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INTRODUCTION
1 - Généralités sur les Lymphomes B-diffus a grandes cellules

1.1 - Epidémiologie et définition

Les lymphomes constituent actuellement un enjeu majeur de santé publique, avec une
incidence en augmentation, représentant 452000 nouveaux cas par an dans le monde (1). Parmi
eux, les lymphomes B diffus a grandes cellules (LBDGC) sont les lymphomes B les plus fréquents,
mais aussi les plus agressifs, représentant 30 a 35% des lymphomes non hodgkiniens dans les

pays occidentaux (2).

Les LBDGC touchent légerement plus les hommes que les femmes, et I'age moyen au
diagnostic se situe dans la septieme décade. L’'étiologie de cette pathologie n’est pas encore
connue a ce jour, mais il est a noter qu’une immunodépression sous-jacente est un facteur de

risque significatif (3).

Les LBDGC sont définis, selon I'OMS, comme une prolifération de lymphocytes B matures
de taille moyenne a grande, d’architecture diffuse, et dont les noyaux sont de taille égale ou
supérieure a ceux de macrophages normaux, ou plus de deux fois plus grands que ceux de

lymphocytes normaux (3).
1.2 - Classifications

Ce groupe de lymphomes est divisé en nombreux sous-groupes (Tableau 1), basés sur des
criteres anatomo-cliniques, morphologiques, phénotypiques, moléculaires. Il reste une
importante proportion de cas, ne pouvant pour l'instant pas étre classés dans I'une de ces
catégories. Malgré des caractéristiques hétérogenes, ces lymphomes sont regroupés sous la
dénomination de diffuse large B-cell lymphoma, not otherwise specified (DLBCL-NOS), c’est-a-

dire de lymphome B diffus a grandes cellules sans autre indication (LBDGC-SAI) (3,4).

lIs sont eux-mémes l'objet d’'un démembrement plus poussé, avec variantes
morphologiques ou moléculaires. Les principales variantes morphologiques sont les variantes
centroblastique, immunoblastique ou anaplasique. Il existe des variantes morphologiques plus
rares : stroma myxoide, matrice fibrillaire, pseudo-rosettes, cellules fusiformes, cellules en bague
a chaton, granules cytoplasmiques, structures microvillaires, jonctions intercellulaires (4). Au
niveau moléculaire, les LBDGC peuvent étre divisés en deux groupes selon leur cellule d’origine :

les LBDGC Germinal Center B-Cell (GCB), qui dérivent des centroblastes des centres



germinatifs et les LBDGC Activated B-Cell (ABC), dont I'origine est plasmablastique, post-centre
germinatif (3,4). Un troisieme groupe peut étre défini par sa cellule d’origine : il s’agit des LBGC
primitifs du médiastin, dérivant des lymphocytes B thymiques (5). Ces différents profils ont pu
étre établis grace au gene expression profiling (GEP). La détermination du sous-type moléculaire
est un élément important lors du diagnostic de LBDGC, notamment en tant que facteur
pronostique : les patients atteints de LBDGC de type GCB présentent une meilleure survie ainsi
gu’une meilleure réponse au traitement que ceux atteints de LBDGC de type ABC (4,5). L’analyse
par GEP étant peu disponible et co(iteuse, plusieurs algorithmes immunohistochimiques ont été
établis, avec une fiabilité acceptable. Parmi eux, le plus utilisé est I'algorithme de Hans (Figure
1), basé sur I'expression immunohistochimique du CD10, du BCL6 et de MUM-1 par les cellules
tumorales (seuil de positivité 30%), avec une concordance de 70% avec |'analyse par GEP (6,7).
Cet algorithme permet de classer les LBDGC en deux phénotypes : GC et non-GC (correspondant
respectivement aux sous-types GC et ABC définis par GEP). Par ailleurs, il est a noter que 10 a

15% des LBDGC restent inclassables selon leur cellule d’origine (3).

GC

+ +

CD10 (230%) MUM1 (230%)

+

BCL6 (230%) GC

Figure 1 : Algorithme de Hans



Lymphomes B diffus a grandes cellules, SAl  Variants morphologiques
Centroblastiques
Immunoblastiques
Anaplasiques
Autres variants rares (stroma myxoide,
pseudo-rosettes, etc.)
Sous-types moléculaires
Sous-type Germinal centre B-cell
Sous type Activated B-cell

Autres lymphomes B a grandes cellules LBGC riche en lymphocytes T/histiocytes
LBDGC primitif du systéme nerveux central
LBDGC primitif cutané, de type jambe
LBDGC EBV-positif, SAI
LBDGC associé a une inflammation chronique
Granulomatose lymphomatoide
LBGC avec réarrangement IRF4
LBGC primitif du médiastin (thymique)
LBGC intra-vasculaire
LBGC ALK-positif
Lymphome plasmablastique
LBDGC HHV8-positif*

Lymphome primitif des séreuses

Lymphomes B de haut grade Lymphomes B de haut grade avec réarrangements de
MYC et BCL2 etfou de BCL6
Lymphomes B de haut grade, SAI

Lymphomes B inclassables Lymphomes B inclassables, avec caractéristiques
intermédiaires entre un LBDGC et un lymphome de
Hodgkin classique

*entité provisoire
LBDGC : lymphome B diffus a grandes cellules
LBGC : lymphome B a grandes cellules

Tableau 1 : Lymphomes B a grandes cellules

Classification OMS 2016 des Tumeurs des Tissus Hématopoiétiques et Lymphoides
1.3 - Clinique

Les patients atteints de LBDGC présentent une masse, rapidement croissante, pouvant
atteindre un ou plusieurs sites ganglionnaires. Les patients peuvent étre par ailleurs
asymptomatiques, ou présenter des symptomes « B » (fieévre, sueurs nocturnes, perte de poids).
En cas d’atteinte extra-ganglionnaire, les patients peuvent également présenter des symptomes

plus spécifiques en fonction de I'organe atteint (3,5).



1.4 - Histologie

Histologiquement, on retrouve un ganglion dont |'architecture est en partie ou
totalement détruite par une prolifération diffuse faite de cellules lymphoides de taille moyenne
ou grande, pouvant également infiltrer le tissu péri-ganglionnaire. Les trois variantes
morphologiques les plus communes sont, par ordre de fréquence :
-Centroblastique : cellules de taille moyenne a grande, avec noyaux renfermant 2 a 4 nucléoles

collés a la membrane nucléaire, et cytoplasme amphophile peu abondant,

-Immunoblastique : cellules au noyau renfermant un seul nucléole central proéminant, et au

cytoplasme plus abondant et basophile,

-Anaplasique : cellules de taille grande a tres grande, avec noyaux bizarres et important

pléomorphisme nucléaire.

La plupart du temps, on observe des centroblastes mélés a des immunoblastes (3) (Figure 2).
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Figure 2 : Lymphome B diffus a grandes cellules (HE, X40)

fleche noire : centroblaste, fleche bleue : immunoblaste

En immunohistochimie, les cellules tumorales expriment les marqueurs pan-B (PAX5,
CD20, CD19, CD22, CD79a). Le CD30 est exprimé dans 10 a 20% des cas, le CD5 dans 5 a 10% des
cas. L'index de prolifération évalué avec le Ki67 varie de 40% a plus de 90%. Les autres marqueurs
a réaliser, pour définir la classification, le pronostic ou la prise en charge sont I'EBV, le BCL2, le

BCL6, Le CD10, le MUM1 et MYC (3).



1.5 - Pronostic

Avec l'association du Rituximab (anticorps monoclonal anti-CD20) a la classique
chimiothérapie par CHOP (Cyclophosphamide Doxorubicine Vincristine Prednisone), le pronostic
des patients atteints de LBDGC s’est nettement amélioré, avec des taux de survie globale
avoisinant les 65%, sous R-CHOP (3,8,9). Le meilleur outil pour stratifier les patients selon leur
pronostic a ce jour est I'IPl (International Prognostic Index) qui associe 5 variables clinico-
biologiques (10,11). Cependant, on retrouve encore au sein de chaque groupe une hétérogénéité
pronostique. Ceci s’explique par le fait que I'IPl ne reflete pas certaines caractéristiques
cytogénétiques. Par exemple, des translocations des genes BCL2 et MYC sont associées a un plus

faible pronostic (12,13).
2 - Lymphomes B diffus a grandes cellules primitifs du SNC
2.1 - Définition

Les lymphomes B diffus a grandes cellules primitifs du systéme nerveux central (LBDGC-
SNC) sont des LBDGC se développant dans le cerveau, la moelle épiniére, les leptoméninges ou
les yeux. Les cas qui sont exclus de cette entité sont: les lymphomes de la dure-mere, les
lymphomes B a grandes cellules intra-vasculaires, les lymphomes avec atteinte systémique, et
les lymphomes associés a une immunodépression (3,4). Cette entité a été individualisée pour la
premiére fois dans la 4°me édition de la classification OMS des tumeurs des tissus

hématopoiétiques et lymphoides, en 2008 (14).
2.2 - Epidémiologie

Les LBDGC-SNC sont des lymphomes rares : avec une incidence annuelle de 0.44 a 0.47
cas pour 100000 personnes, ils représentent 1% de I'ensemble des lymphomes et 2 a 3% des
tumeurs du systéme nerveux central (3,15). Depuis le début des années 2000, il a été observé
une augmentation de l'incidence de ces lymphomes, notamment chez les plus de 60 ans (3). Par
ailleurs, il est a noter que les LBDGC-SNC constituent plus de 95% des lymphomes du systéme

nerveux central (16).

Les LBDGC-SNC peuvent se déclarer a tout age, avec un pic d’incidence entre la cinquiéme
et la septieme décade, et un age moyen au diagnostic de 56 ans. Le sex-ratio est de 3 hommes

pour 2 femmes (3).



2.3 - Clinique et imagerie

La présentation clinique des LBDGC-SNC est variable selon la région du SNC atteinte, et
peut comprendre un ou plusieurs des symptémes suivants : troubles cognitifs, ralentissement
psychomoteur, déficits neurologiques focaux, convulsions, signes d’hypertension intracranienne.

Ces symptOomes peuvent évoluer sur plusieurs semaines (3,17).

La technique d’imagerie la plus sensible pour la détection des LBDGC-SNC est I'IRM. La
présentation la plus fréquente est celle d’'une masse unique relativement homogéne, avec
cedeme péri-tumoral limité (Figure 3). La localisation la plus fréquemment retrouvée de cette
pathologie est I'espace supra-tentoriel (3,17). Il a longtemps été difficile de différencier en
imagerie les lymphomes primitifs du SNC des autres tumeurs malignes du SNC, mais des critéres
récents, comme la plus haute densité cellulaire et la vascularisation moins développée des

lymphomes par rapports aux autres lésions ont permis d’affiner le diagnostic (18).

