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I. Introduction

1) Lesglioblastomes

Les glioblastomes sont les tumeurs cérébrales malignes et primitives les plus fréquentes
de I’adulte. Leur prévalence est estimée a 1/100 000. 1l existe une prédominance masculine et
I’age moyen au diagnostic est de 55 ans. Les glioblastomes sont tres agressifs avec une
évolution souvent rapide et un pronostic sombre. Cela est confirmé par la survie moyenne qui
est d’environ 15 mois. Ils siégent le plus souvent au niveau des hémisphéres cérébraux mais

peuvent étre localisés dans I’ensemble du systeme nerveux central.

En histologie, ces tumeurs se caractérisent par une prolifération cellulaire composée
d'éléments gliaux de différenciation majoritairement astrocytaire. Ces cellules peuvent étre
monomorphes ou polymorphes et peu différenciées. Les atypies cellulaires et 1’activité
mitotique sont variables. Deux critéres sont indispensables pour poser le diagnostic de
glioblastome : la présence d’une prolifération endothélio-capillaire (Figure 1A) qui
correspond a la présence de vaisseaux a paroi epaissie munie de plusieurs couches de cellules
endothéliales et la présence de nécrose, le plus souvent palissadique (Figure 1B). Le
diagnostic histologique de glioblastome nécessite la présence de la prolifération endothélio-

capillaire et/ou de nécrose quelle que soit la présence des autres critéres cités ci-dessus.

- . - .

Figure 1 : A : Prolifération endothélio-capillaire (fleche) et B : nécrose (fleche) palissadique
(téte de fleche) des glioblastomes (HE, grossissement x100).

La grande majorité des glioblastomes se développe de novo chez des patients agés, sans

preuve clinique ou histologique d'une lésion précurseur (glioblastomes primaires). Les
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glioblastomes secondaires évoluent a partir d’une autre lésion parmi lesquelles on peut citer
les astrocytomes diffus (de grade Il) ou les astrocytomes anaplasiques (de grade IllI). En
général, ces glioblastomes secondaires se manifestent préférentiellement chez des patients
plus jeunes et offrent un meilleur pronostic. Cependant, les glioblastomes primaires et
secondaires sont histologiquement indiscernables et la présence d’une 1ésion antérieure n’est
pas souvent connue. Des études récentes ont montré que ces glioblastomes secondaires
different des glioblastomes primaires par leur profil génétique et épigénétique. L’OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) a donc revu la classification des tumeurs cérébrales en
2016 en prenant en compte les données de biologie moléculaire. Le but de ce changement est
de définir des groupes diagnostiques plus homogenes en termes de pronostic et de valeur
prédictive de réponse a un traitement. C’est ce qu’on appelle le diagnostic intégré (Figure 2).

Les glioblastomes sont les seules tumeurs gliales de grade IV selon I’OMS.
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WHO classification of tumours of the central nervous system

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours

Diffuse astrocytoma, IDH-mutant 9400/3 Dysembryoplastic neuroepithelial tumour 9413/0
Gemistocytic astrocytoma, IDH-mutant 9411/3 Gangliocytoma 9492/0
Diffuse astrocytoma, IDH-wildtype 9400/3 Ganglioglioma 9505/1
Diffuse astrocytoma, NOS 9400/3 Anaplastic ganglioglioma 9505/3
Dysplastic cerebellar gangliocytoma
Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant 9401/3 (Lhermitte-Duclos disease) 9493/0
Anaplastic astrocytoma, IDH-wildtype 9401/3 Desmoplastic infantile astrocytoma and
Anaplastic astrocytoma, NOS 9401/3 ganglioglioma 9412/1
Papillary glioneuronal tumour 9509/1
Glioblastoma, IDH-wildtype 9440/3 Rosette-forming glioneuronal tumour 9509/1
Giant cell glioblastoma 9441/3 Diffuse leptomeningeal glioneuronal tumour
Gliosarcoma 9442/3 Central neurocytoma 9506/1
Epithelioid glioblastoma 9440/3 Extraventricular neurocytoma 9506/1
Glioblastoma, IDH-mutant 9445/3* Cerebellar liponeurocytoma 9506/1
Glioblastoma, NOS 9440/3 Paraganglioma 8693/1
Diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant 0385/3* Tumours of the pineal region
Pineocytoma 9361/1
Oligodendroglioma, IDH-mutant and Pineal parenchymal tumour of intermediate
1p/19g-codeleted 9450/3 differentiation 9362/3
Oligodendroglioma, NOS 9450/3 Pineoblastoma 9362/3
Papillary tumour of the pineal region 9395/3
Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant
and 1p/19g-codeleted 9451/3 Embryonal tumours
Anaplastic oligodendroglioma, NOS 9451/3 Medulloblastomas, genetically defined
Medulloblastoma, WNT-activated 9475/3*
Oligoastrocytoma, NOS 9382/3 Medulloblastoma, SHH-activated and
Anaplastic oligoastrocytoma, NOS 9382/3 TP53-mutant 9476/3*
Medulloblastoma, SHH-activated and
Other astrocytic tumours TP53-wildtype 9471/3
Pilocytic astrocytoma 9421/1 Medulloblastoma, non-WNT/non-SHH 9477/3*
Pilomyxoid astrocytoma 9425/3 Medulloblastoma, group 3
Subependymal giant cell astrocytoma 9384/1 Medulloblastorna, group 4
Pleomorphic xanthoastrocytoma 9424/3 Medulloblastomas, histologically defined
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma 9424/3 Medulloblastoma, classic 9470/3
Medulloblastoma, desmoplastic/nodular 9471/3
Ependymal tumours Medulloblastoma with extensive nodularity 9471/3
Subependymoma 9383/1 Medulloblastoma, large cell / anaplastic 9474/3
Myxopapillary ependymoma 9394/1 Medulloblastoma, NOS 9470/3
Ependymoma 9391/3
Papillary ependymoma 9393/3 Embryonal tumour with multilayered rosettes,
Clear cell ependymoma 9391/3 C19MC-altered 9478/3*
Tanycytic ependymoma 9391/3 Embryonal tumour with multilayered
Ependymoma, RELA fusion—paositive 9396/3* rosettes, NOS 9478/3
Anaplastic ependymoma 9392/3 Medulloepithelioma 9501/3
CNS neuroblastoma 9500/3
Other gliomas CNS ganglioneuroblastoma 9490/3
Chordoid glioma of the third ventricle 9444/1 CNS embryonal tumour, NOS 9473/3
Angiocentric glioma 94311 Atypical teratoid/rhabdoid tumour 9508/3
Astroblastoma 9430/3 CNS embryonal tumour with rhabdoid features 9508/3
Choroid plexus tumours Tumours of the cranial and paraspinal nerves
Choroid plexus papilloma 9390/0 Schwannoma 9560/0
Atypical choroid plexus papilloma 9390/1 Cellular schwannoma 9560/0
Choroid plexus carcinoma 9390/3 Plexiform schwannoma 9560/0

Figure 2 : Classification des tumeurs du systeme nerveux central selon I’'OMS 2016 [1].

Les glioblastomes « IDH-muté », ¢’est-a-dire mutés pour IDH1 ou IDH2 (deux isoformes
de I’enzyme lsocitrate DésHydrogénase) sont le plus souvent des glioblastomes secondaires.

Ces mutations induisent la production d’alpha-cétoglutarate et aboutissent a un phénotype
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d’hyperméthylation ce qui inhibe des génes suppresseurs de tumeur [2-6]. Ces mutations sont

associees a un pronostic plus favorable et une plus grande chimiosensibilité [3,7].

De plus, les mutations d’ATRX (Alpha-Thalassemia / mental Retardation syndrome X-
linked) sont impliquées dans 1’oncogénése des glioblastomes secondaires. A 1’état normal,
I’expression de la protéine ATRX est ubiquitaire. Une absence de marquage des cellules
tumorales refléte la mutation du géne dans 80 % des cas. Si ATRX est perdu et que le statut
IDH est muté (sans codélétion 1pl19q en biologie moléculaire) alors il s’agit d’un
glioblastome de grade IV ou astrocytome IDH muté de grade Il ou Ill, en fonction de la
morphologie. A I’inverse si ATRX est conservé il s’agit alors d’un oligodendrogliome IDH
muté, 1p19q codélété, de grade Il ou Il (Figure 3). Ces mutations sont impliquées dans
I’échappement a la sénescence cellulaire en agissant sur le maintien de la longueur des

télomeéres a chaque mitose [8].

Oligodendrocytome (O), Astrocytome (A), Oligoastrocytome (OA), Glioblastome (GBM)

Oui <_ IHC : IDH1 R132H + _} Non
O,A,0A | GBM re—— 0O, A, 0A GBM
[ Age > g5 ans
r Non Oui
ITHC ATRX S - 3
s G Séquencage : IDH1/2 Muté
Oui Non Oui Non
l 0, A,0A GBM e O, A, OA GBM e
Codéléton 1p/19q _I
Non Oui Ligne
médiane
Mutation
Histone H3
v v Vv v ¢ v v
Oligodendrogliome » Astrocytome Gliome
Ascracyeomie IDH-muté e 2 IDH-non muté ligne médiane SiEhe
IDH-muté 1p/19q codélété IDH-muté « Oligodendrogtiome Hz-muté IDH-non muté
OMSGII-GIII OMS G II - G IIT OMSGIV NOS OMS G IV OMSG IV

Figure 3 : Arbre décisionnel des tumeurs gliales et des anomalies moléculaires.

