 1.52 ng/ml) is a marker of 

poor prognostic. Moreover, they have shown that PD-L1 plasma level is almost undetectable after 

patient achieved complete remission29. Even if expression of PD-1 and PD-L1 seems to be interesting 

indicators of better response rates response in solid cancers, no definitive predictive markers have 

been chosen due to variability of micro-environment. More-over patients without PD-L1 expression 

can still have clinical significant responses to anti PD-1. The efficacy of anti PD-1 seems to vary 

among different types of lymphomas but bring interesting hope for patients including those who have 

been heavily treated30.  

CD8 and TAM density in the micro-environment were significantly correlated with OS in our study. A 

high number of CD8 was significantly associated with a better prognosis in DLBCL variant of RS 

(p=0.049; log Rank) as well as in de novo DLBCL (p=0.026; log Rank). Several studies from 2008 to 
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2015, have demonstrated that absolute lymphocyte count10, monocytes count31 and absolute 

lymphocyte count / absolute monocytes9 count prognostic score were important prognostic factors in 

DLBCL. More specifically, a low lymphocyte count correlated to poor prognosis. Some of these data 

are obtained from CMF and others from tissues samples in de novo DLBCL but none of them focused 

on RS to our knowledge. CD8 is a co receptor of T-cell receptor which improves antigen 

recognition32. During tumor development, the host immune system and the developing tumor are 

interacting, tumor cells selected a variable clone which is not recognized by the host. This results in 

tumor escape from immune-mediated destruction33. 

High TAM count was correlated with a longer survival only in DLBCL group (p=0.011; log Rank). 

There were apparent discrepancies in the literature relative to the relation of TAM count and OS. 

Some studies have shown that high TAM count was significantly correlated with poor OS in de novo 

DLBCL34. In a literature review in 2015, Robert Kridel and al. tried to understand the role of CD68 in 

micro-environment in de novo DLBCL34 : impact of CD68 count seems to be correlated to the 

treatment and if a high cd68 is a factor of poor prognosis, it become a factor of better prognosis when 

patients received rituximab based treatments, which is the case of the majority of patients (91%) with 

de novo DLBCL in our work. Further studies are necessary to understand the role of anti-CD20 in the 

modulation of micro-environment.  

TAM count in CLL was described in a 2016 study25 as positively correlated with PDL1 expression we 

set the same result in our work with peritumoral macrophages, in de novo DLBCL. 

There are two types of TAM : TAM M235 is shown to inhibit anti-tumor immune response and TAM 1 

is shown to mediate resistance in tumors . A therapeutic against these macrophages could have good 

results36. 

In addition, there is an association between a high count of reactive cells and some genetic signature: 

“lymph node” and “MHC class II” known as correlated with a better prognosis37.  

Vascularization in lymphoma was poorly studied. In a recent study, Jelicic and al. used CD34 in order 

to evaluate microvessel density (MVD) in DLBCL. A high MVD was correlated with a primary 
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resistant disease, poorer event free survival and OS9. In another study, Cardesa-Salzmann et al., also 

using CD34 antibody, have shown similar results, independently of the IPI in patients treated with 

rituximab38. Recently, Gomez-Gelvez JC and al. established a micro-environment score using FOXP3, 

CD68, and CD34 to predict clinical issue in de novo DLBCL39.       

 In our study, we did not find any correlation between microvessel density and OS, in both groups 

(p>0.05).  

Analysis of P53 disruption is also a point that could not be referred in our work. Meanwhile, we have 

decided to evaluate the impact of P53 expression in immunochemistry, but we did not find any 

significant results. 

There are limitations to this work: The small size of archived biopsy in DLBCL variant of RS limiting 

the investigations, the small number of cases evaluated for clonal correlation between CLL and RS 

and finally, the heterogeneity of prior therapeutics during CLL.  

Another study with an homogeneic group, testing in the LLC France group could resolve this problem. 

A multicentric prospective study must be design to confirm these results.  