Figure 3: IRM cérébrale : masse frontale correspondant a un lymphome du SNC

2.4 - Pronostic et scores pronostiques

Les LBDGC-SNC ont un pronostic bien plus faible que leurs homologues systémiques. En
effet le taux de survie a 5 ans de ces deux entités est de 26,9% et de 65,5%, respectivement (19).
Malgré des taux de réponse élevés aux traitements de premiere ligne, les LBDGC-SNC montrent
une forte proportion de rechutes (20). Cela suggere des propriétés particuliéres de ces tumeurs
(pouvant étre liées a leur topographie, au microenvironnement tumoral, ou encore a certaines

caractéristiques moléculaires), dont certaines sont encore insuffisamment explorées.



Deux scores couramment utilisés permettent de stratifier les patients atteints de
lymphomes primitifs du SNC selon leur pronostic. Le premier, I'International Extranodal
Lympoma Study Group (IELSG), indique cing variables associées a un mauvais pronostic : I'age
supérieur a 60 ans, le statut de performance selon I'OMS supérieur a 1, un taux sanguin élevé de
lactate dehydrogenase (LDH), une concentration en protéines élevée dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR) et l'infiltration profonde du SNC (atteinte des régions péri-ventriculaires, des
noyaux gris centraux, du tronc cérébral et/ou du cervelet). Ces variables permettent de classer
les patients en trois groupes de risque : risque faible, intermédiaire ou élevé (21). Le deuxieme,
le Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) prognostic model, permet de classer les
patients en trois groupes pronostiques : groupe 1 si I’age est inférieur a 50 ans, groupe 2 si I’age
est supérieur ou égal a 50 ans avec un score de performance selon Karnofsky supérieur ou égal
a 70, et enfin groupe 3, avec le moins bon pronostic, si I'age est supérieur ou égal a 50 ans avec

un score de performance selon Karnofsky inférieur a 70 (22).
2.5 - Histologie

L’établissement du diagnostic histologique de LBDGC-SNC se fait préférentiellement sur

biopsie stéréotaxique.

Les LBDGC-SNC sont généralement des tumeurs tres cellulaires, constituées de cellules de
grande taille aux noyaux pléomorphes avec nucléole mal défini. Ces Iésions présentent un mode
de croissance hétérogéne, mal délimité avec une organisation angio-centrique (Figure 4). Ainsi,
les cellules tumorales infiltrent le parenchyme neural et les espaces sous-arachnoidiens depuis
ces couronnes péri-vasculaires, avec un front d’invasion tant6t bien délimité, tantot sous forme
de cellules isolées. Il est souvent également observé de la nécrose, et/ou un infiltrat

inflammatoire de contact (3,17,23).

En immunohistochimie, les cellules expriment les marqueurs B : PAX5, CD19, CD20, CD22,
CD79a. Elles n’expriment pas le CD138. La majorité de ces tumeurs expriment BCL6 et MUM1,
tandis que le CD10 est exprimé dans moins de 10% des cas. Sauf exceptions, ces tumeurs sont

négatives pour I'EBV (3).

De plus, il a été observé que I'immense majorité des LBDGC-SNC sont de phénotype non-

GC (sous-type ABC) (24).



100 pm

Figure 4 : Lymphome B diffus a grande cellules primitif du systéme nerveux central :

organisation angio-centrique (Haut, HE x10) et cellularité élevée (Bas, HE x20)

2.6 - Prise en charge

Le passage de la barriere hémato-encéphalique représente une difficulté majeure dans le
traitement des LBDGC-SNC. La pierre angulaire de ce traitement est le Méthotrexate, dont
I’administration a hautes doses permet le passage de la barriere hémato-encéphalique(17). Il est
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le plus souvent associé a d’autres agents tels que la Cytarabine et le Rituximab. D’autres prises
en charge peuvent étre proposées au cas par cas comme |'autogreffe de cellules souches ou une

radiothérapie panencéphalique (25).

Cependant, la toxicité de ces traitements n’est pas négligeable (notamment la
neurotoxicité secondaire a la radiothérapie panencéphalique) (15,17,26), et la prise en charge
des LBDGC-SNC réfractaires ou en rechute est mal définie, manquant d’essais de puissance
suffisante du fait de la faible incidence de cette pathologie. De nouveaux agents thérapeutiques

prometteurs sont apparus mais sont encore a I'étude (27).
3 - Points de contrdle immunitaires/Immune Checkpoints

L’'homéostasie du systéme immunitaire est assurée par |'expression coordonnée de
signaux inhibiteurs ou stimulateurs. Certains de ces mécanismes sont exploités par les tumeurs

pour contrer la réaction immunitaire anti-tumorale.
3.1 - Généralités sur les Immune Checkpoints

Physiologiquement, les immune checkpoints, ou points de contréle immunitaires,
permettent une régulation de la réponse immunitaire, et ainsi le maintien de la tolérance du soi,
en prévenant I'auto-immunité (28). Plusieurs voies de signalisation permettent de moduler en
intensité et en durée la réponse des lymphocytes T, initiée a partir des TCR (T-Cell Receptors)

(29).

Les immune checkpoints représentent I'un des mécanismes utilisés par les tumeurs pour
échapper a l'immunité (30). En effet, les cellules tumorales ou certaines cellules du
microenvironnement tumoral peuvent exprimer des protéines inhibitrices, résultant en une
inactivation des lymphocytes T (29). Dans ce cadre, les deux voies les plus étudiées dans la

littérature sont CTLA-4 et ses ligands CD80 et CD86, et PD-1 et ses ligands PD-L1 et PD-L2 (28).

Les premieres applications thérapeutiques de I'étude des immune checkpoints sont
apparues a la fin des années 1990, avec mise en évidence d’une réduction significative de la
croissance tumorale suite a I'administration d’anticorps anti-CTLA-4, notamment chez des souris

(312).



3.2 -PD-1/PD-L1
3.2.1 - Mécanismes d’action

La protéine PD-1 (Programmed Cell Death 1) est codée par le gene PDCD1 situé en 2q37.3.
Cette protéine est exprimé dans les lymphocytes T CD4 + et CD8+ activés, dans les lymphocytes
B naifs et activés, dans les cellules dendritiques myéloides et, a plus faible intensité, dans les

monocytes (32).

Les deux ligands de PD-1 sont PD-L1 (Programmed Cell Death Ligand 1) et PD-L2
(Programmed Cell Death Ligand 2), codés respectivement par les génes CD274 et PDCD1LG?2,
situés tous deux en 9p24.1. lIs appartiennent a la famille des récepteurs B7, qui jouent un réle
de régulation de la réponse immunitaire. Dans les tissus normaux, I'expression de PD-L1 est
observée sur les lymphocytes T folliculaires, les macrophages et un sous-groupe de cellules
dendritiques du tissu lymphoide, les syncytiotrophoblastes du placenta, et les cellules
dendritiques dans les poumons et le foie. PD-L2 est exprimé a de faibles niveaux d’intensité, dans
certains sous-groupes de lymphocytes T CD4 + ou CD8 + activés, les cellules dendritiques
myéloides, les monocytes, les cellules endothéliales et les syncytiotrophoblastes placentaires.
L’expression de PD-L1 et de PD-L2 est induite par des signaux inflammatoires tels que I'interféron
gamma (IFN-y), le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages (GM-

CSF) et I'Interleukine 4 (1L-4)(32,33).

Physiologiquement, cette voie de signalisation a pour fonction de limiter certaines
réponses immunitaires médiées par les lymphocytes T. Les ligands PD-L1 et PD-L2 exprimés par
les cellules présentatrices d'antigene, les cellules dendritiques et les macrophages se lient au
récepteur PD-1 sur les cellules T activées. Cette liaison induit, via plusieurs voies de signalisation,
une inhibition de I'activation et de la prolifération cellulaire des lymphocytes T. Lors d’une
stimulation antigénique prolongée, il se produit une régulation a la hausse de PD-1, provoquant

un épuisement des lymphocytes, qui deviennent alors totalement dysfonctionnels (32,34-36).
3.2.2 - Applications

Lors d’un processus néoplasique, le systeme immunitaire reconnait les antigenes
tumoraux, entrainant une réaction immunitaire visant a controler la prolifération tumorale. Pour
échapper a ce mécanisme de défense de I'organisme, de nombreuses tumeurs solides utilisent

la voie PD-1/PD-L1 et son action inhibitrice des lymphocytes T. Il a été démontré que I'expression
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de PD-L1 par les cellules tumorales ou encore les macrophages du microenvironnement tumoral
est associée a un pronostic plus faible dans plusieurs tumeurs solides ou hématologiques (34,37

40).

L'expression de PD-L1 par les cellules tumorales peut étre extrinséque (inductible) ou
intrinseque (constitutive). Les facteurs extrinseques induisant une expression de PD-L1 par les
cellules tumorales sont la sécrétion d’INF-y par les lymphocytes T, ce qui suggére un mécanisme
de défense immunitaire adaptatif ; I’hypoxie, secondaire a une vascularisation anormale de la
tumeur ; les Toll-like receptors (TLRs). Les facteurs intrinseques susceptibles de mener a une
expression de PD-L1 sont tout d’abord les anomalies cytogénétiques impliquant 9p24.1:
amplifications, gains, translocations. Les autres mécanismes intrinséques sont I'infection a EBV,
une activation constitutive de la voie JAK/STAT, une interruption de la 3’-Untranslated Region
(3’-UTR) de PD-L1. Le mécanisme induisant I'expression de PD-L1 varie d’un type de cancer a un

autre (32,41).

L’action inhibitrice de la voie PD-1/PD-L1 sur la réponse immunitaire anti-tumorale en fait
une cible thérapeutique intéressante (Figure 5). Les anticorps anti-PD-1 (Nivolumab,
Pembrolizumab, Pidilizumab) sont des anticorps monoclonaux qui empéchent l'interaction entre
PD-1 et ses ligands PD-L1 et PD-L2, ce qui entraine une restauration de la cytotoxicité des
lymphocytes T, de la production de cytokines et de la prolifération cellulaire, et in fine, la lyse des
cellules tumorales (34). Ces anticorps, Nivolumab en téte, ont montré leur efficacité dans
plusieurs cancers solides et hémopathies, avec une sécurité satisfaisante. Notamment, on peut
citer I'approbation récente du Nivolumab dans le traitement des lymphomes de Hodgkin
réfractaires ou en rechute. Il est également intéressant de noter que la réponse aux anti-PD-1 est
souvent corrélée a l'expression de PD-L1. Il existe également des anticorps anti-PD-L1

(Durvalumab, Atezolizumab, et Avelumab) encore en phase d’essai (34,42—45).
3.2.3 - PD-1/PD-L1 dans les LBDGC-SNC

On retrouve dans la littérature des taux d’expression variables de PD-1 et PD-L1 dans les
LBDGC-SNC : les lymphocytes du microenvironnement (TILs) expriment PD-1 dans 8 a 98% des
cas, les cellules tumorales expriment PD-L1 dans O a 58% des cas, et les macrophages du
microenvironnement (TAMs) expriment PD-L1 dans 20 a 83% des cas (23,46-53). Ces données
sont mal corrélées a I’évolution clinique des patients, ou montrent des impacts pronostiques
divergents. En effet, certaines études montrent, de maniére non significative, que la présence de
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TILs PD-1+ semble associée a une survie plus courte, tandis que I'expression de PD-L1 par les
cellules tumorales a tendance a étre associée a un meilleur pronostic (48,49,51) ; alors qu’une
autre étude montre au contraire que I'expression de PD-L1 est un facteur de mauvais pronostic,

tandis qu’un fort nombre de TILs PD-1+ est un facteur de bon pronostic (53).