Les mutations du promoteur de TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) sont de
mauvais pronostic pour les glioblastomes alors qu’elles sembleraient de meilleur pronostic
pour les oligodendrogliomes. De méme, I’hyperméthylation du promoteur du gene de MGMT

(O-6-methylguanine-ADN-methyltransferase) est associée a un pronostic plus favorable et a
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une meilleure réponse thérapeutique [9]. En effet, cette enzyme a un role clé dans la
réparation de ’ADN. La MGMT agit en éliminant les radicaux alkyles ajoutés a la guanine
numéro 6 de I'ADN, antagonisant ainsi les effets Iétaux des agents alkylants notamment le
Témozolomide (chimiothérapie de référence dans le traitement des glioblastomes). Le résidu
methyl de la 06-méthylguanine de I’ADN est transféré sur la protéine MGMT qui subit une
inhibition irréversible. Si la protéine MGMT est défectueuse, ce résidu alkyl reste sur I’ADN
bloquant la réplication et menant la cellule a I’apoptose. La méthylation du promoteur du géne
MGMT induit une perte ou un faible niveau de la protéine MGMT fonctionnelle, produisant
ainsi une réparation inadéquate de l'alkylation de I'ADN due a la chimiothérapie et donc une
apoptose plus importante des cellules tumorales. La méthylation du promoteur du géne
MGMT a été observée dans environ 50% des gliomes de grade IV [10]. Cette méthylation a
été démontrée comme un vrai marqueur pronostique de survie et ayant un réle prédictif de

réponse aux traitements [11].

Les glioblastomes « IDH non mutés » présentent de nombreuses altérations génétiques tres
hétérogenes. Les plus caractéristiques sont un gain du bras court du chromosome 7 (7p) et une
perte du bras long du chromosome 10 (10q), ou une amplification de ’EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor). Chez les patients de plus de 55 ans présentant un aspect typique de
glioblastome a l'imagerie et a lhistologie, la négativit¢ de D’anticorps anti-IDH1 en

immunohistochimie est suffisante pour classer la tumeur en glioblastome IDH non muté.

Les glioblastomes NOS « Not Otherwise Specified » correspondent aux tumeurs sans

données moléculaires.

Les principaux facteurs pronostiques cliniques des glioblastomes sont 1’age, 1’état
neurologique et cognitif du patient. 11 s’y ajoute la localisation tumorale dans les lobes
frontaux, la qualité de la résection chirurgicale et les traitements adjuvants recus. Le
traitement de référence impliqgue wune chirurgie large et/ou un protocole de
radiochimiothérapie selon le schéma STUPP qui associe une radiothérapie conformationnelle
a la dose de 60 Gy et un traitement concomitant par le Témozolomide oral quotidien
(TEMODAL®) puis une administration adjuvante de cette méme molécule. Bien que le
traitement des patients avec ce protocole permette une meilleure survie par comparaison avec

les patients traités différemment, les glioblastomes ont toujours un tres mauvais pronostic.
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Depuis ’avénement de I’immunothérapic qui cible D’interaction entre les cellules
tumorales et leur microenvironnement, et qui donne de trés bons résultats pour les mélanomes
par exemple, il convient d’étudier les particularités immunologiques des tumeurs, et plus
précisement le microenvironnement tumoral et la réaction immunitaire de 1’individu contre sa
tumeur. Cela est encore rarement étudié dans les tumeurs gliales. De méme, les essais
cliniques portant sur les immunothérapies sont récents, notamment ceux sur un inhibiteur de
points de contrble immunitaire (la protéine PD-1), ceux-ci n’ayant montré que peu de
bénéfice clinique dans les glioblastomes [12]. Il a donc été question de caractériser le

microenvironnement tumoral de ces tumeurs pour comprendre cette inefficacité.

2) Le microenvironnement tumoral des glioblastomes

Une étude préliminaire au CHU d’Amiens sur 20 glioblastomes a montré une
prédominance de macrophages et un nombre faible de lymphocytes au sein de ces tumeurs par
des analyses immunohistochimiques et du transcriptome. Ceci est étonnant car les
lymphocytes peuvent constituer une part importante du microenvironnement tumoral dans
diverses autres tumeurs dont le mélanome, le cancer du poumon non & petites cellules, le
cancer de la sphere ORL, le carcinome des cellules rénales et le lymphome de Hodgkin [12].
Or de nos jours, ces lymphocytes sont les cibles préférentielles de I’immunothérapie.
Existerait-il un lien entre ces macrophages en nombre élevé et le peu de lymphocytes

retrouves, ce qui nous permettrait d’ajuster les thérapeutiques utilisées dans ces cancers ?

D’autres études viennent appuyer ces constatations. En effet, des études récentes ont
montré que les macrophages comptent pour prées de la moitié des cellules constituant la masse
tumorale des glioblastomes. lls sont appelés macrophages associés aux tumeurs (TAM) [13-
15].

Mais quelle est I’origine de ces TAM ?
Rappelons tout d’abord le contexte immunitaire du cerveau non tumoral.

L’environnement immunitaire du cerveau est particulier afin de protéger au mieux les
neurones. Il existe des cellules immunitaires résidentes au sein du cerveau appelées microglie
(Figure 4). Ce sont des cellules myéloides résidentes du systéeme nerveux central et donc des

macrophages. La microglie est nécessaire au maintien de I’homéostasie et la plasticité du tissu
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cérébral normal. Elle est originaire de cellules progénitrices hématopoiétiques primitives
présentes dans la vésicule vitelline (Yolk Sac) pendant le développement embryonnaire [16-
20]. Elles présentent une grande plasticite fonctionnelle, équilibrant les fonctions
neuroprotectrices et neurotoxiques, ce qui se traduit par leur physiologie distincte en réponse
aux changements de leur microenvironnement. Les cellules microgliales sont particuliérement
mobiles dans les zones du cerveau en cours de restructuration. On pense qu'elles contribuent a
la pathogénie de plusieurs maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer, la
maladie de Parkinson, la chorée de Huntington et la sclérose en plaques. La premiére source

de ces TAM serait donc une infiltration de la tumeur par les cellules de la microglie.

L’autre hypothése concernant ces macrophages est leur provenance systémique. Ces
derniers issus de l'infiltration de monocytes dérivés de la moelle osseuse et recrutés a partir de
la circulation sanguine peuvent envahir le systéme nerveux central lors de conditions
pathologiques afin d’aider le cerveau a se défendre. Méme s’il est admis généralement qu’il
existe une barriere hémato-encéphalique qui permet d’isoler le cerveau des agents neuro-
toxiques de la circulation sanguine (germes, molécules,...), elle serait perméable aux cellules
immunitaires. De plus, les traitements par chimiothérapie peuvent altérer la barriére hémato-

encéphalique qui devient moins sélective.
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Figure 4: Lignées cellulaires de la microglie et des macrophages infiltrants des

glioblastomes. microglie/macrophages associés aux tumeurs (TAM) [21].

Ces deux populations distinctes de cellules sont morphologiquement indiscernables
dans les coupes histologiques de tissus et ne sont pas distinguées de maniere fiable. On ignore
donc actuellement dans quelle mesure les macrophages sont dérivés de linfiltration de

cellules provenant de la circulation sanguine ou de la microglie [22-23].
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3) TMEM119

Pour comprendre le fonctionnement immunitaire du cerveau contre un processus tumoral
et par conséquent, cibler soit la microglie ou les macrophages systémiques dans les
prochaines approches thérapeutiques, il est essentiel de faire la distinction entre ces deux

populations cellulaires.

Bennett et al., ont identifié en 2016 une protéine, la TMEM119, comme un marqueur de
surface de la microglie [24-25]. En effet, cette équipe a démontré, a partir du séquencage du
transcriptome de cellules microgliales, que la protéine TMEM119 est fortement exprimée par
ces cellules mais pas par les macrophages d’origine systémique. Cette protéine a été décrite
comme jouant un role dans la différenciation des ostéoblastes dans une étude de 2012 [26].
Par la suite, de nombreuses autres études ont montré cette différence d’expression entre les
deux populations de cellules [17, 27]. Pour I’instant, sa fonction est encore inconnue dans le

systeme nerveux central.

Cette protéine peut étre utilisée pour distinguer de maniere fiable la microglie des
macrophages infiltrants. Pour cibler celle-ci, il existe une technique spéciale en

immunohistochimie avec un anticorps spécifique.
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4) Objectifs

Ainsi, les glioblastomes sont des tumeurs de mauvais pronostic et répondent peu aux
nouvelles thérapies visant le systeme immunitaire. Le microenvironnement tumoral de ces
tumeurs a fait récemment 1’objet de nombreuses études qui retrouvent une grande proportion
de macrophages. Or ces macrophages peuvent avoir deux origines distinctes induisant des

conséquences non négligeables pour les traitements futurs.