 

In conclusion, we showed that absence of PD-L1 expression and a high number of CD8+ lymphocytes 

in tumor micro-environment were correlated with a better overall survival in Richter syndrome. These 

markers can be easily evaluated by immunohistochemistry in tissue samples. Further studies are 

needed to confirm these results in larger series, and to determine whether these markers could help to 

predict the efficiency of immunotherapy. 
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TABLES AND FIGURES. 
 

 

Table 1. List of antibodies and clones used in the study. 

 

Table 2. Clinical characteristics. 

 

Table 3. Pathological characteristics. 

 

Table 4. Variables associated with overall survival by univariate analysis. 

 

Figure 1. Monocyte (CD68), CD8 + lymphocytes count and PD-L1 expression in RS and DLBCL. 

Representative image of low (a) and high (b) CD8 density in RS tissue samples. (original magnification 

x 400). Low (c) and high (d) number of monocytes (CD68) in two samples of de novo DLBCL (original 

magnification x 400). No expression (e) and high expression (f) of PD-L1 in two samples of RS.      

Figure 2. Kaplan Meier estimates of overall survival in DLBCL variant of Richter vs. de novo DLBCL 

(p=0.014; logrank). 

Figure 3. Kaplan Meier estimates of overall survival according to CD8 count in micro-environment: 

(A) In DLBCL variant of RS group (p=0.049; logrank). (B) In de novo DLBCL group, (p=0.026; logrank). 

Figure 4. Kaplan Meier estimates of overall survival according to TAM count in micro-environment: 

(A) in DLBCL variant of RS. (p =0.168; logrank) and de novo DLBCL (B) (p=0.011; logrank). 

Figure 5. Kaplan Meier estimates of overall survival according to PD-L1 expression: in RS (A) (p= 

0.018; logrank) and de novo DLBCL (B) (p=0.014; logrank).  
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Table1. List of antibodies and clones used in the study. 

Antibody Source Dilution Clone 
PDL1  Santa Cruz 1/800 28.8 
CD8 DAKO provider C8/144B 
P53 DAKO provider DO-7 
CD34 DAKO provider QBEND 10 
Mum1 DAKO provider MUM1p 
CD15 DAKO provider Carb3 
CD68  DAKO provider KP1 



58 

 

Table 2. Clinical characteristics. (Ps indicates Performans status ; Hb, Hemoglobin; IPI, international Prognostic 
Index ; CHOP, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine and prednisone; ABVD, Doxorubycin, bleomycin, 
vimblastin, dacarbazin ; RESHAP, Rituximab, etoposide, methylprednisolone, cytarabine, cisplatine ; RDHAP,  
Rituximab, dexamethasone, high-dose cytarabine, cisplatin ; *p-value<0.05, Khi²)  
 

 RS De novo DLBCL P-value 

Characteristic n/N (%) n/N (%)  
Age ≥ 60y 21/26 (81) 32/46 (69.5) 0.30 

Male 23/26 (88.5) 28/46 (60.9) 0.013 

PS > 1 9/22 (41) 14/45 (31) 0.43 

Tumor size >5 cm 15/23 (65) 25/45 (56) 0.44 

LDH > 1.5 ULN 17/20 (85) 23/45 (51) 0.01* 

Platelet < 100 x 10
9
/L 11/23 (42)   

HB < 10 g/dL 6/26 (48)   
Site of development    

Nodal 22/26 (85) 23/46 (50) 0.004* 

Extra-nodal 4/26 (15) 23/46 (50)  
RS Score / IPI Score    

0 – 1 points 6/22 (27) 17/41 (41)  
2 points 4/22 (18) 13/41 (32)  
3 points 6/22 (27) 8/41 (19)  
4-5 points 6/22 (27) 3/41 (7)  

CLL Treatments:    
Fludarabin/Endoxan 13/26 (50)   
Cholraminophene 9/26 (35)   
CHOP 4/26 (15)   
Bendamustin 2/26 (8)   
Alemtuzumab 3/26 (11.5)   
ABVD 1/26 (4)   
Rituximab 7/26 (27)   

