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Contexte

Mais peu d’applications cliniques pour I'instant.....

/ Diagnostic / pronostic de routine \

Groupe hétérogene :
30% GCB
MYC-t = 8-14% de tous les DLBCL 30%
o de tous 1es 15% inclassifiables
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Contexte

WHO-HAEM4R WHO-HAEMS

any IDD setting, generally EBV-associated Immune deficiency/

dysregulation-associated
Primary DLBCL of CNS lymphomas

q?* LBCL of immune-
privileged sites
DLBCL, NOS testis, vitreo-retina
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MYC-R and BCL2-G and BCL6-R

HGBL with MYC aNon

and BCL2 andl/or T
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Contexte

DLBCL : lymphome B agressifs hétérogenes

Mécanismes moléculaires Evolution clinique

DH MYC/BCL2 avec IG::MYC => N PFS et OS (surtout durant les 2 premiéres années)
DH MYC/BCL2 avec non-IG::MYC => pas de différence de PFS et OS / DLBCL sans MYC-t



Contexte

DLBCL : lymphome B agressifs hétérogenes

Mécanismes moléculaires Evolution clinique
?
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Expression tres variable de MYC (de 0 a 100% des cellules tumorales) ds DLBCL MYC-t

IGH::MYC Non IG::MYC
Point de cassure : 5’UTR et intron 1 de MYC et Partenaires : BCL6 >>> ZCCHC7 et RFTN1
région switch du locus IGH = Quelle fréquence exacte parmi les non-IG ?
— MYC sous le super enhancer IGH = Impact sur 'expression et I'activation de MYC
—> Surexpression MYC constitutive mal connu
+
Mutations de MYC (gain de fonction)




Méthodes

186 cases of DLBCL with MYC translocation
(MYC/BCL2/BCL6-TH=32; MYC/BCL2-DH=75, MYC/BCL6-DH=26, MYC-5H=53)

[ ] !

MYC/BCL6 Targeted MYC TLC-NGS
fusion FISH NG5S IHC Breakpoint analysis
(n=54) (n=178) (n=101) (n=8)

Correlation analyses among laboratory data

Fig. T Summary of DLBCL with MYC translocation and experiments
carried out.

TLC-NGS targeted locus capture NGS
Sur FFPE



Résultats : FISH

n=54 BCL6-t
46% de BCL6::MYC (n=25)

59% 27%

70% P=0.03
60%

50%
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MYC/BCLE fusion

10%

0%

MYC/BCL6/BCL2-“TH" MYC/BCL6-“DH"
(n-=32) (n-=22)

En complément si fusion BCL6::MYC :
Sonde DF MYC/IGH et MYC/IGL ou IGK
6/24 avec fusion IGH::MYC (translocation a 3)

Fig. 2 MYC/BCL6 fusion accounts for a high proportion of DLBCL with MYC and BCL6 translocation. A Example of interphase FISH in a case
with a triple hit (TH), in which the MYC and BCL6 translocation detected by their breakapart probes (BAP) are due to MYC/BCL6 fusion. B The
frequency of MYC/BCLé fusion is significantly higher in cases with MYC/BCL6/BCL2-"TH" than those with MYC/BCL6 “double hit" (DH).



Caractéristiques génétiques
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Caractéristiques génétiques

EZB = EZH2-mut/BCL2-t
BN2 = BCL6-t/NOTCH2mut

MCD = MYD88/CD79B-mut

Translocation/mutation
1M Positive

. Synomymous/ ntronic
JUTRs for MYC & BCLZ

L] wild type
. Mot done

other

[] not available

MYC/BCL2/BCL6-TH MYC/BCL2-DH MYC/BCL6-DH

MY
Ping1
COND3
GNAL3
TP53
B2
P2RYE
EBF1
DO 3x
S1PR3

LymphGen subtype (n=24) (n=67) (n=26)
Jul vl

2P0 H

C0798 MYC expression by IHC @wEZB wBN2 sMCD = ST2 = Other

FOX | | IR T A W
50051 | I'EE W 7o
: [ [1T .