L’objectif de cette étude est de mieux caractériser D’infiltrat inflammatoire des
glioblastomes et notamment de reconnaitre la provenance des macrophages qui
infiltrent ces tumeurs ainsi que le lien entre leurs proportions respectives et des facteurs

pronostiques.
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II. Matériel et méthodes

1) Selection des cas

L’étude a porté sur I’ensemble des examens anatomopathologiques des prélévements issus
du CHU d’Amiens sur la base de données DIAMIC, pour lesquels un diagnostic de
glioblastome a été retenu entre janvier 2015 et mars 2020. Le diagnostic de cette tumeur a été
réalisé par un meédecin anatomopathologiste sur des coupes histologiques réalisées a partir des
prélevements inclus en paraffine et colorées a 1I’Hématoxyline-Phloxine et assisté de

techniques immunohistochimiques. Au total, 259 prélevements ont été retrouvés.
Les critéres d’exclusion étaient :

- les prélevements biopsiques en raison de la petite taille des préléevements,

- les glioblastomes secondaires (et notamment le statut muté pour ATRX et IDH1 en
immunohistochimie),

- les patients de moins de 55 ans pour s’affranchir de la recherche de mutation

minoritaire d’IDHI1 et IDH2 en biologie moléculaire.

Suite aux critéres d’exclusion, 100 patients ont été sélectionnés. Pour deux patients nous
n’avions pas les blocs d’inclusion (envoyés a un laboratoire pour des études cliniques) et ils

ont donc éte exclus de 1’étude. Au final cette étude a porté sur 98 cas.

Les échantillons tissulaires anonymes ont été mis a disposition, et utilisés en interne de
facon rétrospective, dans le service d'Anatomie et Cytologie Pathologiques-Tumorotheque de
Picardie dans le cadre d’une recherche n’impliquant pas la personne humaine portant sur les

pratiques d’enseignement, notamment des étudiants dans le domaine de la santé.

2) Collecte des donnees

Les criteres cliniques et histologiques ont été recherchés sur les logiciels de dossiers
médicaux informatisés DxCare et DIAMIC du CHU d’Amiens Picardie. Il a été retenu: le
sexe, I’age des patients au diagnostic, la survenue d’un déces, la survie supérieure a 15 mois
avec la séparation des patients en longs survivants (survie supérieure ou égale a 15 mois) et
courts survivants (survie inférieure a 15 mois), le pourcentage de nécrose estimé sur les

coupes histologiques et la localisation de la tumeur. Le coefficient de prolifération Ki67 et le
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statut pour la protéine P53 ont été également recherchés. En effet, la protéine P53 joue un role
important dans la régulation du cycle cellulaire, I'apoptose et la différenciation cellulaire. Les
mutations de P53 sont associées a un pronostic plus sévére [28]. Dans les gliomes, le statut
P53 est une aide pour classer ces tumeurs. Le marquage de plus de 10% des noyaux tumoraux
par la P53 (surexpression de P53) est associ¢ a la perte d’ATRX. Elle est donc exclusive de la

codélétion 1p19q.

3) Immunohistochimie

Les techniques immunohistochimiques ont été réalisées sur 1’automate Benchmark Ultra
(Ventana Medical Systems). Les techniques ont été exécutées sur du matériel fixé par le
formol et inclus en paraffine. Les blocs ont été coupés a 3 um d’épaisseur. Deux coupes
successives ont été utilisées pour I’anticorps anti CD 68 (Cluster of Differentiation 68,
specifique de la lignée monocytaire, exprimé par les macrophages circulants et par les
macrophages tissulaires et notamment la microglie) et TMEM119 afin d’avoir peu de
différences dans les images tissulaires a analyser. Il a été également réalisé pour les
prélevements les plus anciens, un immunomarquage pour les anticorps anti IDH1 R132H,
ATRX, la P53 et le Ki67. Ceux-ci ayant été réalisés pour les actes diagnostiques pour les plus
récents (Tableau 1).

Anticorps Fabricant/ Dilution Technique
Distributeur

TMEM119 Abcam Rabbit polyclonal 1/50 CCl1 64’ prétraitement, 32’ incubation
anticorps

CD68 DAKO PG-M1 1/100 CC1 8’ prétraitement, 20’ incubation
anticorps

ATRX SIGMA Polyclonal 1/200 CC1 64’ prétraitement, 32’ incubation
anticorps

IDH1 Clinisciences H09 1/100 CC1 64’ prétraitement, 32’ incubation
R132H anticorps

P53 DAKO DO-7 1/50 CC1 64’ prétraitement, 32’ incubation
anticorps

Ki67 Diagomics SP6 1/100 CCl1 64’ prétraitement, 32’ incubation
anticorps

Tableau 1: Description des anticorps.
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Des témoins positifs et négatifs (en omettant 1’anticorps primaire) ont été réalisés pour

chaque anticorps.

La technique d’immunomarquage pour I’anticorps anti-TMEM119 a été mise au point
pour cette étude. Le témoin positif était du tissu ganglionnaire sain comme préconisé par le
fabricant et utilis¢ dans d’autres études [19]. L’anticorps a également été testé sur du tissu
cérébral sain pour éviter le bruit de fond (prélevement autopsique). Plusieurs dilutions (1/50,
1/100, 1/200) ont été testées afin d’affiner la qualité de 1I’immunomarquage ainsi que
différents prétraitements de la lame (CC1 et CC2) et différentes durées d’exposition a ces
prétraitements (64 ou 56 minutes). Nous avons gardé la dilution au 1/50 et le prétraitement

CCl1 avec 64 minutes.

Toutes les lames marquées par le TMEM119 et le CD68 ont ensuite été numérisées par le
scanner de lames Pannoramic 1000 (3DHISTECH) du Service d’Anatomie et Cytologie
Pathologiques du Pr GUETTIER a I’hopital du Kremlin-Bicétre (AP-HP). Grace a
I’application CaseViewer (3DHISTECH), une zone de 1,2 mm?2 a été sélectionnée dans la
tumeur, correspondant a un champ au grossissement 200. Dans cette zone, les cellules
marquées par le TMEM119 et le CD68 ont été comptées manuellement par un pathologiste.
Afin d’évaluer un possible effet zone, 3 zones de 1,2 mm? de trois tumeurs ont été
sélectionnées. Lorsque 1’on comparait les cellules marquées, il n’y avait qu’une variation
inférieure a 5% du nombre de cellules dans ces 3 zones. Ceci nous a permis de n’analyser
qu’une zone de 1,2 mm? pour chaque tumeur. Comme décrit dans d’autres études [29],
certaines cellules tumorales et cellules endothéliales exprimaient TMEM119. Les cellules

microgliales ont donc éte sélectionnées grace a leur morphologie.

Lorsqu’il existait sur la lame du tissu cérébral sain d’au moins 1,2 mm?, celui-ci a fait

I’objet de la méme démarche pour le marquage avec 1’anticorps anti TMEM119.

4) Analyses statistiques

Les variables quantitatives ont été exprimées en moyennes avec écarts types ou en
médianes avec « inter quartile range », les variables qualitatives en fréquences et
pourcentages. Chaque variable a ét¢ analysée dans le cadre d’une analyse univariée. Les
variables qualitatives ont été évaluées par le test du Chi2 ou par le test exact de Fisher quand

les conditions du Chi2 n’étaient pas respectées. Des tests paramétriques ont été réalises avec
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notamment le test de Welch car les conditions du test de Student n’étaient pas respectées. Des
tests non paramétriques ont également été faits. Il s’agissait du test de Kruskal Wallis et du
test de Mann Whitney.

Les variables quantitatives ont été analysées entre elles avec le coefficient de corrélation de

Pearson pour évaluer une corrélation linéaire.

Toutes les variables testées en univarié et dont la p-value était inférieure a 0,15 ont été
introduites dans la création du modele multivarié logistique. Ainsi, outre les variables forcées
dans le modele, telles que 1’age ou le sexe systématiquement insérés, celles dont les p-values
étaient inférieures a 0,15 étaient considérées comme éligibles au modele. Le seuil de

significativité pour le modele multivarié était fixé a 0,05.

Les analyses ont été réalisees avec le logiciel graphpad prism version 5.02 pour Windows
(GraphPad Software, La Jolla California USA 2017) et le logiciel p-value.io (Medistica.
pvalue.io, a Graphic User Interface to the R statistical analysis software for scientific medical
publications. 2020).
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III. Résultats

1) Description de la cohorte

L'age moyen au diagnostic était de 64 ans avec des extrémes allant de 55 ans a 90 ans.
Il existait une prédominance masculine (sex ratio = 1,39). Les hommes étaient discrétement
plus jeunes au diagnostic que les femmes (63,0 ans + 6 pour les hommes contre 65,6 ans +
7,66 pour les femmes, p = 0,067). Les glioblastomes étaient essentiellement localisés a droite
et touchaient préférentiellement le lobe temporal (Tableau 2). Dix-sept patients avaient une
tumeur qui s’étendait a plus de deux lobes contigus (17%) et sept patients avaient une

localisation bilatérale du glioblastome (7,1%). Une seule tumeur intéressait le cervelet.