Prior CLL > 1 12/24 (50)   
RS / De novo DLBCL 
treatments    

RCHOP 11/26 (42) 34/46 (74) 0.008* 

RESHAP/RDHAP 12/26 (46) 7/46 (15) 0.004* 

Other 9/26 (35) 16/46 (35)  
Ifosfamide 0/26 (0) 7/46 (15) 0.036* 

Rituximab-based 14/26 (54) 42/46 (91) 0.0002 
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Table 3. Pathological characteristics (anap indicates anaplastic; CB, centroblastic; IB, 
immunoblastic; mixt, mixt-type, , ABC, activated b cell, GC, germinal cell; PMN, polymorphonuclear 
neutrophils; TAM : tumor associated macrophages; Sd standard deviation; *p<0.05, Khi², Mann and 
whitney). 

  RS De novo DLBCL p-value 

Characteristic n/N (%) Median +/- 
Sd 

n/N (%) Median +/- 
Sd  

Morphologic: 
     

   Type 
     

       Anap 3/26 (11.5) 
 

5/46 (11) 
 

0.93 

       CB 10/26 (38.5) 
 

12/46 (26) 
 

0.27 

       IB 6/26 (23.1) 
 

5/46 (11) 
 

0.17 

      Mixt 7/26 (26.9) 
 

21/46 (46.5) 
 

0.12 

      Others 0/26 (0) 
 

3/46 (6.5) 
  

Sub type      

     ABC 14/26 (31)  27/46 (58.7)  0.69 

     GC 4/26 (54)  10/46 (21.7)  0.513 

     Unknown 8/26 (31)  9/46 (19.6)   

 

Micro-environment 
     

  Microvessel density 
(CD34) 

N = 22 34 +/- 21.1 N = 37 38.1 +/- 21 0.547 

  PMN (CD15) N = 24 8 +/-30 N = 45 17.2 +/- 23 0.791 

  TAM (CD68) N = 20 153 +/- 89.6 N = 38 243.5 +/- 
110 

0.066 

  CD8 lymphocytes N = 25 319 +/- 244 N = 36 360 +/- 
237.5 

0.230 

Other 
immunochemistry      
     BCL2 21/23 (91) 

 
37/45 (82) 

 
0.32 

     BCL6 7/12 (58) 
 

21/42 (50) 
 

0.610 

     CD5 12/23 (52) 
 

1/38 (2.6) 
 

<0.0001
* 

     PDL1 5/19 
 

7/27 
 

0.135 
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Table 4. Variables associated with overall survival by univariate analysis. (Cox model; LCI indicates lower confidence interval; UCI, upper confidence interval; 

SD: standard deviation; p*<0.05). 

 RS De novo DLBCL 

Variable 

  
SD Khi² p-value Hazard 

ratio 
LCI 

 

UCI 

 

SD Khi² p-value Hazard 

ratio 
LCI 

 

UCI 

 

PD-L1 

 

0.615 4.594 0.032* 3.733 1.119 12.447 0.583 7.097 0.008* 4.728 1.508 14.828 

CD8 

 

0.001 4.045 0.044* 0.998 0.996 1.000 0.001 4.446 0.035* 0.998 0.995 0.999 

TAM (CD68) 

 

0.002 0.936 0.333 0.998 0.993 1.002 0.002 3.991 0.046* 0.996 0.992 0.999 

PMN (CD15) 

 

0.007 0.901 0.343 1.007 0.993 1.021 0.010 0.265 0.606 0.995 0.975 1.015 

Microvessel density 
(CD34)  

 

0.016 2.374 0.123 0.976 0.946 1.007 0.015 1.689 0.194 1.020 0.990 1.050 

IPI >1 / Richter score >1 

 

1.046 6.335 0.012* 13.919 1.791 108.189 0.557 7.162 0.007* 4.443 1.491 13.246 

Rituximab in CLL 

 

0.489 4.317 0.038* 2.763 1.059 7.209       
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Figure 1. Monocyte, cd8 lymphocytes count and PD-L1 expression in RS and de novo 
DLBCL. 
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Figure 2. Kaplan Meier estimates of survival in RS versus de novo DLBCL. 
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Figure 3. Kaplan Meier estimates of survival in RS and de novo DLBCL according to CD8 
count. 
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Figure 4. Kaplan Meier estimates of survival in RS and de novo DLBCL according to TAMS 
count. 
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Figure 5. Kaplan Meier estimates of survival in RS and de novo DLBCL according to PD-L1. 
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CONCLUSION  
 

Le variant DLBCL du syndrome de Richter est une maladie très rare et de pronostic sombre 
pour lequel les thérapeutiques actuelles sont peu efficaces. 