=
]
B
B
1
B

o X oy Y

200

e L Profil mutationnel peu caractéristique
COO variable

Sous groupes LymphGen variables: BN2 et others (inclassifiables)
Pas de différence entre MYC/BCL6 + ou — (peu de cas)

CARD11
HETIHIC
SGK1
MEF28
PTEN
stats [N
TBLIXR1
RHOA
ZFP36L1




Expression de MYC

Expression MYC haute si IHC > 70% des
cellules (marquage modéré ou fort)

Uniformément haute si IG::MYC (100%)

Variable si MYC::BCL6 (50%)

= Les non-IG::MYC (dont BCL6) n’entrainent pas
toutes une expression constitutive de MYC

A Examples of MYC immunohistochemistry
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Analyse des points de cassure

TLC-NGS targeted locus capture NGS

Sur FFPE

8 cas, incluant 4 non-1G::MYC (dont 3 MYC/BCL6 fusion) et 4 IGH::MYC

= Confirmation de chaque réarrangement

—> Description détaillée des points de cassure et identification des partenaires

Fig.4 MYC protein expression and its correlation with MYC translocation partner. A Examples of MYC immunohistochemistry and grading;
(B) high MYC protein expression is invariably seen in DLBCL with /G::MYC, but only in up to 50% cases with nonHG:MYC translocation..

Table 1. Detection of chromosome translocation by TLC-NGS.

Targets™® BCL2 BCL6 MmYC IGH

Case

DLBCL-134 IGH MYC BCLS BCLZ
DLBCL-173 IGH MYC BCLS BCLZ
DLBCL-136 IGH chr16 (CITA, intron 1) chr8 (TOX, intron 1) BCLZ
DLBCL-123 IGH, MYC BCLe, IGH BCLE, MYC
DLBCL-154 IGH, BCL& BCL2, IGH; chr3 (no genes annotated) chr12 (HNRNPA1, intron 1) BCL2 BCL6G
LO318 IGH, chr17 (~55 Mb) chr4 (~40 Mb) IGH BCL2, MYC
DLBCL-96 IGH IGH BCLE, MYC
DLBCL-178 chr13 (LCP1, intron 1) chr14 (~69 Mb)

Various targets captured by the TLC-NGS design, while the fusion partners identified are shown in the corresponding cell in each case.



Analyse des points de cassure

Parmi les 3 cas de MYC::BCL6

DLBCL-134

MYC BCL6
Chr8 cen ——%4_——— Chr3tel
a S—
3'UTR (chr8: 128754216) ---~'--. Intron1 (chr3: 187460987)
IGH BCL2

. —_—
Chrldcen m wm s w % == mm ChriSte
T i '
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DLBCL-173 MYC
Chr8 cen - - W—— Chr3 tel

Downstream of MYC (chra: 129045D1?:|-_-_::-- -~ [upstream of BCLG chr3: 187465294)

IGH BCL2

i

Chrld cen --—M% -
— i

GRS [chrld: 106329460) -2 - Downstrearn of BCL2 (chr 18: BOTET274)

Chr18 tel

—

Lack obvious genomic configuration to
drive constitutive MYC transactivation

Enhance BCL2 transcription due to
the super enhancer at IGHJ.

Lack obvious genomic configuration to
drive constitutive MY transactivation

Enhance BCLZ transcription due to
the super enhancer at the IGHJ

juxtaposition directe entre les locus MYC/BCL6
Les points de cassure :

- en aval de MYC ou dans 3’UTR

- en amont de BCL6 ou dans l'intron 1

orientation inverse des 2 genes

Pas de changement de structure de la région 5’MYC
(contréle transcriptionnel)

Réle incertain des super enhancers en aval de MYC
et dans la region 5’BCL6

=> Expression MYC faible < 40% des cellules



Analyse des points de cassure

Parmi les 3 cas de MYC::BCL6

DLBCL-123
MYC Chr3 IGH MYC The fusion breakpoint could not be
Chifeer  wmim —— .E E—— Chr8 tel fielf:(nid :reciselly,tzth;’é‘ I:xpl:ssion
L | (chiaA~ 105000k —_— is likely dysregula y enhancer
Upstream MYC (chr8:~128690k) ---- . ~106236K) ---- Intron 1 (chr8: ~128700k)
BCL6 IGH
P4 4
Chr3cen == mm —%v— = mm Chrldtel Enhance BCL6 transcription due to
B ¥ — the super enhancer at IGHJ.
Intron 1 (chr3: 187462312) ----"---- |GHJ(chr14: 106325736)

3eme cas : insertion d’un segment de chromosome 3 voisin du locus BCL6 et d’'un segment de la
région switch IGH dans 'intron 1 de MYC

Pas de détermination précise des points de cassure de la region IGH insérée, mais comprend le
super-enhancer de la région switch IGH

=> Expression MYC forte



Analyse des points de cassure

Parmi les 5 cas sans MYC::BCL6

Description de 2 nouveaux partenaires de MYC chez 2 patients

DLBCL-136 TOX MYC
Chr8 cen = = =n %—— Chr8te
| Intron 1 (chr8: 60020185) upstream of MYC (chr8: 128(:68156)
 BCL6 CIITA
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Lack obvious genomic configuration to
drive constitutive MYC transactivation

Dysregulates BCL6 transcriptional
control due to promoter substitution.