Il est retrouvé dans les LBDGC-SNC des altérations de 9p24.1, avec fréquemment des
altérations du nombre de copies (CNA, copy number alterations) et, plus rarement des
translocations des génes de PD-L1 ou PD-L2. Ces anomalies sont généralement associées a une

surexpression de PD-L1 et/ou de PD-L2 (54-56).

Lymphocyte T

Cellule tumorale

Aberrations 9p24.1
EBV

JAK/STA
Interruption 3’-UTR

IFN-y
Hypoxie
TLR

Lymphocyte T

Cellule tumorale

Figure 5 : Mécanismes d’expression et d’action de PD-L1 dans les cellules tumorales et

application thérapeutique (Anticorps anti-PD-1)
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4 - Microenvironnement tumoral

L'étude des différents constituants du microenvironnement tumoral a permis de mieux
comprendre les interactions entre cellules tumorales et systeme immunitaire, et ainsi d’apporter
des précisions pronostiques voire théranostiques. Les deux éléments les plus importants du
microenvironnement tumoral sont les macrophages associés a la tumeur (Tumor-associated
macrophages ou TAMs) et les lymphocytes infiltrant la tumeur (Tumor-infiltrating lymphocytes

ou TILs).
4.1 - Tumor-associated macrophages (TAMs)

Les macrophages peuvent étre classés en deux lignées, qui different par leur
immunophénotype et leur fonction: les macrophages M1 pro-inflammatoires, et les
macrophages M2 pro-tumoraux. Cette différenciation, ou « polarisation », en macrophage M1
ou M2 se fait sous l'influence de facteurs du microenvironnement, et notamment de certaines
molécules issues des cellules tumorales, dont le but est de détourner les fonctions des

macrophages vers la promotion tumorale (57—-60).

Les cellules tumorales jouent également un role sur le recrutement des macrophages au
niveau du site tumoral : en effet, les TAMs proviennent des monocytes circulants sanguins, via
I'action de différents facteurs dérivés des cellules tumorales, dont le plus important est la

chimiokine CCL2 (61).

Les macrophages M1 sont, physiologiquement, des cellules effectrices luttant contre les
agents pathogenes. En condition tumorale, ils produisent des cytokines pro-inflammatoires,
permettant de stimuler la réponse immune anti-tumorale. Les macrophages M2, qui expriment
CD163 et CD204, protegent les cellules tumorales, stimulent leur prolifération, favorisent
I’'angiogeneése, facilitent les métastases et contribuent a I'immunosuppression notamment via la
production de cytokines, de facteurs de croissance et de protéases (30,57,62). Pour rappel, les

TAMs peuvent également inhiber la réponse immune anti-tumorale via I'expression de PD-L1.

Dans la littérature, la densité de TAMs est le plus souvent corrélée a un pronostic plus
faible, une moins bonne réponse au traitement ou encore a la croissance tumorale (57,63,64).
Cependant, leur évaluation avec le CD68 seul montre des résultats contradictoires concernant la
corrélation avec la survie ou le pronostic. L'étude des TAMs a I'aide de I"anticorps anti-CD163

(évaluation du nombre de macrophages CD163+ ou du ratio CD163/CD68), ciblant les
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macrophages M2 pro-tumoraux, montre, en revanche, une bonne corrélation entre le nombre
augmenté ou la proportion élevée de ces macrophages et un pronostic moins favorable,

notamment dans les LBDGC (65-70).

A l'ére de limmunothérapie, les TAMs peuvent étre envisagés comme cible
thérapeutique. En effet, il a été montré que la croissance tumorale et le nombre de sites
métastatiques peuvent étre considérablement réduits en diminuant la population de
macrophages dans le tissu tumoral. Plusieurs options existent ou sont a I’étude pour y parvenir :
bloquer le recrutement de monocytes par la tumeur, éliminer les TAMs présents dans le tissu
tumoral, reprogrammer les TAMs en macrophages M1 pro-inflammatoires, ou encore de

neutraliser certains effets pro-tumoraux des TAMs (57,62).
4.2 - Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs)

Il a été démontré qu’un nombre élevé de TlLs ou une forte proportion de TILs parmi les
composants du microenvironnement est le plus souvent associé a un meilleur pronostic (61,71) ;
ou encore qu’a contrario un faible nombre de TILs est associé non seulement a un plus faible
pronostic mais aussi a une résistance a I'immunothérapie (72,73). Le nombre de TILs CD4+ a aussi
un impact sur le pronostic : il est associé a de meilleurs résultats notamment dans les LBDGC

(71,73,74).

Les TILs CD4+ et CD8+ peuvent indépendamment avoir des effets anti-tumoraux,
cependant il semble que la présence a la fois de lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés soit

nécessaire a une réponse immunitaire anti-tumorale optimale (75,76).

Les TILs peuvent également jouer un role dans I'immunité anti-tumorale via I'expression

de PD-1.
4.3 - Particularités du microenvironnement tumoral dans les LBDGC-SNC

Le microenvironnement des lymphomes B dépend généralement du tissu ou la tumeur
est développée (77). Une des particularités principales du microenvironnement des LBDGC-SNC
réside dans le fait que le SNC est un « site immun privilégié », étant séparé de la circulation
générale par la barriere hémato-encéphalique (BHE). Le recrutement de cellules immunes
circulantes est donc plus difficile, ce qui peut contribuer a une efficacité moindre de la réponse

immunitaire anti-tumorale. En effet, dans le microenvironnement des LBDGC-SNC, l'infiltrat de
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lymphocytes T mais aussi de macrophages, CD68+ et CD163+, est moindre que dans le

microenvironnement des LBDGC systémiques (30,78,79).

La composition du microenvironnement tumoral des LBDGC-SNC est encore
insuffisamment connue. Néanmoins, certaines études ont permis de souligner certaines
caractéristiques. Il semble tout d’abord que les TILs dans les LBDGC-SNC soient composés en
majorité de cellules T CD8+, ce qui correspond également aux données retrouvées dans les
LBDGC-SAI (47,80,81). Les TAMs sont le plus souvent des macrophages de type M2 (pro-
tumoraux), avec un impact pronostique : tandis qu’un nombre élevé de macrophages CD68+ est
corrélé a un meilleur pronostic, un nombre élevé de macrophages CD204+ ou un ratio

CD204/CD68 augmenté est associé a une plus faible survie (30,82).

Le pattern de croissance des LBDGC-SNC est également un élément a prendre en compte :
comme il a été décrit précédemment, ils montrent une organisation angio-centrique, souvent
associée a une infiltration des parois vasculaires. |l a également été mis en évidence le fait que,
dans les LBDGC-SNC, les TlLs, et notamment les TILs PD-1+, s’accumulent le plus souvent dans les
zones péri-vasculaires. Cette répartition particuliere des cellules tumorales et du
microenvironnement serait due a I'expression de chimiokines spécifiques par les macrophages
péri-vasculaires et les péricytes (23,47,81). L'ensemble de ces éléments semble jouer un réle

dans l'interaction entre les LBDGC-SNC et le systeme immunitaire.

Une meilleure connaissance des particularités du microenvironnement tumoral des
LBDGC-SNC pourrait aider a expliquer leur pronostic péjoratif, mais aussi a pouvoir adapter au

mieux la prise en charge de cette pathologie, notamment en deuxieéme ligne.
5 - Objectifs de I’étude

Les lymphomes B diffus a grandes cellules primitifs du systéme nerveux central
constituent donc une entité encore mal étudiée, du fait de sa faible incidence et de sa
localisation, ne permettant pas I'obtention d’un matériel suffisamment abondant pour une
utilisation a des fins de recherche, et dont le pronostic est bien plus faible que celui des LBDGC
systémiques. Par ailleurs, les connaissances croissantes sur les immune checkpoints et le
microenvironnement tumoral permettent d’améliorer la compréhension des interactions entre
tumeur et systeme immunitaire, et ainsi de mieux évaluer le pronostic des patients mais aussi

d’établir de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Les objectifs de cette étude sont donc d’une part d’étudier la voie PD-1/PD-L1 dans les
LBDGC-SNC, en analysant I’expression immunohistochimique de PD-1 et PD-L1, et en recherchant
des réarrangements du géne PD-L1 par FISH (Fluorescence in situ hybridization) ; et d’autre part
de mieux caractériser la composition du microenvironnement tumoral des LBDGC-SNC. Le but
est de renforcer les données de la littérature, de comprendre les mécanismes d’expression de
PD-L1, de mettre en évidence des facteurs pronostiques permettant de stratifier les patients mais
aussi d’expliquer la différence de pronostic entre les LBDGC-SNC et leurs homologues

systémiques, et enfin d’établir de potentielles cibles thérapeutiques.
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MATERIEL ET METHODES
1 - Sélection des patients

57 patients des Centres Hospitalo-Universitaires (CHU) de Montpellier et Nimes,
nouvellement diagnostiqués pour un LBDGC-SNC entre Mars 2002 et Ao(it 2018, sur biopsies pré-
traitement, ont été rétrospectivement sélectionnés. Il s’agissait de patients immunocompétents,
et les cas de lymphomes B de bas grade antérieurs ou concomitants ainsi que les cas de LBDGC

systémiques avec atteinte secondaire du SNC ont été exclus.

L'étude a été approuvée par un comité d'éthique local (Centre des ressources biologiques,
CRB, Montpellier) conformément a la déclaration d'Helsinki. Le consentement écrit des patients

a été obtenu.
2 - Données cliniques

Pour tous les patients, le sexe, I'age au diagnostic ainsi que la date du diagnostic ont été
recueillis. Les données suivantes ont également été recueillies lorsqu’elles étaient disponibles :
le type de prise en charge initiale, la réponse thérapeutique, les évenements carcinologiques au
cours du suivi, la date et le statut du dernier suivi, ainsi que les différents éléments permettant
d’établir les scores pronostiques du LBDGC-SNC (statut de performance de I’'OMS, taux sanguin

de LDH, protéinorachie, présence ou non d’une infiltration profonde du SNC).

Ces données ont été collectées a partir des logiciels de gestion du dossier médical patient
du CHU de Montpellier, du CHU de Nimes et de I'Institut du Cancer de Montpellier (ICM-Val

d’Aurelle) selon le lieu de suivi et de prise en charge des patients.
3 - Etude histologique

L’'ensemble des cas a été relu par deux pathologistes référents en neuropathologie et en
hématopathologie (VR et VS). Le diagnostic de LBDGC-SNC a été posé sur biopsies stéréotaxiques
colorées par I'nématoxyline-éosine (HE) et selon la classification OMS 2016 des Tissus

Hématopoiétiques et Lymphoides.
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4 - Etude immunohistochimique et cytogénétique
4.1- Technique immunohistochimique

Les techniques immunohistochimiques ont été réalisées sur des coupes tissulaires de 3
pum d'épaisseur, provenant de blocs fixés en formol et inclus en paraffine, déparaffinées et
réhydratées et soumises a une technique de récupération d'antigene. Ces coupes ont ensuite été
immuno-colorées sur un automate de coloration Ventana Benchmark XT (Ventana Tucson,
Arizona, Etats-Unis), en utilisant les anticorps suivants conformément aux instructions des

fabricants : CD20, PAX5, CD3, CD5, CD4, CD8, CD10, BCL6, MUM1, P53, MYC, CD68, CD163, Ki-
67, PD-1, PD-L1 (Tableau 2).