 

I. DONNÉES SIGNIFICATIVES. 
 

Le taux de lymphocytes T CD8, le taux de macrophages associés à la tumeur et l‟expression 
de PD-L1 sont reconnus comme des facteurs pronostiques dans les lymphomes B diffus à 
grandes cellules de novo mais aucune étude comparable n‟a été réalisée dans les LBDGC 
secondaires à une LLC.  

 

Au cours de notre travail, nous avons confirmé l‟importance du microenvironnement dans le 
variant LBDGC du syndrome de Richter. Ce travail a permis notamment de montrer que le 
taux de lymphocytes CD8 positifs au sein de la tumeur était corrélé à la survie dans les 
syndromes de Richter et les LBDGC de novo. Le taux de MAT (macrophages associés à la 
tumeur) était également significativement lié au pronostic dans les LBDGC de novo avec une 
tendance dans les SR de type LBDGC. 

 

Les facteurs pronostiques les plus importants restent les scores pronostiques pour chaque 
groupe. Le score IPI pour les LBDGC de novo et le score de Richter pour les SR de type 
LBDGC. Ce score a pu être calculé pour chaque patient.  

 

Comme cela a déjà été démontré dans différents lymphomes, notamment les lymphomes 
plasmablastiques et les LBDGC de novo, l‟expression de PD-L1 au sein des cellules 
tumorales dans les SR de type LBDGC était corrélée à la survie.  

PD-1 et ses ligands PD-L1 PD-L2 sont des facteurs de régulation de la réponse immune 
dans de nombreux cancers. Il s‟agit d‟une protéine inhibant la reconnaissance des cellules 
tumorales par les lymphocytes T CD8+ et elle est donc fortement liée au 
microenvironnement tumoral. Le développement de thérapies ciblées avec des anticorps anti 
PD-1 a prouvé son efficacité dans de nombreux cancers. 

 

Les facteurs pronostiques les plus importants restent les scores pronostiques pour chaque 
groupe. Le score IPI pour les LBDGC de novo et le score de Richter pour les SE. Ces scores 
ont pu être calculés pour chaque patient.   
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II. AUTRES DONNÉES. 
     

Plusieurs autres marqueurs ont été testés dans notre étude, sans résultats probant, non 
développés dans l‟article :  

 

Le pourcentage de nécrose n‟était pas corrélé à la survie dans les deux groupes ont évalué 
la valeur pronostique de la nécrose tumorale en imagerie au sein des ganglions 
lymphatiques de DLBCL. La présence de nécrose était un facteur de mauvais pronostic en 
termes de survie sans progression et de survie globale. Nous n‟avons pas trouvé de 
résultats significatifs sur le plan histologique, cependant la majorité des prélèvements étant 
des biopsies, le taux de nécrose du prélèvement n‟est pas représentatif du volume 
ganglionnaire nécrosé. 

 

- Les lymphomes dit double ou triple hit sont de moins bon pronostic que les LBDGC sans 
réarrangements. L‟étude en FISH des translocations Bcl2 et Bcl6 n‟a permis d‟identifier que 
quelques cas positifs (figure 11) : 

 - BCL2 break : 2/12 dans les RS ; 2/19 dans les LBDGC de novo. 

 - BCL6 break : 2/12 dans les RS ; 4/16 dans les LBDGC de novo.   

Ces éléments étaient parfois significativement corrélés à la survie mais le nombre de cas 
analysés était trop faible dû à un manque de matériel utilisable (épuisement des blocs ou 
problèmes techniques liés à la fixation), la recherche des translocations de MYC n‟a pas pu 
apporter de résultats exploitables. 