La survie moyenne était de 14 mois environ (14,2 mois + 10,1) avec 52 déces a la fin
de I’étude (53% des patients). Il existait plus de patients courts survivants (survie inférieure a
15 mois) que longs survivants (survie supérieure ou égale a 15 mois). Les courts survivants
¢taient majoritairement des hommes (nombre d’hommes dans les courts survivants: 40 (70%
des hommes au total) et nombre de femmes : 22 (54% des femmes au total) et les longs
survivants 17 (30%) hommes et 19 (46%) femmes, p=0,094).

Pour les données histologiques, le coefficient de prolifération Ki67 moyen était estimé
a 29,4 + 13,7%. Le pourcentage moyen de P53 était de 25,5 + 25,3%. Le pourcentage moyen
de nécrose tumorale était de 26,6% + 21,4. Le Ki67 était lié de maniere statistiquement
significative avec des facteurs tels que le pourcentage de nécrose tumorale (coefficient de
corrélation : -0,164 (-0,351; 0,0357), p=0,11) et la P53 (0,274 (0,0799; 0,448), p<0,01). En
effet, il existait une augmentation du pourcentage de nécrose tumorale quand le Ki67

augmentait alors que pour la P53 la relation était inversée (Figure 5).

28



Moyenne (écart- Médiane [Q25-

type) 75]
AGE AU DIAGNOSTIC (année) 64,1 (6,83) 63,0[59,0;68,8] 550 90,0 98(100%)
SURVIE (mois) 14,2 (10,1) 12,0[7,00; 18,0] 1,00 580 98(100%)
KI67 (%) 29,4 (13,7) 30,0[20,0;35,0] 5,00 80,0 98(100%)
NECROSE (%) 26,6 (21,4) 20,0[10,0;40,0] O 80,0 98 (100%)
P53 (%) 25,5 (25,3) 15,0[8,50;30,0] 1,00 950 98 (100%)
CD68 (nombre cellules 201 (133) 169 [105; 258] 30,0 797 98 (100%)
marquées/1,2mm?)
TMEM119 (nombre cellules 92,4 (88,8) 68,0 [30,0; 117] 2,00 432 98(100%)
marquées/1,2mm?)
SEXE M - - - - 57 (58%) 0,0349
F - - - - 41 (42%)
COTE DROITE - - - - 54 (55%) <0,0001
GAUCHE - - - - 37 (38%)
BILATERAL - - - - 7(7,1%)
TEMPORAL - - - - 36 (37%)  <0,0001
FRONTAL - - - - 20 (20%)
LOBE MULTIPLE - - - - 17 (17%)
PARIETAL - - - - 12 (12%)
CARREFOUR - - - - 7 (7,1%)
OCCIPITAL - - - - 5 (5,1%)
CERVELET - - - - 1(1%)
NOMBRE DE LOBE(S) 1 - - - - 79(82,3%)  <0,0001
ATTEINT(S) ) ) . - - 13(13,5%)
>2 - - - - 4 (4,1%)
DECES oul - - - - 52(53%)  0,4294
NON - - - - 46 (47%)
SURVIVANTS COURT - - - - 46 (56%) 0,0509
(<15 mois)
LONG - - - - 32(44%)
(>15 mois)

Tableau 2 : Description de la cohorte.
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Figure 5 : Corrélation entre le pourcentage de nécrose (A) et de P53 (B) tumoraux et du
coefficient de prolifération Ki67.

La localisation tumorale a certains lobes était statistiquement associée au pourcentage
de nécrose tumorale et au pourcentage de cellules exprimant la P53. En effet, on retrouvait
une augmentation de P53 dans les tumeurs touchant plusieurs lobes, au niveau du carrefour et
du lobe occipital. De méme, la nécrose tumorale était plus importante dans les lobes
occipitaux et frontaux ainsi qu’au niveau du carrefour (Tableau 3).

LOBE LOBE MULTIPLE LOBE CARRE- LOBE CERVE-

TEMPORAL FRONTAL (n=17) P(I:.R_IE]'-TZA)I. FOUR OC(Elfl;')AL LET
(n=20) . -

(n=7) (n=1)

(n=36)

NECROSE (%), 22,7 (¥22,0) 33,9(+21,0) 19,4(+20,0) 30,0(+24,0) 33,6(+20,6) 34,0(+x11,4) 20(+) 0,098
Moyenne
P53 (%), 16,7 (¥18,8) 25,4 (+28,3) 33,2(+23,5) 29,2(+29,0) 40,7 (+29,5) 32,0(+37,5) 30(+) 0,052
Moyenne

Tableau 3 : Répartition des pourcentages de nécrose tumorale et de P53 en fonction des lobes

atteints.

Le pourcentage de cellules marquées avec 1’anticorps anti P53 augmentait avec le nombre
de lobes atteints (1 lobe : 24,3 (£25,7) vs 2 lobes : 27,3 (£22,7) vs >2 lobes : 42,5 (£26,3),
p=0,12).
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Figure 6 : Glioblastome en HE (A), immunomarquage par les anticorps anti CD68 (B) et
TMEM119 (C), grossisement x400.

31



2) Macrophages CD68 positifs

Le nombre moyen de macrophages marqués par 1’anticorps anti CD68 était de 201 +

133 /1,2 mm2 pour toutes les tumeurs analysées (Figure 6).

Lorsqu’on comparait cette densité de macrophages avec les caractéristiques clinico-
pathologiques, nous retrouvions que le coefficient de prolifération Ki67 et le pourcentage de
cellules marquées par I’anticorps anti P53 étaient lies statistiquement avec le nombre de
macrophages marqués. En effet, le Ki67 (coefficient de corrélation : -0,215 (-0,396; -0,0168),
p= 0,034) et la P53 (coefficient de corrélation : -0,162 (-0,349; 0,0375), p=0,11) diminuaient
lorsque le nombre de macrophages augmentait (Figure 7 et tableau 4 bis). Il n’a pas été
retrouveé d’autre différence statistiquement significative avec le reste des criteres en analyse
univariée (Tableau 4). Cependant, on peut noter une discréte augmentation du nombre de
cellules dans les tumeurs des hommes par rapport a celles des femmes (nombre moyen de
macrophages chez les hommes : 213 + 143 et chez les femmes : 184 + 117, p=0,28). Il existait
une tendance a la diminution de macrophages chez les courts survivants par rapport aux longs
survivants (nombre moyen de macrophages chez les courts survivants 179 (£112) et chez les
longs survivants : 215 (£155), p=0,24).

32



Moyenne Médiane

(écart-type) [Q25-75]
DECES oul 195 (+145) 158 [102 - 252] 0,63
NON 208 (+120) 191 [112 - 259]
COTE DROITE 208 (+125) 192 [108 - 274] 0,34
GAUCHE 201 (+147) 156 [107 - 258]
BILATERAL 149 (£122) 107 [71 - 196]
LOBE TEMPORAL 204 (+134) 176 [94,8 - 263] 0,54
FRONTAL 225 (+127) 194 [123 - 285]
MULTIPLE 162 (£106) 118 [80 - 252]
PARIETAL 231 (+190) 168 [123 - 250]
CARREFOUR 177 (+80,1) 151 [120-220]
OCCIPITAL 212 (+157) 137 [115 - 252]
CERVELET 67 (1-) 67 [67 - 67]
NOMBRE DE LOBE(S) ATTEINT(S) 1 212 (+137) 175 [112 - 258] 0,11
2 143 (+90,5) 107 [77,5 - 200]
>2 199 (+148) 196 [112 - 283]
SEXE M 213 (+143) 172 [107 - 274] 0,28
F 184 (£117) 151 [104 - 249]
SURVIVANTS COURTS 179 (£112) 152 [92,5 - 248]] 0,24
LONGS 215 (+155) 171 [107 - 268]

Coefficient de corrélation (1C95) p

AGE AU DIAGNOSTIC (année) -0,0156 (-0,213; 0,183) 0,88
KI67 (%) -0,215 (-0,396; -0,0168) 0,034

NECROSE (%) 0,0929 (-0,108; 0,286) 0,36

P53 (%) -0,162 (-0,349; 0,0375) 0,11

Tableaux 4 et 4 bis : Corrélation entre le nombre de macrophages et les différents criteres.
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Figure 7 : Corrélation entre le taux de Ki67 (A), de P53 (B) et le nombre de cellules
marquées par [’anticorps anti CD68.

Ainsi, il existait bien dans notre cohorte une importante population de macrophages associée
aux glioblastomes.

De plus, il existe un lien statistiquement significatif entre ces macrophages, le Ki67 et la P53.

Mais parmi ces macrophages, existe-il de la microglie infiltrant ces tumeurs ?