Anticorps Clone Fabricant Dilution
CD20 L26 Dako, Denmark A/S 1:300
PAX5 DAK-PAX5 Dako, Denmark A/S 1:25
CD3 2GV6 PREP Kit Ventana, USA _
CD5 ac7 Dako, Denmark A/S 1:100
CD4 SP35 PREP Kit Ventana, USA _
CD8 SP57 PREP Kit Ventana, USA _
CD10 56C6 Menarini, California USA 1:10
BCL6 G119E/A8 PREP Kit Ventana, USA _

MUM1 MUM1p Dako, Denmark A/S 1:50
P53 DO7 PREP Kit Ventana, USA _
MYC EP121 Epitomics, Burlingame, CA, USA 1:100
CD68 KP1 Dako, Denmark A/S 1:400

CD163 MRQ-26 PREP Kit Ventana, USA _
KI-67 30-sept PREP Kit Ventana, USA _
PD-1 NAT105 Abcam, Paris, France 1:100

PD-L1 E1L3N Cell signaling, Leiden, The Netherlands 1:200

Tableau 2 : Caractéristiques des anticorps utilisés

L'association avec 'EBV a été étudiée par hybridation in situ en utilisant une sonde EBER

(EBV-encoded small RNA).

Selon les données de la littérature, |'expression des protéines MUM1, MYC et P53 était

considérée comme positive si un marquage nucléaire était observé respectivement dans au

moins 30%, 40% et 10% des cellules tumorales (10,83).

L’'ensemble des immunohistochimies ont été lues par deux pathologistes (VS et MP), en

aveugle des données cliniques.
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4.2 - Evaluation de I’expression de PD-L1 par les cellules tumorales

Afin de mieux évaluer |'expression de PD-L1 par les cellules tumorales, un double
marquage PAX5/PDL1 a été réalisé. En effet, les cellules marquées a la fois par le marqueur B
PAX5 et par PD-L1 pouvaient avec certitude étre identifiées comme des cellules tumorales
exprimant PD-L1. Ceci a permis de ne pas considérer a tort une simple expression de PD-L1 par
les cellules du microenvironnement tumoral comme étant une expression de PD-L1 par les
cellules tumorales. Ainsi, le pourcentage de cellules tumorales exprimant PD-L1 correspondait au
pourcentage de cellules avec double marquage parmi I'ensemble des cellules marquées par

PAXS5.

Pour PD-L1, une expression positive était retenue devant un marquage membranaire
et/ou cytoplasmique, d’intensité quelconque, dans au moins 1% des cellules tumorales (84). La
positivité de PD-1 était également retenue en cas de marquage membranaire et/ou

cytoplasmique, de toute intensité, dans au moins 1% des cellules tumorales (85).
4.3 - Evaluation de la composition du microenvironnement

Concernant les TAMs, le CD68 a été utilisé comme marqueur « pan-macrophage »
(macrophages M1 et M2), et le CD163 comme marqueur des macrophages M2. La densité de
macrophages, estimée a l'aide de I’anticorps anti-CD68 a été évaluée de maniere semi-
guantitative, définissant quatre groupes: (0) absent, (1) faible, (2) intermédiaire et (3) élevé.
Pour chaque cas, le ratio CD68+/CD163+ a été calculé. L'expression de PD-L1 par les TAMs a
également été analysée, en utilisant le pourcentage de TAMs PD-L1+ (donc aprés exclusion des

cellules double-marquées PAX5 et PD-L1) parmi les cellules CD68+.

Pour les TiLs, leur densité, estimée a I'aide du CD3, a également été classée en quatre
groupes de densité croissante : (0) absent, (1) faible, (2) intermédiaire et (3) élevé. La proportion
de TILS CD4+ et CD8+ a été mesurée, afin de calculer le ratio de TILs CD4+/CD8+. Enfin,
I’expression de PD-1 par les TlLs a été évaluée et exprimée sous forme de taux TILs PD-1+/ TILs

PD-L1+.
4.4 - Etude par Hybridation in situ en fluorescence (FISH)
Afin de mettre en évidence des réarrangements des génes PD-L1, cMYC, BCL6 et BCL2,

des techniques FISH sur noyaux interphasiques ont été réalisées, suivant le protocole suivant :
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- réalisation de lames blanches avec coupes tissulaires de 3 um,
- chauffage des lames a 56°C avec le systeme ThermoBrite,

- déparaffinage des lames dans un bain de Xyléene, puis réhydratation de lames dans des bains

d’alcool successifs, de concentration décroissante (100°, 90°, 80° ,70°),
- mise des lames dans un bain de citrate a 96°C,
- digestion des membranes dans une solution de pepsine a 37,5°C,

- lavage des lames puis déshydratation dans des bains d’alcool successifs, de concentration

croissante (70°, 80°, 90°, 100°),

- dépot de 2,5 ulL de sonde (PD-L1, cMYC, BCL2 ou BCL6) sur les lames, au niveau d’une zone
d’intérét préalablement sélectionnée, a recouvrir avec des lamelles scellées a I'aide d’une colle

spécifique (Ruber Cement),
- codénaturation des lames a 80°C (5 minutes) a I'aide du systeme ThermoBrite,
- mise en chambre humide des lames, placée au four a 39°C pour hybridation « over night »

- le lendemain, les lamelles sont retirées, puis lavage des lames dans des bains de solutions

stringentes et coloration au DAPI,

- enfin, montage des lames avec du VectaShield et des grandes lamelles, et conservation a 4°C a

I’abri de la lumiere.

Les sondes utilisées (Tableau 3) sont toutes des sondes de séparation encore appelées
« break-appart » ou « split signal ». Ce type de sonde permet de mettre en évidence le
réarrangement d’un géne, indépendamment du géne partenaire. Dans une cellule normale, en
I’'absence de réarrangement, on obtiendra deux signaux de fusion, et en cas de réarrangement

du gene sur un des chromosomes, on obtiendra un signal de fusion et un signal séparé (Figure 6).

Géne Localisation Sonde Fabricant
PD-L1 9p24.1 CD274 Break Apart Probe Empire Genomics
cMYC 8q24 Probe Y5410 Dako A/S
BCL2 18q21 Probe Y5407 Dako A/S
BCL6 3q27 Probe Y5408 Dako A/S

Tableau 3 : Caractéristiques des sondes utilisées en FISH
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L'interprétation des résultats a été pratiquée sur images numérisées. L'acquisition de ces
images a été réalisée a I'aide d’un microscope a fluorescence Leica Axioplan (Zeiss Axio Imager
M1), équipé d’une caméra, couplé a la plateforme de numérisation Metafer, en association avec
le logiciel de capture d’images ISIS (MetaSystem, FISH Imaging System). Ces images étaient
acquises apres détermination de zones d’intérét. Une fois les images numérisées, elles étaient
analysées via le logiciel TissueFish. Pour chaque cas, au minimum 100 noyaux ont été examinés.
Les cas étaient considérés comme positifs pour un réarrangement si au minimum 15% des noyaux

examinés montraient des signaux anormaux.

" i s Point de cassure
Geéne d'intérét
— ——

Cellule normale

Réarrangement l l

=il

Figure 6 : Schématisation d'une technique FISH avec sonde Break Apart

5 - Analyses statistiques

Les tests statistiques ont été réalisés a I'aide du logiciel GraphPad Prism 6.0. Le test exact de
Fisher a été utilisé pour calculer la p-value. Une p-value inférieure a 0.05 était considérée comme

significative.
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RESULTATS
1 - Caractéristiques cliniques et suivi

Les caractéristiques de la population étudiée sont décrites dans le Tableau 4. L’age moyen
au diagnostic était 65,5 ans. Le sex ratio Hommes/Femmes était de 1.28 (32 hommes pour 25

femmes).

La durée moyenne du suivi des patients était de 20 mois (1-72). La plupart des patients
ont été traités par chimiothérapie a base de Méthotrexate a hautes doses, associée au Rituximab.
Une majorité des patients a montré une évolution défavorable, 66% (33/50) d’entre eux
présentant une rechute ou une progression au cours du suivi, et 47,2% (25/53) étant décédés de

la maladie.
2 - Caractéristiques immuno-phénotypiques et moléculaires

La plupart des cas (42/53) présentait un phénotype non-GC, sans différence significative
entre les patients avec cellules tumorales PD-L1 positives ou avec cellules tumorales sans

expression de PD-L1.

En immunohistochimie, il existait une positivité de MYC dans 32,1 % des cas et de BCL2
dans 70,2% des cas. Cependant, il n’a pas été observé de réarrangement de cMYC ou BCL2 en

FISH.

Il a en revanche été retrouvé des réarrangements des genes BCL6 et PD-L1 dans 22,2%

(12/54) et chez 17% (8/47) des cas, respectivement.
3 - Voie PD-1/PD-L1

L'utilisation d’'un double marquage PAX5/PD-L1 a mis en évidence une positivité des
cellules tumorales dans 17,5% (10/57) des cas (Figure 7). Parmi ces cas, une positivité de PD-L1
était observée dans 30% des cellules tumorales au minimum, avec un taux moyen d’expression

de PD-L de 61% (30%-100%).