 

 

  

 

 

 

Figure 11. (Immersion x100) FISH BCL2 : A. Séparation du signal témoignant d‟une 
translocation de BCL2 ; B. Absence de translocation.  

 

 (grossissement 40x)  
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- Concernant l‟expression protéique de C-MYC : Un h-score élevé était corrélé à une survie 
inférieure dans les LBDGC de novo (p=0,03 ; HR = 1,009, 95% CI : 1,001-1,019) (figure 12), 
mais pas dans le groupe SR (p=0,652). Nous avons déjà discuté dans l‟introduction de 
l‟intérêt de MYC, il n‟y a pas de corrélation entre l‟expression de la protéine en 
immunohistochimie et un réarrangement du gène (translocation en FISH). Les résultats sont 
concordants avec ceux de la littérature. 

 

 

 

     

 

- Les marqueurs de prolifération Ki67 (SR : p=0,47 ; LBDGC de novo : p= 0,3 ; Cox) et 
MCM6 (RS : p=0,66 ; LBDGC de novo : p= 0,54 ; Cox) (figure 13) n‟étaient pas corrélés à la 
survie. Même si ce sont des marqueurs parfois utilisés pour grader certains cancers solides, 
ils sont peu utilisés en pathologie lymphomateuse en dehors de l‟usage diagnostique. Une 
étude portant sur de plus nombreux cas serait tout de même nécessaire afin d‟éliminer leurs 
intérêts pronostiques.  

 

 

 

 

 

Figure 12. Expression de Myc dans les LBDGC de novo. A. H-score élevé ; B. Absence d‟expression ; C. Courbe de 
survie. (IHC. Grossissement x40)  

 

Figure 13. Exemple de 2 patients porteurs d‟un SR ayant présenté une survie inférieure à 7 
mois avec des profils d‟expression de MCM6 opposés. A. MCM6 = 98% ; B. MCM6 = 25%. 
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- L‟expression de CD5 était plus fréquente dans les SR que dans les LBDGC de novo, ce qui 
est peut-être expliqué par la particularité physiologique du SR : Les cellules de la LLC 
précurseurs de la transformation exprimant elle mêmes CD5.  L‟analyse de Kaplan-Meier 
met en évidence une différence non significative (p=0,059), on peut penser qu‟une étude 
plus large permettrait de démontrer la significativité de ce résultat (Figure 14). 

 

 

 

L‟analyse de la relation clonale entre la LLC et le syndrome de Richter n‟a pu être réalisée 
que tardivement et seulement 5 cas ont pu être analysés par manque de matériel (la plupart 
des diagnostics de LLC ne reposant pas sur une analyse anatomopathologique, nous ne 
disposons pas de matériel avant la transformation en Richter). Nous avons utilisé le 
protocole Biomed 2(66) pour l‟étude du réarrangement des gènes des immunoglobulines 
(figure 15).  L‟ensemble des 5 cas présentait un lien de clonalité Richter/LLC. Cependant la 
survie était très variable (1mois à 60 mois). 

 

 

Figure 14. Courbe de survie dans les SR de type LBDGC en fonction de l‟expression de 
CD5. 

 

Figure 15. Analyse de la relation clonale chez un même patient entre la LLC (A.) et après 
la transformation en Richter (B.), les clones sont identiques en FR1, FR2 et FR3. 
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III. LIMITES ET PERSPECTIVES.  
 

Il s’agit d’une étude rétrospective sur un nombre de cas limité. Les patients présentant un SR inclus 

dans cette étude n’ont pas tous bénéficié du même type de thérapeutique lors de la prise en charge 

initiale de leur LLC. Une étude sur des patients inclus dans un protocole thérapeutique permettrait 

d’homogénéiser la population. 

 

La prise de rituximab était corrélée à une moins bonne survie globale, ce résultat n’a jamais été 

évoqué dans d’autres travaux à notre connaissance et une étude de plus grande puissance serait 

nécessaire afin de le conforter. 