3) Microglie
a. Tissu non tumoral et tissu tumoral

Aprés les mises au point pour I’anticorps anti-TMEMZ119, nous avons exploré le nombre
de cellules microgliales dans le tissu tumoral et le tissu non tumoral adjacent a la tumeur.
Seuls 23 prélévements avaient un fragment de tissu non tumoral, les tumeurs associées a ces
fragments ont éte utilisées pour comparer ces différents marquages. Le nombre moyen de
microglie retrouvé dans le tissu sain était de 36,1 + 23,1 cellules par 1,2 mm2 alors que celui
du tissu tumoral était de 87,5 + 80 cellules par 1,2 mm2. Cette différence était statistiquement

significative avec un coefficient de corrélation de 0,715 et p< 0,001 (Figure 8 et figure 9).
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Figure 8 : Immunomarquage par l’anticorps anti TMEM119 dans le tissu non tumoral
(A) et tumoral (B), grossissement x200.
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Figure 9 : Corrélation du nombre de cellules marquées dans le tissu tumoral et non tumoral
(p<0,001).

Il existait donc bien des cellules de la microglie dans les glioblastomes et ces cellules

microgliales étaient en nombre augmenté par rapport au tissu non tumoral adjacent.

b. Corrélation de la microglie dans le tissu tumoral et les
différents critéres

Le nombre moyen de microglie (cellules marquées par 1’anticorps anti TMEM119)
retrouvé dans les glioblastomes était de 92,4 + 88,8 cellules par 1,2 mm? sur toute la cohorte
(98 cas).

35

5 3 i v SR o 'R ’3 - > v T T
A o % e 5 ¥ E-v g \.‘ﬁ, . ~ Rl .” 4 : v
ff»*-ﬁ ? vl s Loy P oo, 74 ? T~
ha 2 - ; ?‘ K e pigiies 4 =) CE - ... ‘ » | ]
e A > ﬁc ool e B b NS S 0 oV
. 1) : & ; ) ,J: w"..n« = v gs® oS b o »e 0
/ & q = { "’ ‘jq. e gr ‘ﬁ‘ a‘_ - .Q % -
: b i T S We .0 A A T St L
Y 2 = r'-!’j:,“_‘ ok £ % ¢ » o 2 L e 2 -
& = & NS ..r‘ Wiy g 6. R P PR % c;‘ Lo
p - re - R VR o % : o
5: E = R \‘ﬁQ > B 5 @ e > “‘ - ;_" .
- . R gAE e R
7 2 % e &9 . P b SR Y &5
o Ry B ¢ 3 [+ BRSO S Walae . S® e
8 ) i 4, ?.n& - : a Y S e
LA ”‘f"\ 4 ¢ "’“ ro v o ‘
= o G S o, 1 e B ’ ’ £
& - o, . Sa & “5o g ﬂ‘
% P 2 L S G S a LY ’ o
® 2 X A e S e ) e ool
“« NS s - i o AW b3 L 5L g a
Foiag Yol R MR [{
50 ym ® = ﬂn £ - eCE . & ) o '
S L R oigus S S ¥ Bl RN % !Q



Nous retrouvions une association statistiquement significative avec le marquage par
I’anticorps anti P53 (coefficient de corrélation : -0,178 (-0,364; 0,0212), p=0,08) et les longs
survivants (moyenne de cellules de la microglie chez les courts survivants : 82,9 (£89,8) vs
chez les longs survivants: 112 (x71,7), p=0,11) (Tableaux 5 et 5 bis). Il existait une
diminution du pourcentage de cellules tumorales marquées par la P53 quand le nombre de
cellules microgliales marquées diminuait. Inversement le taux de longs survivants était plus
important quand le TMEM 119 était elevé (Figure 10). Il n’y avait pas d’autre lien

statistiquement significatif avec les autres criteres en analyse univariée (Tableau 5).

Moyenne (écart- Médiane [Q25-

type)

75]

DECES oul 89,9 (+74,6) 68 [45,8-110] 0,77
NON 95,3 (+103) 63,5 [15 - 126]
COTE DROITE 104 (+105) 69[30-134] 0,58
GAUCHE 81,9 (63,6) 70 [44 - 115]
BILATERAL 57,3 (+46,9) 36,0 [30,5 - 73]
LOBE TEMPORAL 94,1 (+100) 62,5[18-123] 0,6
FRONTAL 85,3 (+81,9) 61,5 [32,2 - 112]
MULTIPLE 91,7 (66,4) 70 [57 - 115]
PARIETAL 83,2 (+77,5) 62,5 [27,5 - 111]
CARREFOUR 112 (+39,1) 104 [91,5 - 120]
OCCIPITAL 119 (+180) 30 [11- 112]
CERVELET 31 (+) 31[31-31]
NOMBRE DE LOBE(S) 1 94,4 (+93,6) 68 [25,5-123] 0,97
ATTEINT(S)
2 85,3 (+71,7) 70 [40 - 110]
>2 81,2 (+49,8) 73 [57 - 97,2]
SEXE M 83,2 (£77,4) 68[30-109] 0,25
F 105 (+102) 65 [31 - 137]
SURVIVANTS COURTS 82,9 (89,8) 58,5[30-102] 0,11
LONGS 112 (£71,7) 103 [65 - 150]
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Coefficient de corrélation (1C95) p

AGE AU DIAGNOSTIC (année) 0,0622 (-0,138; 0,257) 0,54
KI67 (%) -0,0900 0,38

NECROSE (%) 0,0635 (-0,137; 0,259) 0,53

P53 (%) -0,178 (-0,364; 0,0212) 0,08

Tableaux 5 et 5 bis : Corrélation entre le nombre de cellules microgliales et les différents

criteres.
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Figure 10 : Corrélation entre le pourcentage de cellules marquées par la P53 et le nombre de
cellules marquées par [’anticorps anti TMEM119 (A) et comparaison du nombre de cellules

microgliales marquées par le TMEMZ119 chez les patients courts et longs survivants (B).

Ainsi nous avons montré qu’il existait bien une population de macrophages qui
infiltrent les glioblastomes et que certains d’entre eux proviennent de la microglie. Nous
avons aussi montré que ces populations étaient également en lien avec des criteres cliniques et

histologiques.

Mais quelle est la proportion de chaque type de cellules dans les tumeurs?

4) Proportion de microglie au sein de la population de macrophage

On a tout d’abord comparé les cellules marquées par I’anticorps anti CD68 et celles

marquées par I’anticorps antti TMEM119. On remarque qu’il existait bien une différence
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statistiqguement significative entre ces deux populations de cellules (coefficient de corrélation :
0,368, p<0,001) (Figure 11 et figure 12).

Figure 11 : Immunomarquage par [’anticorps anti CD68 (A) et anti TMEMI119 (B),
grossissement x 200.
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Figure 12 : Corrélation entre le taux de cellules marquées par le CD68 et le TMEM119
(p<0,001).

Pour caractériser au mieux la population macrophagique des glioblastomes, le nombre de

cellules de la microglie marquées par I’anticorps anti TMEM119 a été rapporté au nombre de
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cellules marquées par I’anticorps anti CD68. La moyenne de ce ratio était de 0,519 + 0,342 et
la médiane de 0,524 [0,141; 0,863].

Seul le statut long ou court survivant a été retrouvé associé a ce ratio en analyse univariée.
Les courts survivants étaient majoritairement associés a un ratio TMEM119/CD68 plus faible
que les longs survivants (moyenne du ratio de TMEM119/CD68 chez les courts survivants :
0,507 (+0,345) et chez les longs survivants : 0,631 (£0,307), p=0,089) (figure 13). Cette
augmentation du ratio traduisait une augmentation de cellules microgliales chez les patients
longs survivants par rapport aux courts survivants alors que le nombre de macrophages
systémiques était quasiment similaire (nombre médian de cellules marquées par 1’anticorps
anti TMEM119 chez les courts survivants : 58,5 [30 - 102] vs chez les longs survivants : 103
[65 - 150] et celles marquées par I’anticorps anti CD68 chez les courts survivants : 152 [92,5 -
248] vs chez les longs survivants : 171 [107 - 268].