Concernant I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales, elle n’était pas prédictive du
pronostic des patients : il n’a pas été retrouvé de corrélation significative entre I'expression de
PD-L1 et les différents parametres cliniques, excepté une tendance a présenter un score
pronostique MSKCC plus faible (meilleur pronostic) pour les patients avec expression de PD-L1

par les cellules tumorales (p=0.06).
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Patients avec cellules Patients avec cellules
tumorales PD-L1 + tumorales PD-L1 -
Patients (n=57) (n=10) (n=47) P value

Patients
Age moyen, années (intervalle)

65,5 (41-89)

64 (46-89)

65,5 (41-84)

Hommes, n (%) 32/57 (56,1) 4/10 (40) 28/47 (59,6)

Femmes, n (%) 25/57 (43,9) 6/10 (60) 19/47 (40,4) 0,31
MSKCC : groupe pronostique

Groupe 1, n (%) 8/56 (14,3) 1/9 (11,1) 7/47 (14,9)

Groupe 2, n (%) 25/56 (44,6) 7/9 (77,8) 18/47 (38,3)

Groupe 3, n (%) 23/56 (41,1) 1/9 (11,1) 22/47 (46,8) 0,06*
Score pronostique IELSG

Faible, n (%) 9/36 (25) 2/6(33,3) 7/30 (23,3)

Intermédiaire, n (%) 15/36 (41,7) 4/6 (66,7) 21/30(70)

Elevé, n (%) 12/36 (33,3) 0/6 (0) 12/30 (40) 0,31**
Prise en charge initiale

Palliative (radiothérapie +/- corticothérapie), n (%) 7/51(13,7) 1/9 (11,1) 6/42 (14,3)

Chimiothérapie + rituximab +/- radiothérapie +/- corticothérapie, n (%) 44/51 (86,3) 8/9 (88,9) 36/42 (85,7) 1
Nombre de lignes de chimiothérapie

1, n (%) 15/43 (34,9) 3/7 (42,9) 12/36 (33,3)

>2, n (%) 28/43 (65,1) 4/7 (57,1) 24/36 (66,7) 0,68
Evénements cliniques

RC aprés premiere ligne de traitement, n (%) 19/50 (38) 4/8 (50) 15/42 (35,7) 0,43

RC lors du dernier suivi, n (%) 20/53 (37,7) 5/8 (62,5) 15/45 (33,3)

Vivant avec maladie lors du dernier suivi, n (%) 8/53(15,1) 1/8 (12,5) 7/45 (15,6)

Déces du a la maladie, n (%) 25/53 (47,2) 2/8(25) 23/45 (51,1) 0,13%**

Rechute ou progression, n (%) 33/50 (66) 4/8 (50) 29/42 (69) 0,42
Durée moyenne de suivi, mois (intervalle) 20 (1-72) 23,4 (1-60) 19,1 (1-72) 23



Phénotype des cellules tumorales
Phénotype non-GC, n (%)
Phénotype GC, n (%)
cMYC positif, n (%)

BCL2 positif, n (%)
cMYC/BCL2 positif, n (%)
CD5 positif, n (%)

P53 positif, n (%)

EBER positif, n (%)

PD-L1 positif, n (%)

Cytogénétique
Réarrangement BCL2 positif, n (%)
Réarrangement BCL6 positif, n (%)
Réarrangement cMYC positif, n (%)
Réarrangement PD-L1 positif, n (%)

42/53(79,2)
11/53 (20,8)
18/56 (32,1)
40/57 (70,2)
15/56 (26,8)
2/57 (3,5)
14/55 (25,5)
0/57 (0)
10/57 (17,5)

0/54 (0)
12/54 (22,2)
0/55 (0)
8/47 (17)

7/9 (77,8)
2/9 (22,2)
2/10 (20)
6/10 (60)
1/10 (10)
0/10 (0)
2/8 (25)
0/10 (0)
10/10 (100)

0/9 (0)
2/9(22,2)
0/10 (0)
8/10 (80)

35/44(79,5)
9/44 (20,5)
16/46 (56,5)
34/47 (70,8)
14/46 (30,4)
2/47 (4,3)
12/47 (25,5)
0/47 (0)
0/47 (0)

0/45 (0)
10/45 (22,2)
0/45 (0)
0/37(0)

0,47
0,46
0,26

0,0001

MSKCC: Memorial Sloan-Kettering Cancer Center ; IELSG: International Extranodal Lymphoma Study Group ; RC: rémission compléte ; * Comparaison des
groupes MSKCC 1+2 versus groupe 3 ; ** Comparaison des groupes [ELSG faible+intermediaire versus groupe IELSG élevé ; *** Comparaison de RC versus

vivants avec maladiet+déces dus a la maladie

Tableau 4 : Caractéristiques cliniques, immuno-phénotypiques et cytogénétiques de la population étudiée
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Figure 7 : Double marquage PAX5/PDL1, x40. Marquage cytoplasmique marron avec l'anticorps
anti-PD-L1 et marquage nucléaire rouge avec l'anticorps anti-PAX5

Figure 8 : FISH PD-L1, noyaux montrant un signal de fusion et deux signaux, rouge et vert

sépareés (fleches) témoins d'une translocation du gene PD-L1
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Par ailleurs, il a été retrouvé une association significative de I'expression de PD-L1 par les
cellules tumorales avec la mise en évidence d’une translocation du gene de PD-L1 en FISH
(p=0,0001)(Figures 7 et 8). Parmi les cas avec expression de PD-L1 dans les cellules tumorales,
seulement deux ne présentaient pas de translocation de PD-L1 associée. L'un de ces deux cas
était de phénotype GC, et montrait a la fois des TILS PD-1+ et des TAMs PD-L1+. Le deuxieme cas
était de phénotype non GC, et montrait des TILS PD-1+, sans TAMs PD-L1+. Enfin, ces deux cas

étaient EBER négatifs.
4 - Microenvironnement tumoral
4.1 - Composition du microenvironnement tumoral
Les caractéristiques du microenvironnement tumoral sont présentées dans le Tableau 5.

Il a été mis en évidence, a I'aide de I'anticorps anti-CD3, des TILs dans I'ensemble des cas
étudiés. Ceux-ci étaient le plus souvent faiblement abondants. Les TILs étaient constitués
essentiellement de lymphocytes CD8+ (Figure 9), avec un ratio CD4+/CD8+<1 dans 52,7% (29/55)
des cas. Une forte proportion de cas (69,6%) montrait une expression de PD-1 par les TlLs (Figure

10).

Figure 9 : Etude immunohistochimique des TILs
(A:HEx20,;B:CD3x10; C:CD4 X10; D : CD8 x10)
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Figure 10 : Expression de PD-1 par les TILs (Gauche : HE x20, Droite : PD-1 x20)

L'analyse de la densité de TAMs a 'aide de I'anticorps anti-CD68 a révélé I'absence de
macrophage dans 10,9% (6/55) des cas, une faible densité de macrophages dans 45,5% (25/55)
des cas, une densité modérée dans 34,5% (19/55) des cas et une forte densité dans 9,1% (5/55)
des cas. Les cellules CD68+ montraient dans une grande majorité des cas (95,9%) une co-
expression de CD163, révélant que la plupart des TAMs correspondent a des macrophages M2
(Figure 11). Les TAMs montraient généralement une expression de PD-L1 (28/49, 57,1%), et

rarement une expression de PD-1 (3/37, 6,4%).

I n"a pas été identifié de corrélation entre |'expression de PD-1 dans les TiLs et
I'expression de PD-L1 dans les cellules tumorales (p=0,25). Néanmoins, |'expression de PD-L1
dans les cellules tumorales était significativement associée a une densité élevée de TAMs

(p=0,015) et tendait a étre corrélée a une densité élevée de TILs (p=0,06).

Figure 11 : Etude immunohistochimique des TAMs : mise en évidence de macrophages M2
(Gauche : HE x20, Milieu : CD68 x20, Droite : CD163 x20)
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Patients avec cellules Patients avec cellules
tumorales PD-L1-

tumorales PD-L1+

Patients (n=57) (n=10) (n=47) P value
TiLs

Densité de TILs

0, n (%) 0/57 (0) 0/10 (0) 0/47 (0)

1, n (%) 38/57 (66,7) 4/10 (40) 34/47 (72,3)

2,n (%) 15/57 (26,3) 4/10 (40) 11/47 (23,4)

3,n (%) 4/57 (7) 2/10 (20) 2/47 (4,3) 0,06*
Ratio TILS CD4+/CD8+

CD4+/CD8+ =1, n (%) 17/55 (30,9) 2/10 (20) 15/45 (33,3)

CD4+/CD8+ <1, n (%) 29/55 (52,7) 7/10 (70) 22/45 (48,9)

CD4+/CD8+ >1, n (%) 9/55 (16,4) 1/10 (10) 8/45 (17,8) 1
TILs PD-1+, n (%) 39/56(69,6) 9/10 (90) 30/46 (66,2) 0,25

TAMs

Densité de TAMs

0, n (%) 6/55 (10,9) 2/10 (20) 4/45 (8,9)

1, n (%) 25/55 (45,5) 0/10 (0) 25/45 (55,6)

2,n (%) 19/55 (34,5) 5/10 (50) 14/45 (31,1)

3,n (%) 5/55 (9,1) 3/10 (30) 2/45 (4,4) 0,015*
Ratio CD68+/CD163+

CD68+/CD163+=1,n (%)  47/49(95,9) 7/7 (100) 40/42 (95,2)

CD68+/CD163+ >1, n (%) 2/49 (4,1) 0/7 (0) 2/42 (4,8) 1
TAMs PD-L1+, n (%) 28/49 (57,1) 7/10 (70) 21/39 (53,8) 0,48
TAMs PD-1+, n (%) 3/47 (6,4) 0/7 (0) 3/40 (7,5) 1

TILs: tumor-infiltrating lymphocytes ; TAMs: tumor associated macrophages ; * Comparaison 0+1 versus
2+3; ** Comparaison CD4+/CD8 + <1 versus >1

Tableau 5 : Composition du microenvironnement tumoral
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4.2 - Microenvironnement tumoral et pronostic

Les Tableaux 6 et 7 décrivent la corrélation entre les différents parametres

microenvironnementaux et les différents parametres clinico-pathologiques.

La densité de TILs et le ratio CD4+/CD8+ n’étaient significativement associés a aucun des
parametres clinico-pathologiques étudiés, a |'exception d’une corrélation entre un ratio
CD4+/CD8+ supérieur ou égal a 1 et un score pronostique MSKCC élevé. Par ailleurs, les patients
avec des TlLs PD-1+ montraient une meilleure évolution clinique. En effet, I'expression de PD-1
par les TlLs était significativement corrélée a une rémission compléte lors du dernier suivi, alors
gue les cas avec TILs PD-1- était significativement associés a un plus fort taux de rechute ou de

progression, mais aussi a un plus fort taux de déces dus a la maladie.

La densité de TAMs ne s’est pas révélée prédictive de I’évolution clinique des patients.
Bien que les patients avec une densité élevée de TAMs aient souvent été en rémission compléete
apres le traitement de premiere ligne, il n’a pas été identifié d’impact significatif ni sur la
présentation clinique lors du diagnostic (que ce soit avec le score pronostique MSKCC ou le score
pronostique IELSG), ni sur le statut de la maladie lors du dernier suivi. En revanche, la présence
de TAMs PD-L1+ était significativement corrélée a une meilleure survie : les patients avec TAMs
PD-L1+ ont plus souvent montré une rémission compléte, aprés la premiere ligne de traitement
ou lors du dernier suivi, et ont présenté moins de rechutes ou progressions que les patient sans

expression de PD-L1 par les TAMs.
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Densité Densité faible Ratio CD4+/ Ratio CD4+/
élevée de TiLs de TiLs P value CD8+2>1 CD8+< 1 Pvalue TILs PD-1+ TiLs PD-1- P value

Sexe

Homme, n (%) 10/19 (52,6)  22/38(57,9) 16/26 (61,5)  17/29 (58,6) 21/39(53,8) 11/17 (64,7)

Femme, n (%) 9/19 (47,4) 16/38(42,1) 0,78  10/26(38,5) 12/29(41,4) 1 18/39(46,2) 6/17(35,3) 0,56
MSKCC : groupe pronostique

Groupe 1, n (%) 1/19 (5,3) 7/37 (19) 2/26(7,7) 6/28 (21,4) 1/35(2,9)  4/17 (23,5)

Groupe 2, n (%) 10/19 (52,6)  15/37 (40,5) 9/26(34,6)  15/28(53,6) 19/35(54,3) 6/17 (35,3)