 

Le statut mutationnel de P53 et la relation clonale, facteurs pronostiques reconnus dans les RS de 

type LBDGC n’étaient pas connus pour la majorité des patients et n’ont pu être recherchés faute de 

matériel disponible. 

 

En analyse multivariée, l’absence de significativité du taux de CD8, TAM et l’expression de PD-L1 sont 

probablement liés à un manque de puissance. Une étude d’un plus grand nombre de cas semble 

intéressante. 

 

Les traitements anti PD-1 ont été utilisés dans quelques travaux. Une étude comparant le 

microenvironnement, l’expression de PD-L1 et la réponse thérapeutique au traitement serait 

intéressante et permettrait de mieux comprendre les mécanismes d’interaction sur le plan immun et 

de définir éventuellement des groupes de patients pouvant bénéficier d’une prise en charge 

thérapeutique adaptée au statut pathologique. 

 

Une étude prospective avec conservation d’un prélèvement sanguin ou histologique au stade de LLC 

(en sélectionnant préalablement des patients ayant des facteurs de risque de développer un 

Syndrome de Richter) ainsi que d’un bloc de tissu dédié à la recherche pour ces mêmes patients au 

stade de transformation pourrait permettre d’approfondir ces résultats. 
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ANNEXES. 
 

Annexe 1 : réalisation des blocs de Tissue Micro Array 

La technique de Tissue micro array (TMA) est une méthode permettant de disposer sur un 
seul bloc de paraffine plusieurs échantillons tumoraux. Elle a notamment été utilisée dans 
certaines études portant sur les cancers de prostate et du sein. Elle n‟est pour le moment 
réalisée que dans le domaine de la recherche.  

Dans notre étude nous l‟avons choisie pour son caractère peu coûteux et les 
avantages suivants : - préservation partielle du bloc d‟origine, - analyse simultanée d‟un 
grand nombre de cas, - uniformité des techniques de FISH et en immunohistochimie, - gain 
de temps et diminution des coûts des techniques. 

Initialement, nous avons sélectionné une zone d‟intérêt sur la lame HES d‟archive de chaque 
prélèvement que nous avons reporté sur le bloc initial. 

A l‟aide d‟un punch à biopsie de 3mm de diamètre (figure 1), nous avons prélevé un 
échantillon au sein de chaque bloc de paraffine. 

 

Figure 1 : Punch Kai 3mm, D3 MEDICAL® 

La carotte biopsique obtenue était ensuite déposée dans un bloc receveur préalablement 
rempli avec de la paraffine liquide à 70°C. Chaque bloc receveur était alors complété jusqu‟à 
un total de 8 à 9 biopsies. Enfin la paraffine était refroidie afin de solidifier le nouveau bloc. 

      

 

 

 

 

Carotte obtenue 

Prélèvement dans le bloc 

donneur. 

Dépôt des carottes dans le bloc receveur.  

Bloc final, afin de repérer 

l’ordre des biopsies un 

fragment de thyroïde était 

déposé au début de la 

première ligne. 
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Annexe 2 : protocole des techniques manuelles d‟Hybridation In situ en Fluorescence 

 

FISH :  

Références des sondes break apart :  

- MYC FISH DNA probe, split signal: X20 DAKO Y5410 Lot 20029630 

- Bcl2 FISH DNA probe, split signal: X21 DAKO Y5407 Lot 20031599  

- Bcl6 FISH DNA probe, split signal: X22 DAKO Y5408 Lot 20025135 

Référence du kit Pour hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur des coupes de tissus fixées au formol et incluses en paraffine : DAKO 
Histology FISH Accessory Kit ref K579911 Lot 20029075. 

Jour 1 Jour 2 
Etape 1 

Deparaffinage 
Etape 2 

Pré traitement 
Etape 3 

Digestion 
Etape 4 

Déshydratation 
Etape 5 

Dénaturation 
Hybridation 

Etape 6 
Post Hybridation 

Etape 7 
Déshydratation 

Etape 8 
Montage 

Automate 
GEMINI 

 
Wash Buffer 

2min 

Solution de pré 
traitement 

 
Refroidir les 

lames 15 min 
 

Wash buffer 
2 x 3 min 

 
 

Essuyer autour de 
l‟image. 