Une étude multivariée a donc été realisée a I’aide d’un modele de régression logistique, avec
comme variable a expliquer le statut survivant (long ou court) et comme variable explicative
le ratio TMEM119/CD68. Les facteurs confondants sélectionnés étaient 1’age au diagnostic et
le sexe mais également le Ki67 et la P53. Il en résulte qu’en analyse multivariée cette

association n’était plus statistiquement significative. (Tableau 6)

1.00+

0.754

TMEM/CD68
o
g

0.004

COURT LONG
SURVIVANTS

Figure 13 : Ratio du nombre de cellules marquées par l’anticorps anti TMEM119 sur le
nombre de cellules marquées par le CD68 chez les patients courts et longs survivants.
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DECES

COTE

LOBE

NOMBRE DE
LOBE(S)
ATTEINT(S)

SEXE

SURVIVANTS

Moyenne

(écart-type)

Médiane

[Q25-75]

oul 0,552 (£0,317) 0,567 [0,284 — 0,32
0,835]
NON 0,482 (£0,369) 0,488 [0,101 —
0,867]
DROITE 0,539 (£0,347) 0,553 [0,157 — 0,86
0,868]
GAUCHE 0,498 (+0,350) 0,512 [0,132 -
0,859]
BILATERAL 0,481 (+0,300) 0,480 [0,319 —
0,581]
TEMPORAL 0,515 (£0,334) 0,594 [0,131 — 0,18
0,783]
FRONTAL 0,397 (£0,311) 0,325 [0,153 —
0,524]
MULTIPLE 0,670 (£0,305) 0,771[0,525 —
0,928]
PARIETAL 0,436 (£0,384) 0,281[0,118 —
0,798]
CARREFOUR 0,731 (+0,294) 0,859 [0,584 —
0,898]
OCCIPITAL 0,437 (+0,466) 0,119 [0,0930 —
0,921]
CERVELET 0,463 (+-) 0,463 [0,463 —
0,463]
1 0,493 (£0,344) 0,500 [0,130 — 0,29
0,843]
2 0,641 (£0,326) 0,771 [0,489 —
0,901]
>2 0,585 (£0,337) 0,581 [0,473 —
0,693]
M 0,479 (£0,344) 0,484 [0,132 — 0,17
0,859]
F 0,575 (£0,336) 0,660 [0,225 —
0,864]
COURTS 0,507 (£0,345) 0,528[0,130— 0,089 1,01[0,997;1,03] 0,13
0,817]
LONGS 0,631 (£0,307)) 0,643 [0,496 —

0,912]




Coefficient de corrélation (1C95) p

AGE AU DIAGNOSTIC (année) 0,0821 (-0,118; 0,276) 0,42
KI67 (%) 0,0854 (-0,115; 0,279) 0,4

NECROSE (%) -0,0954 (-0,288; 0,105) 0,35

P53 (%) 0,00661 (-0,192; 0,205) 0,95

Tableaux 6 et 6 bis: Corrélation entre le ratio de cellules dérivant de la microglie et le

nombre de macrophages total avec les différents criteres.

Ainsi, notre étude a montré que:

- il existait bien des macrophages de la circulation systémique qui envahissaient les

tumeurs et qu’il existait un nombre plus faible de microglie associée.

- la microglie est en nombre augmenté dans les glioblastomes comparé au tissu non

tumoral avoisinant.

- quand la proportion de microglie dans la tumeur augmentait, cela était associée de
maniére statistiguement significative en univarié au fait que les patients aient une survie plus

longue ; ce qui n’était pas le cas en multivarié.
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IV. Discussion

Ce travail porte sur la détermination immunohistochimique des macrophages infiltrants
les glioblastomes et leur association avec des critéres cliniques ou histologiques dans une

cohorte rétrospective de 98 cas.

L’une des difficultés de cette étude a été de travailler sur des prélevements qui sont le plus
souvent fragmentés. L’estimation du pourcentage de nécrose tumorale est conditionnée par
ces résections tumorales incomplétes rarement en bloc et le plus souvent faite par aspiration
tumorale. De plus nous avons exclus les préléevements biopsiques qui sont la plupart du temps
moins nécrosés mais de plus petite taille. Les conditions d’examen des tumeurs sont donc

variables entre chaque cas car la qualité du matériel histologique varie de I’un a I’autre.

Les glioblastomes sont des tumeurs de trés mauvais pronostic avec peu d’alternatives
thérapeutiques. Les immunothérapies deviennent donc de véritables sources d’espoir parmi
les traitements anticancéreux. Elles agissent sur les cellules immunitaires présentes dans les
tumeurs afin de réajuster la réaction immunitaire du patient contre la tumeur. Les cellules
tumorales, pour se développer, sont capables de diminuer cette réaction immunitaire. Traiter
un cancer, ne revient plus a le considérer du seul point de vue de la cellule tumorale mais
également du microenvironnement tumoral et des cellules immunitaires qui le composent. La

caractérisation de ce microenvironnement devient donc un enjeu de santé publique.

Le microenvironnement tumoral des glioblastomes a commencé a étre étudié a la toute fin
des années 1980 notamment par 1’équipe de Kuppner et al. [30-32]. Les cellules immunitaires
de ce microenvironnement se déclinent en une majorité de macrophages [33-35] dont 1’étude
s’est intensifiée avec un rythme soutenu depuis les années 2010 et de nombreux résultats sont

encore en attente notamment dans I’implication thérapeutique de ces découvertes.

A 1’état physiologique, les macrophages et les cellules dendritiques jouent un role dans la
phagocytose et dans la présentation d’antigénes aux lymphocytes. Ces cellules dérivant des
monocytes émis par la moelle osseuse, permettent d’activer les lymphocytes et prennent une
part essentielle dans I’activation de la réponse immunitaire adaptative. Les macrophages
permettent aussi de réguler la réaction immunitaire et 1’afflux des autres cellules par le biais
de cytokines. De plus, il existe d’autres macrophages qui résident dans certains tissus comme

le foie (cellule de Kupffer) ou le tissu nerveux (microglie) et qui n’ont pas la méme origine
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que les macrophages systémiques. En effet, ces cellules dérivent de la vésicule vitelline durant
le développement embryonnaire alors que les macrophages circulant dérivent des monocytes

de la moelle osseuse.

Il a été démontré a partir des années 2000, que dans les stades précoces des cancers, il
existe une activation des lymphocytes T cytotoxiques et des macrophages pour éliminer les
cellules tumorales. Mais plus la tumeur progresse, plus les cellules tumorales agissent sur le
microenvironnement tumoral pour 1’aider a se développer et bien qu’il existe des
macrophages anti-tumoraux, la plupart d’entre eux sont « «éduqués » et recrutés par des
cellules souches gliomateuses [36] pour aider la progression tumorale [34]. C’est pourquoi de
nombreuses études avancent que le nombre de TAM est corrélé a un mauvais pronostic et a
une plus faible survie comme dans le cancer mammaire, gastrique, ovarien, veésical et
pulmonaire non a petites cellules. Pour d’autres auteurs, il existe une corrélation entre une
forte densité de TAM et une meilleure survie [34, 14]. Galarneau et al. en 2007 [37], ont
décrit une activité antitumorale des macrophages, alors que des données récemment publiées
soutiennent un phénotype protumoral des TAM dans les tumeurs cérébrales [38]. Des études
relatent que les TAM, limitent les réponses aux chimiothérapies, aux irradiations et aux
inhibiteurs de 1’angiogénese [39-41]. De nombreuses études expérimentales ont montré de
maniere in vitro que ces TAM ont un role essentiel dans la formation et le maintien des
glioblastomes [23, 42-43] mais également a la croissance et a la migration des cellules
tumorales [44] (Figure 14).

Une des hypothéses pour expliquer ces différences de résultats est basée sur 1’étude
des phénotypes des TAM. En effet, les TAM sont divisés en deux catégories selon des criteres

morphologiques et sécrétoires traduisant leur activation :

- Le phénotype pro-inflammatoire M1 (anti-tumoral) en réponse au TLR4 et a I'lFN-y,
favorise I'activation des cellules T CD8+ par la présentation d'antigénes et la sécrétion
de cytokines.

- le phénotype alternatif M2 (pro-tumoral) déclenché par le TGF-, I’I1L-4, I'lL-10 et/ou
I'IL-13 [45-46].

Mais cette description in vitro est une réduction tres simpliste de ces cellules dans les
conditions in vivo. Il est maintenant clair que l'activation et la polarisation des macrophages
consistent en une gamme de phénotypes ou un continuum plut6t qu'en deux états binaires et

qu'il existe de multiples facteurs contribuant a leur hétérogénéité intratumorale et
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intertumorale, tels que I'emplacement anatomique, le sous-type de cancer et I'exposition a une
myriade de facteurs environnementaux [39]. Ces phénotypes différents permettent d’expliquer
des corrélations contradictoires dans I'évolution du patient. En effet, les cellules de type M2
sont parfois corrélées avec un mauvais pronostic, elles ont tendance a étre anti-inflammatoires

et associées au remodelage des tissus et aux processus de cicatrisation [39].

Antitumoral (M1)  macrophage CCL2, CSF1... Protumoral (M2)
Détruit microglie
) -
Cellule NK .‘
IFNy

\ / Chimioattraction
macrophage \

@

<

N |
\‘%*M Cellule T

ST, EGF, IL-6, TGFp.. ——i ! >

Cellule NK

Figure 14 : Exemple de régulation immunitaire dans les glioblastomes par la microglie et les

macrophages [47].