Groupe 3, n (%) 8/19 (42,1) 15/37(40,5) 0,55*  15/26(57,7)  7/28(25) 0,026 15/35(42,9) 7/17(41,2) 1*
Score pronostique IELSG

Faible, n (%) 4/12 (33,3)  5/24(20,8) 4/17 (23,5)  5/18(27,8) 5/22(22,7) 4/13(30,8)

Intermediaire, n (%) 6/12 (50) 9/24(37,5) 7/17 (41,2) 7/18(38,9) 11/22 (50)  4/13(30,8)

Elevé, n (%) 2/12(16,7) 10/24(41,7) 0,26**  6/17(353)  6/18(33,3) 1 6/22(27,3) 5/13(38,4) 0,71**
Prise en charge initiale

Palliative (radiothérapie +/- corticothérapie), n (%) 1/18 (5,6) 6/33(18,2) 4/23(17,4) 3/25(12) 3/35(8,6) 4/15(26,7)

Chimiothérapie + rituximab +/- radiothérapie +/-  17/18 (94,4)  27/33(81,8) 0,4 19/23(82,6)  22/25 (88) 0,67 32/35(91,4) 11/15(73,3) 0,18
Nombre de lignes de chimiothérapie

1, n (%) 8/15 (53,3) 7/28 (25) 6/19 (31,6) 8/20 (40) 14/29 (48,3)  0/11(0)

>2, n (%) 7/15 (46,7)  21/28(75) 0,09  13/19(68,4)  12/20(60) 0,74  15/29(51,7) 11/11(100) 0,004
Evénement clinique

RC aprés la premiére ligne de traitement, n (%) 9/16 (56,25) 10/34 (29,4) 0,11 9/22 (41) 9/20 (45) 1 17/30(56,7) 1/11(9,1) 0,01

RC lors du dernier suivi, n (%) 8/17 (47,1)  12/36(33,3) 9/25(36)  10/26(38,5) 18/36 (50)  2/16 (12,5)

Vivant avec maladie lors du dernier suivi, n (%) 1/17 (5,9) 7/36(19,4) 4/25 (16) 4/26 (15,4) 6/36(16,7) 2/16(12,5)

Déceés du a la maladie, n (%) 8/17 (47,1) 17/36(47,2) 0,38***  12/25(48)  12/26(46,1) 1 12/36(33,3) 12/16(75) 0,01%***

Rechute ou progression, n (%) 8/15(53,3)  25/35(71,4) 0,33 17/25(68)  15/23 (65,2) 1 18/34(52,9) 15/16(93,8) 0,0008
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Phénotype non-GC

Oui, n (%) 13/18(72,2)  29/35 (82,9) 20/25 (80) 21/27 (77,8) 29/37(78,4) 12/15(80)

Non, n (%) 5/18(27,8)  6/35(17,1) 0,48 5/25 (20) 6/27 (22,2) 1 8/37(21,6)  3/15(20) 1
Cellules tumorales PD-L1+

Oui, n (%) 6/19 (31,6) 4/38 (10,5) 3/26(11,5) 7/29 (24,1) 9/39(23,1) 1/17(5,9)

Non, n (%) 13/19 (68,4) 34/38(89,5) 0,067  23/26(88,5) 22/29(75,9) 0,3  30/39(76,9) 16/17(94,1) 0,25
Réarrangement PD-L1 positif

Oui, n (%) 5/17 (29,4) 3/30(10) 3/23 (13) 5/23(21,7) 7/33(21,2) 1/12(8,3)

Non, n (%) 12/17 (70,6)  27/30(90) 0,12 20/23(87) 18/23(78,3) 0,69  26/33(78,8) 11/12(91,7) 0,42
Réarrangement BCL6 positif

Oui, n (%) 4/17 (23,5) 8/37(21,6) 5/24(20,8) 7/28 (25) 10/39(25,6) 2/14(14,3)

Non, n (%) 13/17 (76,5) 29/37 (78,4) 1 19/24(79,2)  21/28(75) 0,75  29/39(74,4) 12/14(85,7) 0,48

MSKCC: Memorial Sloan-Kettering Cancer Center ; [IELSG: International Extranodal Lymphoma Study Group ; RC : rémission compléte ; * Comparaison groupes pronostiques
MSKCC 1+2 versus groupe 3; ** Comparaison des groupes IELSG faible+intermediaire versus élevé; *** Comparaison RC versus vivants avec la maladie+déces dus a la maladie

Tableau 6 : Distribution des parameétres cliniques et pathologiques en fonction de la densité de TiLs et de leur expression de PD-1
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Densité Densité
élevée de faible de
TAMs TAMs Pvalue TAMs PD-L1+ TAMs PD-L1- P value

Sexe

Homme, n (%) 16/24 (66,7) 15/31(48,4) 20/28 (71,4) 8/21(71,4)

Femme, n (%) 8/24(33,3) 16/31(51,6) 0,27 8/28(28,6) 13/21(61,9) 0,04
MSKCC : groupe pronostique

Groupe 1, n (%) 4/23 (17,4)  4/31(12,9) 4/27 (14,8)  2/21(9,5)

Groupe 2, n (%) 10/23 (43,5) 13/31(41,9) 13/27 (48,1)  9/21 (42,9)

Groupe 3, n (%) 9/23(39,1) 14/31(45,2) 0,78  10/27(37) 10/21(47,6) 0,75*
Score pronostique IELSG

Faible, n (%) 4/13 (30,8)  4/22(18,2) 5/16 (31,3)  4/17(23,5)

Intermediaire, n (%) 5/13(38,5) 10/22 (45,5) 5/16(31,3) 8/17(47,1)

Elevé, n (%) 4/13 (30,8)  8/22(36,4) 1 6/16(37,5)  5/17(29,4) 0,72**
Prise en charge initiale

Palliative (radiothérapie +/- corticothérapie), n (%) 2/20 (10) 5/29(17,2) 1/23 (4,3) 6/20 (30)

Chimiothérapie + rituximab +/- radiothérapie +/- corticothérapie, n (%)  18/20(90) 24/29(82,8) 0,68 22/23(95,7) 14/20(70) 0,04
Nombre de lignes de chimiothérapie

1,n (%) 8/17 (47,1)  7/24(29,2) 10/19 (52,6)  3/14 (21,4)

>2,n (%) 9/17 (52,9) 17/24(70,8) 0,33  9/19(47,4) 11/14(78,6) 0,09
Evénement clinique

RC aprés la premiere ligne de traitement, n (%) 11/15(73,3) 8/23(34,8) 0,04 13/19(68,4) 3/14(21,4) 0,01

RC lors du dernier suivi, n (%) 9/20(45)  10/31(32,3) 12/24 (50) 4/21(19)

Vivant avec maladie lors du dernier suivi, n (%) 4/20 (20) 4/31(12,9) 5/24 (20,8) 1/21(4,8)

Déceés du a la maladie, n (%) 7/20(35)  17/31(54,8) 0,39*** 7/24(29,2) 16/21(79,2) 0,06

Rechute ou progression, n (%) 9/18 (50) 22/30(73,3) 0,13 9/21(42,9) 19/21(90,5) 0,002
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Phénotype non-GC

Oui, n (%) 18/23(78,3) 22/28(78,6) 20/26 (76,9) 16/19 (84,2)

Non, n (%) 5/23(21,7) 6/28(21,4) 1 6/26(23,1)  3/19(15,8) 0,71
Cellules tumorales PD-L1+

Oui, n (%) 8/24 (33,3) 2/31(6,5) 7/28 (25) 2/21(9,5)

Non, n (%) 16/24(66,7) 29/31(93,5) 0,01 21/28(75) 19/21(90,5) 0,27
Réarrangement PD-L1 positif

Oui, n (%) 6/23 (26,1) 2/22(9,1) 6/24 (25) 1/16 (6,3)

Non, n (%) 17/23(79,9) 20/22(90,9) 0,24 16/24 (75) 15/16(93,8) 0,21
Réarrangement BCL6 positif

Oui, n (%) 6/23(26,1) 6/29(20,7) 9/27(33,3) 2/18(11,1)

Non, n (%) 17/23(79,9) 23/29(79,3) 0,75 18/27(66,7) 16/18(88,9) 0,16

MSKCC: Memorial Sloan-Kettering Cancer Center ; IELSG: International Extranodal Lymphoma Study Group ; RC : rémission complete ; *
Comparaison groupes pronostiques MSKCC 1+2 versus groupe 3; ** Comparaison des groupes IELSG faible+intermediaire versus élevé; ***
Comparaison RC versus vivants avec la maladie+décés dus a la maladie

Tableau 7 : Distribution des paramétres cliniques et pathologiques en fonction de la densité de TAMS et de leur expression de PD-L1
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DISCUSSION

1 - Forces et limites de I’étude

Cette étude présente plusieurs limites. On peut tout d’abord noter que certains cas
étaient ininterprétables en immunohistochimie ou en FISH, entrainant une perte de puissance
pour les données testées. Ces cas pouvaient étre ininterprétables du fait du matériel a
disposition, qui pouvait étre insuffisant pour la réalisation de certaines techniques, ou encore en
raison d’un délai trop important avant fixation en formol, qui peut potentiellement avoir un
impact sur I'interprétation des résultats. Les échecs techniques peuvent également étre dus a la
réalisation de la technique en elle-méme, et plus particulierement en FISH, qui est une technique

sensible, manuelle, opérateur-dépendant.

La représentativité des échantillons examinés constitue une autre limite de cette étude.
S’agissant de biopsies stéréotaxiques, les échantillons disponibles sont en effet de tres petite
taille, et par conséquent parfois insuffisamment représentatifs de la tumeur étudiée. Ce manque
de représentativité peut représenter une géne en cas d’hétérogénéité d’expression d’une des
protéines analysées : le risque est de surestimer ou sous-estimer la positivité de la protéine en

guestion, créant un biais d’interprétation.

Une des forces de I'étude est le nombre de patients étudiés. Les LBDGC-SNC étant rares,
les quelques études ayant auparavant étudié, dans cette pathologie, le microenvironnement
tumoral ou la voie PD-1/PD-L1 ont concerné en moyenne 48 cas (5 a 114 cas étudiés). En ayant
étudié les parametres de 57 patients, la présente étude offre donc une puissance correcte au vu

de l'incidence des LBDGC-SNC.

Les autres limites ou forces de I'étude, plus spécifiques de chaque parameétre étudié, sont

discutées dans les parties correspondantes.
2 - Aspects cliniques et cellule d’origine

La population étudiée a montré un age moyen au diagnostic de 65,5 ans, ainsi qu’une
légere prédominance masculine, données sensiblement comparables a celles retrouvées dans la

littérature (3,15).

La plupart des patients ont montré une évolution défavorable, avec seulement 37,7% des
patients en rémission compléte lors du dernier suivi, et un fort taux de rechutes et de

progressions, confirmant le pronostic sombre de cette pathologie (19,20).
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Le phénotype prédominant parmi les lymphomes analysés était le phénotype non-GC
(sous-type ABC), représentant 79,2% des cas, corroborant ainsi les données de la littérature
(24,30).