 
Déposer 

5 - 8 gouttes de 
pepsine 

 
Incuber : 37°C 4 

min 
Eliminer la pepsine 
Wash buffer 2x 3 

min 

Ethanol 70 % 
2 min 

 
Ethanol 85 % 

2 min 
 

Ethanol 96 % 
2 min 

 
Sécher à l‟air 
libre 15 min 

Ajouter 10 μL de 
sonde 

 
Couvrir d‟une 

lamelle et seller. 
 

Hybridation 

Monter le bain 
marie à 65°C 

 
Retirer la lamelle 

 
Stringent WASH 

2min 
 

Stringent WASH 
10 min 65°C 

 
Wash buffer 

2 x 3 min 

Ethanol 70 % 
2 min 

 
Ethanol 85% 

2 min 
 

Ethanol 96 % 
2 min 

 
Sécher à l‟air libre 

15 min 
 

Déposer 15 μL de 
DAPI 

 
Couvrir d‟une 

lamelle 
 

Placer au 
réfrigérateur à l‟abri 

de la lumière. 
 

Lire après 15 min. 

 

Les lames de FISH ont été lues sur un microscope Zeiss Ax10. 
Le compte a été effectué sur 100 noyaux de cellules lymphomateuses.  
Un seuil de 10% de translocation a été retenu comme significatif. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



RÉSUMÉ DE LA THÈSE 

Le syndrome de Richter (SR) représente la transformation en lymphome agressif, le plus 
fréquemment un lymphome B diffus à grandes cellules (LBDGC) à partir d‟une leucémie 
lymphoïde chronique (LLC). A ce jour, peu de marqueurs pronostiques ont été décrits dans 
les syndromes de Richter et peu de données sont disponibles sur les spécificités des SR par 
rapport aux LBDGC de novo. Le but de cette étude est d‟évaluer l‟intérêt pronostique de 
plusieurs marqueurs dans une série de SR de type LBDGC en comparaison à des LBDGC 
de novo en se focalisant sut le microenvironnement et la réponse immune.  

Méthode : Nous avons analysé rétrospectivement des échantillons de 26 patients 
diagnostiqués SR de type LBDGC avec 46 patients diagnostiqués pour des LBDGC de novo 
et nous avons étudié différents critères clinico-histologiques en particulier autour du 
microenvironnement (vascularisation, taux de lymphocytes, taux de monocytes, taux de 
polynucléaires neutrophiles) et immunohistochimiques (PD-L1, CD5, P53) à travers une 
technique de tissue micro-array.  

Résultats : L‟absence d‟expression de PD-L1 (SR de type LBDGC : p = 0,018 ; LBDGC de 
novo : p=0,014 ; log Rank) et un taux élevé de lymphocyte CD8+ (SR de type LBDGC : p = 
0.049 ; LBDGC de novo : p=0.026 ; log Rank) étaient corrélés à une meilleur survie globale 
De plus au sein des SR, l‟administration de rituximab au cours de la LLC était un facteur de 
mauvais pronostique. Au sein des LBDGC de novo, un taux élevé de monocytes (CD68+) 
était associé à une meilleure survie (p=0.011 ; log Rank). 

Conclusion : Cette étude du microenvironnement dans les SR de type LBDGC a permis de 
démontrer que l‟absence d‟expression de PD-L1 et un taux élevé de lymphocytes CD8+ sont 
des marqueurs de bon pronostic en analyse univariée. Des études complémentaires menées 
sur une population plus vaste sont nécessaires afin de déterminer si ces marqueurs peuvent 
être capables de prédire la réponse thérapeutique à un traitement par immunothérapie.      

TITRE EN ANGLAIS 

Absence of PD-L1 expression in lymphoma cells and a high number of CD8+ lymphocytes in 
tumor micro-environment are correlated with a better overall survival in DBBCL variant of 
Richter syndrome. 
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Microenvironnement, PDL1, CD8, macrophages, syndrome de Richter, lymphome B diffus à 
grandes cellules.  
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