Mais toutes ces études qui sont parfois en contradiction ne se sont pas intéressées a la
provenance des cellules. Alors que nous avons deja évoqué qu’elles peuvent provenir de
cellules résidantes des tissus (microglie dans le tissu nerveux, mais sont aussi retrouvées dans
le pancréas et les poumons [34]) et des macrophages dérivés de la moelle osseuse. Certaines
études montrent que 1’origine de ces TAM dans les gliomes est majoritairement de la
microglie [48] et d’autres auteurs affirment que les TAM sont plutot d’origine systémique
[36]. Les deux sous-types cellulaires (microglie et macrophages systémiques) sont
habituellement distingués par des techniques d’immunofluorescence ou de cytométrie de flux
portant sur le CD45. Les cellules microgliales expriment faiblement le CD45 et les
macrophages systémiques 1’expriment fortement. Mais de nombreuses études relévent des
discordances entre ces taux de CD45 notamment entre les modeéles murins et humains, et la
technique est assez critiquée [49-50]. La découverte du TMEM119 est donc une avancee
considérable et récente pour discriminer ces cellules de facon aisée et certaine [17,24]. En

effet, la premiére étude 1’identifiant comme un marqueur spécifique de microglie date de 2016
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par 1’équipe de Bennett et al [24] et le TMEM119 a été repris dans des études trés récentes
publiées en 2019 [29,41]. Notre laboratoire ne disposait pas de cet anticorps avant la
réalisation de cette étude. La mise au point a donc été réalisee spécifiquement pour ce travail.
Cette mise au point a nécessité de nombreux tests sur différents prélevements sains et
tumoraux ainsi qu’avec de nombreuses dilutions différentes. Certaines cellules tumorales
exprimaient TMEM119 ce que nous interprétons comme une conservation du phénotype glial
des cellules tumorales. C’est pourquoi, les cellules macrophagiques ont été comptées
manuellement dans les différents tissus afin de ne pas surévaluer le nombre de cellules

marquees.

Notre étude démontre que les TAM sont finalement une intrication de cellules
macrophagiques systémiques et microgliales avec une prédominance de macrophages
d’origine systémique tout comme d’autres études [34]. Notamment 1’étude de Chen et al en
2017, qui démontre que ces TAM se divisent en 85% de macrophages systémiques et 15% de
microglie dans les glioblastomes de modéles murins [23]. Nous avons inclus tous les
glioblastomes alors que selon certaines études, il existe des sous-types moléculaires distincts
et notamment le sous-type moléculaire mésenchymateux qui posséde une plus grande
fréquence de macrophages et cellules microgliales par rapport aux sous-types pro-neural,
neuronal ou classique [51]. Cela peut expliquer les grands écarts de valeurs entre les cellules

marquées d’une tumeur a I’autre.

L’équipe de Gabrusiewicz en 2011, expose une temporalité dans ces infiltrats. En effet, ils ont
démontré par une étude expérimentale, une accumulation rapide de microglie suivie par une
augmentation des macrophages d’origine systémique [42]. On ignore actuellement s'il existe
des facteurs distincts qui recrutent des cellules microgliales ou des macrophages systémiques.
Mais il existe dans les gliomes de nombreuses cytokines impliquées dans les recrutements des
macrophages et qui sont sécrétées par les cellules tumorales [21]. Cette accumulation de
microglie retrouvée dans certaines études [14], est confirmée par notre étude avec
I’augmentation du nombre de cellules marquées par I’anticorps anti TMEM119 dans le tissu

tumoral comparé au tissu non tumoral adjacent.

L’équipe de Chen et al., [23] a montré que la microglie se distribue plut6t dans les régions
péri-tumorales et les macrophages d’origine systémique composent plutét un infiltrat péri-
vasculaire. Les auteurs supposent donc que ces deux populations ont chacune une fonction

unique. Notre étude a montré de maniére statistiguement significative en univarié, une
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meilleure survie lorsque la population de microglie augmente dans le ratio
microglie/macrophages alors qu’il n’y a pas de différence concernant les macrophages seuls.
Ce qui peut expliquer des différences de fonction des cellules macrophagiques ou
microgliales comme 1’affirment certains auteurs, avec des cellules microgliales qui auraient
une fonction plutdt anti-tumorale que les macrophages d’origine systémique [22, 52-53]. Le
role de soutien des tumeurs a été démontré dans des modéles murins de gliomes dans lesquels
I'élimination des populations immunitaires macrophagiques était associée a une réduction de

la prolifération des tumeurs et/ou de la formation in vivo tumorale [21].

Cependant, les études de Markovic et al. suggérent que la microglie aide 1’invasion des
cellules tumorales en sécrétant des métalloprotéases qui dégradent la matrice extracellulaire
[54-55]. Dans les cultures organotypiques de coupes de tumeurs cérébrales et in vivo, la
déplétion de la microglie diminue la croissance et le caractere invasif des gliomes [21]. Les
modeles de migration tridimensionnelle des cellules de glioblastome provenant de patients ont
montré que l'invasion était significativement réduite en réponse a la signalisation paracrine
des cellules microgliales [56]. Mais encore, la microglie naive peut réduire la capacité des
cellules souches humaines a former des sphéeres pour supprimer la croissance des gliomes,
alors que la microglie ou les monocytes cultivés a partir de patients atteints de gliomes n'ont

pas ce potentiel anti-tumorigene [14].

Kudo et al., se sont intéressés au microenvironnement des métastases cérébrales des cancers
pulmonaires et ont montré une augmentation des macrophages dans ces localisations
secondaires, et que ces macrophages sont plutoét d’origine systémique que microgliale [57].
Cela peut suggérer que le cerveau se défend de toute prolifération néoplasique par un afflux

de macrophages systémiques quelle que soit I’origine de cette agression.

Maintenant que la population de TAM est bien établie, est-ce-que ces cellules

peuvent induire de mauvaises réponses aux immunothérapies ?

Révolutionnant ’oncologie, les immunothérapies augmentent la survie de patient en
stimulant les capacités tumoricides des lymphocytes cytotoxiques. Pour cela des anticorps ont
été développés ciblant les protéines PD1 ou PDL1 et CTLA-4, qui sont des points de controle
entre les cellules tumorales et les cellules immunitaires. En les bloguant, ces thérapies peuvent

augmenter la reconnaissance et la cytotoxicité des lymphocytes T envers les cellules
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tumorales. Cependant en fonction des études, environ 20 a 40% des tumeurs traitées par ces
immunothérapies ne répondent pas a ces traitements [34]. De nombreux essais cliniques ont
testé ces immunothérapies dans le glioblastomes avec des résultats peu concluants, bien que
leurs utilisations permettraient d’avoir une réponse plus maintenue dans le temps que les
traitements conventionnels [47,58]. Mais, I’étude CheckMate 143 (NCT 02017717) qui a été
le premier grand essai clinique randomisé sur I'inhibition du PD1 dans les gliobastomes a
retrouvé que le Nivolumab (OPDIVO®) ne prolongeait pas la survie globale des patients
atteints de glioblastomes récidivants [59]. Les résistances a ces traitements peuvent étre
classées en critéres intrinséques aux cellules tumorales (absence de ces protéines et donc une
insensibilité aux lymphocytes T), ou en critéres extrinseques (absence de lymphocytes T dans
la tumeur, présence d’autres points de contrle inhibiteur de I’immunité, présence d’un
environnement immunosuppresseur avec par exemple la présence de TAM). De plus,
certaines tumeurs sont sensibles aux lymphocytes T mais ces derniers sont maintenus au
niveau de la marge d’invasion par des TAM qui forment des liaisons de longue durée avec les
lymphocytes T CD8+ [60-61]. Shernberg et al., pensent que compte tenu des circonstances
cliniques de découverte des glioblastomes (déficit neurologique, hypertension intracranienne)
et du risque potentiel de majoration de 1'ecedéme cérébral secondaire a la réaction immunitaire,
ces immunothérapies semblent difficilement transposables aux traitements des glioblastomes
[62].

Des études portant sur les glioblastomes suggérent que le microenvironnement tumoral
limite le potentiel d'activation des lymphocytes T [39] notamment car plus de la moitié des
cellules composant ces tumeurs sont des TAM [13-15]. D’autres études montrent que les
TAM produisent un petit niveau de cytokines proinflammatoires mais n’expriment pas de
molécule clé dans la co-stimulation des lymphocytes T, ce qui explique qu’ils soient de
mauvais inducteurs de réponse lymphocytaire dans les gliomes [41, 63]. Une étude récente de
2018 a montré que les niveaux de lymphocytes T chez les patients atteints de glioblastome
sont inférieurs a ceux des patients atteints par I’infection au VIH au stade SIDA [64]. Cette
lymphopénie habituellement attribuée au traitement, existe méme chez les souris avec des
glioblastomes naives de traitement. Dans leur étude, ils ont démontré que les lymphocytes T
sont séquestrés en grand nombre dans la moelle osseuse. La séquestration de ces cellules
imposée par la tumeur s'accompagne d'une perte de S1P1 a la surface des lymphocytes T.
Dans les modeles murins de glioblastomes, le fait de réexprimer S1P1 a la surface cellulaire

autorise des thérapies d'activation des cellules T qui étaient auparavant inefficaces.
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Il a été identifié dans une étude de 2018, une population de lymphocytes T CD45+/CD8+
présente dans le cerveau de souris a proximité de cellules de la microglie, ce qui suggere que
la microglie pourrait étre impliquée dans le recrutement des lymphocytes T dans le cerveau et
que ces deux populations cellulaires pourraient interagir [65]. Dans la maladie d’Alzheimer,
cette équipe a montré que I'appauvrissement de la microglie et la prévalence de macrophages
d’origine systémique ont augmenté le nombre de lymphocytes T CD3+/CD8+. Ces
lymphocytes T expriment le marqueur de synapse immunitaire Zap70 (kinase essentielle pour
la formation des synapses immunitaires lors de l'interaction des lymphocytes T avec des
cellules présentatrices d'antigénes) et sont en outre en étroite association avec la microglie et
les macrophages. Les cellules microgliales, en condition neurodégénérative, empéchent le
cerveau d'avoir une réponse immunitaire adaptative et agissent en ce sens principalement anti-
inflammatoire. En leur absence, les macrophages pourraient jouer un réle important dans les
réponses immunitaires adaptatives en recrutant des lymphocytes T dans le cerveau des
personnes atteintes de la maladie d'Alzheimer. La déplétion de la microglie a conduit a une
diminution de I'expression des cytokines anti- inflammatoires, ce qui a fait pencher la balance

du c6té du milieu pro-inflammatoire.