3 - Voie PD1/PD-L1

3.1 - Evaluation de I’expression de PD-L1

L’expression immunohistochimique de PD-L1 est d’évaluation délicate, et dépend de
nombreux facteurs, avec un manque de standardisation qui explique une faible reproductibilité
entre les différentes études, notamment dans les pathologies dont I'incidence et rare. Tout
d’abord, le taux de positivité de PD-L1 varie selon le compartiment étudié : cellules tumorales ou
microenvironnement (TAMs essentiellement). Il y a donc une nécessité de préciser le taux
d’expression de chaque type cellulaire, a la fois pour l'interprétation et la comparaison des
résultats (86). Cette nécessité est communément acquise, seules de rares études ne faisant pas
cette distinction (51). Néanmoins, il n’est pas toujours évident en immunohistochimie de
différencier cellules tumorales et cellules du microenvironnement. C'est pourquoi certains
auteurs ont utilisé, dans différents types de lymphomes B, un double marquage PAX5/PD-L1
(38,39,87-90). Cette technique, facilement interprétable et relativement peu colteuse, a permis
de mieux préciser I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales par rapport au marquage PD-
L1 seul : dans la littérature, les taux d’expression de PD-L1 par les cellules tumorales dans les
LBDGC-SAI varient de 20 a 30% en cas de marquage seul, et de 10,5 a 11% en cas de double
marquage (38,89,91). L'utilisation d’un double marquage permet également une meilleure

reproductibilité.

Un autre facteur impactant I'évaluation de PD-L1 est le seuil de positivité choisi. Celui-ci

varie dans la littérature entre 1% et 30% des cellules tumorales (91,92).

Enfin, le dernier facteur pouvant modifier les taux d’expression de PD-L1 est le clone de
I"anticorps utilisé pour les marquages immunohistochimiques (Figure 12). Le clone utilisé dans
cette étude (E1L3N, Cell Signaling), a déja été utilisé de nombreuses fois dans la littérature sur
des cas de LBDGC systémiques, et a montré un meilleur ratio signal sur bruit que le clone SP142

(37,87).

La présente étude est la premiére a utiliser le double marquage PAX5/PD-L1 pour

I’évaluation de I'expression de PD-L1 dans les LBDGC-SNC, et retrouve une expression de PD-L1
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dans 17,5%(10/57) des cas. Un précédent travail, effectué en 2016, sur la premiére partie de la
cohorte ici étudiée (concernant les 32 patients diagnostiqués entre 2002 et 2015), avait retrouvé
une expression de PD-L1 par les cellules tumorales dans 37% des cas, en utilisant le clone SP142
(Spring Bioscience) et un marquage PD-L1 seul (48). La différence constatée entre ces deux
résultats souligne I'importance, pour I'obtention du résultat le plus fiable possible, du choix du
clone utilisé et de la réalisation d’'un double marquage, permettant une identification optimale

du compartiment cellulaire d’intérét.

o

TN i 1)
T8

Figure 12 : Exemples de marquages immunohistochimiques comparant différents clones
d’anticorps anti-PD-L1 : 28-8 (Dako, Carpentaria, CA), SP142 (Spring Bioscience, Pleasanton,
CA), SP263 (Spring Bioscience), and E1L3N (Cell Signaling Technology, Danvers, MA). D'aprés

Shukuya et Carbone, 2016(84)

3.2 - Impact pronostique de la voie PD-1/PD-L1

Dans cette série, il n’a pas été identifié de corrélation entre le pronostic des patients et
I’expression de PD-L1 par les cellules tumorales, ce qui coincide avec les résultats de la littérature.
En effet, comme énoncé en introduction de ce travail, les précédentes études menées a ce sujet
ne mettaient que rarement en évidence des associations entre PD-L1 et pronostic. De plus, ces
résultats étaient peu reproductibles, et souvent non significatifs, montrant parfois une

association avec un meilleur pronostic, parfois avec un pronostic plus sombre (48,49,51,53).
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Cependant, dans les LBDGC systémiques, I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales
est associée de maniere significative a un pronostic plus faible (37,38,54,93). Ceci pourrait étre
d@ a un échappement immunitaire de la tumeur via I’activation de la voie PD-1/PD-L1, mais aussi
au fait que I'expression de PD-L1 est plus souvent observée dans les LBDGC de phénotype non-
GC, plus souvent associés a un mauvais pronostic (54,94,95). A noter, cette association entre

expression de PD-L1 et phénotype non-GC n’a pas été retrouvée dans cette série.

Enfin, il a été démontré que, pour I'évaluation de I'expression de PD-L1 par les cellules
tumorales en immunohistochimie, un seuil de positivité plus élevé, établi a 30% des cellules
tumorales, permettaient d’obtenir une meilleure corrélation avec le pronostic (54), ce qui est un
point intéressant pour la réalisation d’études ultérieures. Néanmoins, dans cette étude, bien que
le seuil de positivité ait été établi a 1%, aucun des cas positif n’exprimait PD-L1 sur moins de 30%

des cellules tumorales.
3.3 - Mécanismes d’expression de PD-L1

Dans la littérature, les anomalies du chromosome 9p24.1 (gains, amplifications,
translocations du locus du gene PD-L1) retrouvées dans les lymphomes B sont significativement
corrélées a I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales (19,35,55,88,94,96). La présente série
a mis en évidence un réarrangement du géne PD-L1 dans 17% (8/47) des cas, et, plus
particulierement, dans 8 des 10 cas montrant une expression de PD-L1 par les cellules
tumorales, individualisant donc deux cas pour lesquels I'expression de PD-L1 reste inexpliquée.
Ceci suggere I'existence d’autres mécanismes pouvant entrainer |'expression de PD-L1 dans les
LBDGC-SNC. L'infection a EBV peut, dans certains cas de lymphomes, expliquer I'expression de
PD-L1 (89). Cependant, il n’a été retrouvé aucun cas EBER positif. Par ailleurs, il est connu d’une
part que les mutations oncogéniques du gene MYD88 induisent une activation de la kinase JAK
(97), et d’autre part que I'activation de la voie de signalisation JAK/STAT3 est associée a une
stimulation de I'expression de PD-L1 dans plusieurs sous-types de lymphomes (35,98,99). Les
mutations de MYD88 étant fréquentes dans les LBDGC-SNC (20,52,100-102), on peut supposer
que dans ces lymphomes, les mutations de MYD88 sont associées a la réactivation de STAT3 par

JAK, ce qui entraine ensuite une stimulation de I’expression de PD-L1.

En résumé deux anomalies génétiques semblent étre a I'origine de I'expression de PD-L1
par les cellules tumorales dans les LBDGC-SNC : les translocations du gene PD-L1 et les mutations
du géne MYDS8S.
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3.4 - Ouvertures et perspectives

L’expression de PD-L1 par les cellules tumorales semble plus élevée dans certains sous-
types de LBDGC que dans les LBDGC systémiques : LBDGC-SNC, LBDGC primitifs cutanés de type
jambe, LBGC primitifs du médiastin, LBDGC primitifs testiculaires. Ceci est notamment d{ a des
gains, amplifications ou translocations plus fréquentes du locus PD-L1 (55,96,103). Par exemple,
on retrouve des translocations du locus du gene PD-L1 dans jusqu’a 40% des cas dans les LBDGC
primitifs cutanés de type jambe, et dans seulement 3% des cas dans les LBDGC systémiques
(94,103). Ces sous-types de LBDGC sont donc plus susceptibles de répondre a une thérapie par

anticorps anti-PD-1 ou anticorps anti-PD-L1.

Plus particulierement, il est intéressant de faire le paralléle entre les LBDGC-SNC et les
LBDGC primitifs testiculaires (LBDGC-T). En effet, ces deux entités, développées dans des sites
immuns privilégiés, présentent des caractéristiques cliniqgues communes : faible pronostic,
dissémination préférentielle dans d’autres sites immuns privilégiés (78). Il a également été mis
en évidence que les LBDGC-SNC et les LBDGC-T partagent de nombreuses spécificités génétiques
et moléculaires trés rarement observées dans les LBDGC systémiques (55,56,78). Parmi elles, on
notera les aberrations récurrentes en 9p24.1, associées a une surexpression de PD-L1, et les
réarrangements récurrents du géne BCL6, qui sont retrouvés dans cette étude. Il est intéressant
de noter que, comme dans ce travail, il n’a pas pu étre montré d’impact pronostique de
I’expression de PD-L1 par les cellules tumorales dans les LBDGC-T (104). L'’ensemble de ces
caractéristiques, communes aux deux entités, pourraient d’une part expliquer leur pronostic,
significativement moins bons que leurs homologues systémiques, et, d’autre part définir un profil

spécifique des LBDGC développés dans des sites immuns privilégiés.

Les inhibiteurs des immune checkpoints ont déja montré leur efficacité, notamment dans
les lymphomes de Hodgkin, qui montrent une bonne sensibilité a ce type de thérapie, due a des
altérations génétiques fréquentes en 9p24.1 et une forte expression de PD-L1 par les cellules
tumorales (35,105). Des essais sont en cours sur les LBDGC, montrant des résultats satisfaisants
sur la sécurité, mais plus variables sur I'efficacité de ces traitements (106,107). Les LBDGC-SNC,
montrant des réarrangements plus fréquents du gene PD-L1 ainsi qu’'une expression plus
fréquente de PD-L1 par les cellules tumorales que les LBDGC systémiques, constituent une bonne
cible potentielle des anticorps anti-PD-1. De plus, il existe une importante nécessité de mettre

au point de nouvelles stratégies thérapeutiques dans cette pathologie au pronostic sombre, et
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dont la prise en charge est mal définie pour les formes réfractaires ou en rechute. Des essais
utilisant des anticorps anti-PD-1 tels que le nivolumab chez des patients atteints de LBDGC-SNC
réfractaires ou en rechute ont d’ores et déja montré des réponses thérapeutiques intéressantes
(56,105,108). Cependant, ces traitements ne sont pas dénués d’effets indésirables, et
I’expression de PD-L1 ne semble pas toujours étre un facteur prédictif de réponse au traitement
suffisant, il y a donc une besoin de réaliser de nouvelles études afin de mieux définir un profil de

patients « bons répondeurs » aux inhibiteurs des immune checkpoints (28,41,106,109).
4 - Microenvironnement tumoral
4.1 - TAMs

Deux principaux phénotypes de macrophages ont été décrits: les macrophages pro-
inflammatoires (macrophages M1) et les macrophages pro-tumoraux (macrophages M2).
Comme il a été vu précédemment, les macrophages M2 sont capables d’enrayer la réponse
immunitaire anti-tumorale grace a divers mécanismes. lls exercent une partie de leur activité
immunosuppressive en libérant certaines chimiokines (CCL17, CCL18 et CCL22), attirant ainsi
préférentiellement des sous-ensembles de lymphocytes T dépourvus de fonction cytotoxique
(110,111). Néanmoins dans cette série, bien que les TAMs aient présenté un phénotype M2, les

TILs ont montré préférentiellement un phénotype cytotoxique CDS8 +.

Dans ce travail, les cas avec expression de PD-L1 par les cellules tumorales montraient
plus souvent une densité élevée de TAMs que les cas n’exprimant pas PD-L1. Cette association,

rarement étudiée dans la littérature a déja été rapportée dans les lymphomes de Hodgkin (37).