Enhance BCL2 transcription due to
the super enhancer at the IGHJ

TOX 8q12
breakpoint en amont du gene MYC

TOX ne semble pas + directement la transcription
de MYC:

TOX/MYC orientation inverse

Perte de la région 5'TOX de régulation
transcriptionnelle

TLC-NGS et FISH => gain de copie du
réarrangement (x3—6 FISH) et du MYC normal
(x2)

=> Expression MYC modérée

CIITA::BCL6 : fusion déja connue




Analyse des points de cassure

Parmi les 5 cas sans MYC/BCL6

Description de 2 nouveaux partenaires de MYC chez 2 patients

g HNRNPA1 MYC
— —
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Méme orientation

breakpoint dans I'intron 1 de MYC

MYC placé sous le contréle transcriptionnel de
HNRNPA1

= ribonucléoprotéine nucléaire a I'expression
ubiquitaire

=> Expression MYC forte



Analyse des points de cassure

DLBCL-L0318 IGH MYC
Parmi IeS 5 CaS Sans MYC: : BCL6 Chrldcen o wem s % %- wm Chr8tel Enhance:rﬁ“c‘trans;g’i-::ltion iue to the
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Enhance BCL6 transcription due to
C‘mn ——— —— Chrldtgl super enhancer at IGH switch region.
Intron 1 (chr3: 187462994) “--- IGHG (chr14: 10621089 8)
DLBCL-178 ) BCL6 LCP1
hracen o el e e e e e LS e 6 promte supstnaton.
Intron 1 (chr3:187462644) : Intron 1 (chrl3: 46755284)
Table 1. Detection of chromosome translocation by TLC-NGS.
Targets® BCL2 BCL6 MYC IGH
Case
DLBCL-134 IGH MYC BCL6 BCL2
DLBCL-173 IGH MYC BCL& BCL2
DLBCL-136 IGH chr16 (CITA, intron 1) chr8 (TOX, intron 1) BCL2
DLBCL-123 IGH, MYC BCL6, IGH BCLE, MYC
DLBCL-154 IGH BCL6 BCL2 IGH. chi3 (no gepes annotated) chrl2 (HNENPAT intron 1) BCL2 BCLE
LO318 IGH, chr17 (~55 Mb) chr4 (~40 Mb) IGH BCLZ2 MYC
DLBCL-96 IGH IGH BCLE, MYC
DLBCL-178 chr13 (LCP1, intron 1) chr14 (~69 Mb)
Various targets captured by the TLC-NGS design, while the fusion partners identified are shown in the corresponding cell in each case.




Take-home messages

1) Les translocations MYC::BCL6 surviennent dans un nb important de DLBCL MYC-t, surtout les TH MYC/BCL2/BCL6
(59%) et dans une moindre mesure les DH MYC/BCL6 (27%)

2) Les translocations MYC::BCL6 surviennent par juxtaposition directe des locus MYC et BCL6
=>t(3;8)(q27:q24)/BCL6::MYC et t(3;8;14)(q27:q24;932)/IGH::BCL6/MYC (déja décrites)

3) L’expression protéique de MYC est uniformément élevée dans les DLBCL IG::MYC
=> Peut expliquer la survie N des DH MYC/BCL2 IG::MYC

4) L’expression protéigue de MYC est variable dans les DBLCL non-IG::MYC, y compris les MYC::BCL6, car la configuration
génomique n’entraine pas toujours une activation constitutive de MYC

= Différence de survie (ou non) entre les DLBCL non-IG::MYC avec IHC high versus low ?

= Survie similaire (ou non) entre DLBCL IG::MYC et DLBCL non-IG::MYC avec IHC high ?

5) Les mécanismes moléculaires de I'expression de MYC :

= Transactivation par proximité (qui peut varier) d’un super enhancer quelle que soit 'orientation des genes (région jonction ou switch
d’IGH)

= Substitution de promoteur

= Gain de copie

6) Quelle place pour FISH et IHC dans le diagnostic de routine ? Importance de la determination du partenaire IG vs non-IG