Comment impliquer les resultats de cette étude dans la prise en charge

thérapeutique des patients ?

Il n’existe actuellement pas de molécule sur le marché ciblant les TAM mais de

nombreuses études précliniques s’y attellent.

Certaines d’entre elles disent que les résistances aux PD1, PDL1 ou CTLA-4 peuvent
disparaitre quand on cible les TAM avec un inhibiteur de CSF1R qui permet de diminuer le
nombre de TAM dans les cancers colorectaux, les mélanomes et les carcinomes épidermoides
pulmonaires. Cette diminution de TAM restaure la migration et 1’infiltration tumorale par les
lymphocytes T [34,66].

Une étude publiée en 2017 propose de « rééduquer » les TAM vers un phénotype anti-tumoral
plutot que d’opter pour la diminution des populations de TAM dans les tumeurs. Notamment
car des études expérimentales exposent une résistance aux inhibiteurs du CSF1R qui se
développe chez environ la moitié des animaux traités [67]. Hoves et al., ont montré dans des

études expérimentales, que le traitement dans le cancer colorectal ou mammaire, par un
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agoniste de CD40 permet de restaurer un microenvironnement pro-inflammatoire en
reprogrammant les TAM et que le co-traitement par agoniste du CDA40 et inhibiteur du CSF1R
est plus efficace que le traitement seul car le CSF1R permet de supprimer les macrophages
pro-inflammatoires avant qu’ils soient détournés par la tumeur [68]. Mais 1’utilisation des
inhibiteurs du CSF1R n’est pas dénuée d’effets secondaires (par exemple une susceptibilité
importante aux infections). C’est pourquoi reprogrammer les TAM en pro-inflammatoire

semble la stratégie la plus prometteuse.

Contrairement au ciblage de la population de macrophages qui provient du monocyte
périphérique, le ciblage de la population de microglie doit étre envisagé en manipulant les
barriéres antibactériennes avec des agents médicamenteux permeéables. Les thérapies ciblant
spécifiqguement la microglie ne sont pas aussi avancées sur le plan clinique que celles qui
visent les macrophages. L'amphotéricine B (un antifongique) stimule la microglie associée
aux gliomes par la signalisation TLR. L’amphotéricine B a été identifiée comme une
molécule qui renforce I'effet microglial sur I'arrét de la croissance et la différenciation du
cycle des cellules initiatrices de tumeurs cerébrales, et le traitement quotidien des souris
porteuses de gliome avec ce médicament prolonge considérablement leur survie. La
minocycline, un antibiotique de la famille des tétracyclines a large spectre, a la capacité de
contrecarrer l'activation microgliale et peut réduire la croissance des tumeurs en inhibant
I'expression d’une métalloprotéase transmembranaire (la MT1-MMP). La propentofylline, une
méthylxanthine synthétique atypique, est capable de cibler les cellules microgliales par
I'inhibition d’une molécule de surface appartenant a la superfamille des récepteurs aux

facteurs de nécrose tumorale (le TNFRSF19156) [21].

Les pistes de traitements qui ont parfois déja été étudiées dans les glioblastomes ou les

tumeurs gliales sont reprises dans le tableau 7 [21, 34, 69-70].
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But Exemple de thérapeutique
Anti CD163

Déplétion des TAM .
Inhibiteurs de CSF 1R

Inhibiteurs de PI3K
Agonistes des TLR
IL-12
Agonistes de STING
Reprogrammation des TAM Histone désacétylase
CDA47 et I’axe SIRP1a
Inhibiteurs de STAT3
PD1 et PDL1
CAR T-cells

Amphotéricine B
Action sur la microglie Minocycline
Propentofylline

Tableau 7 : Différentes pistes de traitements ciblant les TAM et leur reprogrammation en pro-

inflammatoire.
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V. Conclusion

Notre étude rétrospective basée sur une série de 98 cas s’est intéressée aux cellules
immunitaires du microenvironnement tumoral des glioblastomes et plus précisément a la
caractérisation immunohistochimique des macrophages associés aux tumeurs. Nous avons mis

en évidence (figure 15):

- Un afflux de cellules microgliales dans le tissu tumoral comparé au tissu non tumoral.

- Une prédominance de macrophages d’origine systémique (dérivés des monocytes)
parmi les TAM des glioblastomes.

- Lorsque le ratio cellules microgliales sur macrophages augmente, la survie des

patients est plus longue.

Ces données donnent des raisons d’espérer une amélioration du pronostic des glioblastomes

avec I’avénement des techniques de manipulation des macrophages et de la microglie.
En perspective, il reste a établir :

- Comment les TAM et les cellules tumorales interagissent.
- Etquel est le role exact de ces sous-populations de TAM au sein des glioblastomes.
- Réaliser une cartographie détaillée des TAM afin de mieux comprendre leur

infiltration dans 1’espace et le temps.
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MICROENVIRONNEMENT TUMORAL DES GLIOBLASTOMES : MICROGLIE OU
MACROPHAGES SYSTEMIQUES ?

GLIOBLASTOMA TUMOR MICROENVIRONMENT: MICROGLIA OR SYSTEMIC
MACROPHAGES?

RESUME

Introduction : Les glioblastomes sont les tumeurs cérébrales malignes et primitives les plus fréquentes
de I’adulte. Elles sont de trés mauvais pronostic malgré les avancées thérapeutiques récentes. Il existe
de nombreux macrophages associés aux cellules tumorales des glioblastomes au sein du
microenvironnement tumoral. Récemment, il a été découvert que la protéine transmembranaire 119
(TMEM119) est un marqueur spécifique de la microglie permettant de distinguer de maniere fiable la
microglie des macrophages systémiques Le but de cette étude a été de caractériser de maniere
immunohistochimique ces macrophages et de les corréler a des facteurs cliniques et histologiques.

Matériel et méthodes : Nous avons rétrospectivement sélectionné 98 cas et réalisé des études
immunohistochimiques avec les anticorps anti CD68 et TMEM119 afin d’étudier la population
macrophagique et microgliale. Le nombre de cellules marquées a été comparé en univarié et multivarié
a des facteurs cliniques et histologiques tels que : 1’age, le sexe, la survie, le pourcentage de nécrose
sur la piéce opératoire, la localisation tumorale, le Ki67 et la P53.

Résultats : Notre étude retrouve une prédominance de macrophages (marqués par ’anticorps anti
CD68) comparés a la microglie (marquée par les anticorps anti TMEM119). Il existait une
augmentation de la microglie entre le tissu non tumoral avoisinant et le tissu tumoral. Il existe, en
univarié, une augmentation du ratio TMEM119/CD68 chez les patients avec une survie longue
(supérieure a 15 mois).

Conclusion : Ces résultats permettent d’envisager de nouvelles pistes de traitement pour les
glioblastomes.

Mots clés : Glioblastome, Microenvironnement, TMEM119, Microglie, Macrophages.

ABSTRACT

Introduction : Glioblastomas are the most common primary malignant brain tumours in adults. They
have a very poor prognosis despite recent therapeutic advances. There are many macrophages
associated with glioblastoma tumor cells involved in tumor microenvironment. Recently, it was
discovered that transmembrane protein 119 (TMEM119) is a microglia specific marker that reliably
distinguishes microglia from systemic macrophages. The aim of this study was to
immunohistochemically characterize these macrophages and correlate them with clinical and
histological factors.

Methods : We retrospectively selected 98 cases and performed immunohistochemical studies with
anti-CD68 and TMEM119 antibodies to study the macrophage and microglial population. The number
of labeled cells was compared in univariate and multivariate to clinical and histological factors such
as: age, sex, survival, percentage of necrosis on the specimen, tumor localization, Ki67 and P53.

Results : Our study found a predominance of macrophages (labeled with antiCD68 antibody)
compared to microglia (labeled with anti TMEM119 antibodies). There was an increase in microglia
between the surrounding non-tumour tissue and the tumour tissue. There was an increase in the
TMEM119/CD68 ratio in univariate in patients with long survival (greater than 15 months).

Conclusion : These results suggest new treatment options for glioblastoma.

Keywords: Glioblastoma, Microenvironment, TMEMZ119, Microglia, Macrophages.
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