Dans la littérature, une forte densité de TAMs dans le micro-environnement tumoral est
le plus souvent associée a un mauvais pronostic, et plus particulierement, dans les LBDGC, une
forte proportion de TAMs de phénotype M2 était également corrélée a un moins bon pronostic
(58,66). Dans le présent travail, les TAMs étaient essentiellement constitués de macrophages M2
dans presque tous les cas, mais aucune corrélation entre la densité de TAMs et un pronostic
défavorable n’a pu étre mise en évidence. En revanche, ce travail a permis d’identifier une
association entre la présence de TAMs PD-L1+ et une meilleure évolution clinique des patients.
Une telle association a également été rapportée dans les LBDGC-T (104). Dans leur série de
LBDGC primitifs cutanés, Menguy et al. ont mis en évidence un infiltrat de macrophages de

phénotype M2 prédominant, et ont démontré que ceux-ci exprimaient PD-L1 (87). Néanmoins,
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cette donnée n’était pas corrélée au pronostic des patients. Par contre, dans leur série de LBDGC
primitifs intestinaux, Ishikawa et al. ont identifié que I'absence d’expression de PD-L1 par les
cellules du microenvironnement était un facteur indépendant de plus faible survie globale (112).
Ainsi, bien que, dans ce travail, la plupart des cas présentaient des TAMs de phénotype M2,
généralement rapportés comme biomarqueurs péjoratifs dans les LBDGC, la présence de TAMs
PD-L1+ a potentiellement pu annuler cet impact pronostique, et expliquerait donc I'absence de

corrélation retrouvée entre la présence de TAMs M2 et un pronostic défavorable.

L'expression de PD-L1 par les cellules du microenvironnement tumoral est encore
insuffisamment étudiée dans les lymphomes B, notamment parce que certains auteurs ne
distinguent pas toujours les différents types cellulaires lors de I’évaluation de I’expression de PD-
L1. De nouvelles études semblent donc nécessaires, en utilisant éventuellement un double
marquage afin de mieux distinguer les macrophages du microenvironnement des cellules
tumorales, pour obtenir des résultats plus concordants sur I'impact pronostique de I’expression

de PD-L1 par les TAMs.
4.2 -TiLs

Les TILs sont composées d'un mélange de lymphocytes ayant différentes fonctions et
phénotypes. L'activation de TILs a la fois CD4+ et CD8+ est nécessaire pour une réponse
immunitaire efficace (75,76,113). L’étude du microenvironnement tumoral dans différents types
de cancers a montré des ratios CD4+/CD8+ tres différents. Dans les LBDGC, il a été mis en
évidence un infiltrat beaucoup plus riche en TiLs CD8+ que dans de nombreux autres cancers
(80). Cette caractéristique a déja été retrouvée dans les LBDGC-SNC (47), ce qui a été confirmé

dans cette étude.

Dans les lymphomes de Hodgkin classiques, un ratio CD4+/CD8+ élevé est associé a un
échec du traitement (114), alors que, dans les LBDGC systémiques, un ratio CD4+/CD8+ supérieur
ou égal a 2 est associé a une meilleure survie globale (71). Dans cette série, aucune association
n’a pu étre établie entre le pronostic des patients et le ratio CD4+/CD8+. Il a été rapporté que le
seuil choisi pour définir un ratio CD4+/CD8+ élevé peut faire varier I'impact pronostique de ce

ratio (71).

Une densité élevée de TILs est corrélée a un meilleur pronostic dans les LBDGC

systémiques (71). En revanche, dans les LBDGC-SNC, les résultats sont divergents : des densités
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élevées (115) ou faibles (79) de TILs ont été rapportés comme facteurs de pronostic péjoratif.

Dans le présent travail, la densité de TILs n’a pas montré d’impact pronostique.

Néanmoins, les TILs ont tout de méme pu étre considérés comme représentant un facteur
pronostique intéressant en prenant en compte leur expression de PD-1. En effet, ici, la présence
de TILs PD1+ était significativement corrélée a une meilleure évolution clinique des patients. Bien
que généralement corrélée a un meilleur pronostic dans les hémopathies malignes (39), dans les
LBDGC, la présence de TILs PD1+ a été associée a un effet pronostique favorable, défavorable ou
nul dans différentes études (95,116—119). Une telle discordance a également été observée dans
les LBDGC-SNC (48,49,51,53). Ces différences pourraient résulter de disparités méthodologiques
et techniques entre les études (120). Toutefois, le résultat obtenu ici est a rapprocher de celui
observé dans la série de LBDGC-T de Pollari et al., ou la présence de TIL PD1+ prédisait une survie

favorable (104).
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CONCLUSION

Les translocations du gene PD-L1 représentent une altération cytogénétique récurrente
dans les LBDGC-SNC, et sont associées a une expression immunohistochimique de PD-L1 par les
cellules tumorales. Le microenvironnement tumoral des LBDGC-SNC est constitué

majoritairement de macrophages M2 PD-L1 + et de lymphocytes T CD8+ PD-1+.

Les facteurs pronostiques mis en évidence dans ce travail sont I'expression de PD-L1 par

les TAMs et I'expression de PD-1 par les TlLs, corrélées avec un meilleur pronostic.

Les caractéristiques du microenvironnement et des immune checkpoints retrouvées dans
les LBDGC-SNC sont comparables a celles des LBDGC primitifs testiculaires. Ces deux entités
partagent par ailleurs d’autres similitudes, cliniques ou moléculaires, semblant définir un profil

particulier des LBDGC développés dans des sites immuns privilégiés.

Si I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales ne s’est pas révélée étre un facteur
pronostique, elle pourrait en revanche étre prédictive d’une bonne réponse aux inhibiteurs des
immune checkpoints, comme les anticorps anti-PD-1. Des essais en cours concernant |"utilisation
des anti-PD-1 dans les LBDGC-SNC et les LBDGC-T ont montré des premiers résultats
prometteurs, dans des pathologies au pronostic sombre nécessitant de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

De nouvelles études semblent nécessaires pour mieux comprendre les interactions entre
LBDGC-SNC et réponse immunitaire anti-tumorale, afin d’identifier ou de confirmer certains

facteurs pronostiques et théranostiques de cette entité a la localisation particuliere.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ABC : Activated B-Cell

Ag : Antigeéne

ALK : Anaplastic Lymphoma Kinase
BCL2 : B-Cell Lymphoma 2

BCL6 : B-Cell Lymphoma 6

BHE : Barriere Hémato-Encéphalique

CCL2 : Chemokine Ligand 2

CHOP : Cyclophosphamide Doxorubicine Vincristine Prednisone

CHU : Centre Hospitalo-Universitaire

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CNA : Copy Number Alterations

CRB : Centre de Ressources Biologiques

CTLA-4 : Cytotoxic T Lymphocyte-assiocated Antigen 4
CRB : Centre des Ressources Biologiques

DAPI : 4',6-Diamidino-2-Phénylindole

DLBCL : Diffuse Large B-Cell Lymphoma

EBER : EBV-Encoded small RNA

EBV : Epstein Barr Virus

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization

GC : Germinal Center

GCB : Germinal Center B-Cell

GEP : Gene Expression Profiling

GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
HE : Hématoxyline-Eosine

HHV8 : Human Herpsvirus 8

IELSG : International Extranodal Lymphoma Study Group
IL-4 : Interleukine 4

INF-y : Interféron gamma

IPI : International Prognostic Index

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique

JAK : Janus Kinase
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LBDGC : Lymphome B Diffus a Grandes Cellules

LBDGC-SNC : Lymphome B Diffus a Grandes Cellules primitif du Systéme Nerveux Central

LBDGC-T : Lymphome B Diffus a Grandes Cellules Primitif Testiculaire
LBGC : Lymphome B a Grandes Cellules

LCR : Liquide Céphalo-Rachidien

LDH : Lactate Dehydrogenase

MSKCC : Memorial Sloan-Kettering Cancer Center

MUM-1 : Multiple Myeloma Oncogene 1

NOS : Not Otherwised Specified

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAXS : Paired Box Gene 5

PD-1 : Programmed Cell Death 1

PD-L1 : Programmed Cell Death Ligand 1

R-CHOP : Rituximab-Cyclophosphamide Doxorubicine Vincristine Prednisone
RC : Rémission Compléte

SAl : Sans Autre Indication

SNC : Systeme Nerveux Central

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription

TAMs : Tumor-Associated Macrophages

TCR : T-Cell Receptor

TILs : Tumor-Infiltrating Lymphocytes

TLRs : Toll-Like Receptors

UTR : Untranslated Region
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RESUME

Introduction : Le lymphome B diffus a grandes cellules primitif du systeme nerveux central
(LBDGC-SNC) est une sous-entité rare et agressive de lymphome B diffus a grandes cellules
(LBDGC). Il a été rapporté une association entre la survie et certains éléments du
microenvironnement tumoral, comme les lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) et les
macrophages associés a la tumeur (TAMs), dans les LBDGC, mais dans les LBDGC-SNC, leur
composition et leur impact pronostique sont insuffisamment connus. La voie PD-1/PD-L1 est un
point de controle immunitaire qui peut représenter une option thérapeutique intéressante.
L’objectif de ce travail est de définir la composition du microenvironnement tumoral et de

caractériser la voie PD-1/PD-L1 dans les LBDGC-SNC.

Matériel et méthodes : 57 cas de patients atteints de LBDGC-SNC avec du matériel tumoral

exploitable ont été étudiés apres recueil des données cliniques. Des examens
immunohistochimiques ont été réalisés pour analyser les TAMs (CD68, CD163), les TILs (CD3,
CD4, CD8, PD-1) et les cellules tumorales (double marquage PAX5/PD-L1, PD-L1). Le géne PD-L1

a été étudié par hybridation in situ en fluorescence (FISH).

Résultats : Le double marquage PAX5/PD-L1 a identifié une expression de PD-L1 par les cellules
tumorales dans 17,5% des cas (10/57). La translocation du géne PD-L1 était une altération
cytogénétique récurrente dans les LBDGC-SNC (8/47, 17%) et était corrélée a une expression de
PD-L1 par les cellules tumorales. Le microenvironnement tumoral était composé principalement
de TAMs M2 et de TILs CD8+. La majorité des TAMs exprimaient PD-L1 et la majorité des TILs
exprimaient PD-1. La densité des TAMs et des TILs, ainsi que I'expression de PD-L1 par les cellules
tumorales, n’étaient pas associée a la survie. En revanche, I'expression de PD-1 par les TILs et de

PD-L1 par les TAMs, étaient corrélées a un meilleur pronostic.

Conclusion : Ces résultats suggérent que la composition du microenvironnement tumoral et la
voie PD-1/PD-L1 jouent un réle important dans la pathogenése des LBDGC-SNC et apportent de

nouvelles perspectives concernant les possibilités de thérapie ciblée dans ce lymphome agressif.

Mots clés: Lymphomes B diffus a grandes cellules, Systeme nerveux central, PD-L1,

Microenvironnement tumoral



