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I INTRODUCTION



Le Virus Epstein-Barr (EBV) a été¢ découvert en 1964, par microscopie €lectronique dans des
lymphomes de Burkitt par Epstein, Achong et Barr' Il est aussi appelé HHV-4 (Human
Herpes-Virus 4), et appartient a la famille des Herpes viridae, a la sous famille des Gamma
herpes virinae et au genre Lymphocryptovirus.

Plus de 90% de la population mondiale est séropositive pour ’EBV. Il est essentiellement
transmis par la salive et sa cible privilégi¢e est le lymphocyte B, mais, il peut aussi infecter les
cellules T, NK (Natural Killer) et les cellules épithéliales.

C’est un virus oncogene, reconnu par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a 1’origine
de plusieurs pathologies lymphoides de gravité variable, selon le statut immunitaire du
patient ; comme le lymphome de Burkitt, le lymphome de Hodgkin, les lymphoproliférations
T ou B des déficits immunitaires primitifs ou acquis, les lymphoproliférations T EBV+ de
I’enfant, le lymphome angioimmunoblastique, le lymphome NK/T de type extra-
ganglionnaire de type nasal, le lymphome plasmablastique et le lymphome B diffus a grandes
cellules.

Les lymphomes B diffus a grandes cellules (LBDGC) NOS (Not Otherwise Specified) définis
selon la derniére classification révisée de ’OMS 2016 éditée en 20177, représentent un groupe
hétérogeéne sur le plan clinique, morphologique, phénotypique et moléculaire. Le profil
d’expression génique (GEP) a permis de les classer en deux sous-groupes moléculaires :

e le type centro-folliculaire (germinal center, GC-like, GCB) dont la signature
transcriptionnelle est comparable a celle des cellules B centro-folliculaires
(expression de CD10, BCL6, LMO?2...)

e les LBDGC de type activé périphérique (activated B-cell, ABC-like) dont la signature
est comparable a celle des lymphocytes B activés périphériques (expression de
MUM /IRF4, Cycline D2, FOXPI, ...)’.

Cette distinction moléculaire en deux types GCB et ABC peut étre réalisée par technique
d’immunohistochimie (IHC), selon I’algorithme de Hans 4, en utilisant les anticorps CD10,
BCL6 et MUM1.Cet algorithme est le plus communément utilisé en pratique et a démontré un
taux de concordance de 71% ainsi qu’une meilleure valeur prédictive par rapport a la GEP*”.
I a 6té établi que les types GCB sont de meilleur pronostic **”

Dans cette classification révisée, la plupart des modifications moléculaires, cytogénétiques et
phénotypiques ont mis 1’accent sur « la cellule d’origine » (COO/ Cell Of Origin) : cellule
normale dont serait dérivée la tumeur. La précision de la cellule d’origine (GCB ou ABC)
dans les LBDGC NOS, passe du statut « optionnel » a « requis » ** .

Le LBDGC EBV+ NOS, est une entité clinico-pathologique reconnue dans la 4™ édition de
la classification révisée 2016 de ’OMS °. 11 a été décrit pour la premiére fois par Oyama et al,
chez des adultes de plus de 50 ans, sans déficit immunitaire et sans antécédent de
lymphome'’. 11 a été introduit dans la classification OMS 2008'' comme entité provisoire
sous le terme de LBDGC EBV+ du sujet 4gé. Les patients avaient un tableau clinique
défavorable, un stade avancé, une localisation extra-ganglionnaire plus fréquente, un Index
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International Pronostic (IPI) ¢levé, et des symptdmes B plus fréquents par rapport aux patients
avec un LBDGC EBV -".

Les derni¢res publications avant la révision de la classification OMS des lymphomes, ont
démontré que 1’age n’est pas un critere majeur dans les LBDGC EBV+ chez les sujets
immunocompétents. Celui-ci peut survenir & n’importe quel 4ge, méme chez 1’enfant'>'*
d’ou la définition de I’entit¢ LBDGC EBV + NOS dans cette derniere révision de la
classification #'*"°. Il a été également démontré, que le pronostic et la réponse thérapeutique
sont meilleurs chez les sujets jeunes. Les sujets de plus de 50 ans, ont une survie plus courte
aprés un traitement conventionnel par R-CHOP (rituximab-cyclophosphamide-
hydroxydaunorubicine- Oncovin® [vincristine]-prednisone) '*'°.

L’EBYV est endémique au Maghreb, mais, a I’heure actuelle aucune étude sur la prévalence de
I’EBV dans les LBGDC NOS n’a été réalisée. De petites ¢tudes et des séries de cas ont donné
des résultats disparates. La prévalence varie de 5% dans les pays développés '7 a 10% et 15%
dans les séries Asiatiques et Sud Américaines '>'*'%1?,

Le rdle du virus EBV dans la lymphomagenése des LBDGC est considéré comme capital. Les
aspects morphologiques (nécrose fréquente, pléomorphisme de la population cellulaire avec
cellules a différenciation plasmocytaire) et phénotypiques (présence d’assez nombreuses
cellules lymphoides T réactionnelles cytotoxiques de taille moyenne a grande dans le stroma)
les rapprochent des lymphoproliférations EBV sur le plan histopathologique, phénotypique et
nosologique '>'°.

Ce polymorphisme histologique, avec un continuum allant d’une prolifération polymorphe a
une prolifération diffuse de grandes cellules, représente un challenge pour le pathologiste. Les
LBDGC EBV+, présentent de nombreux diagnostics différentiels; hormis les
lymphoproliférations bénignes liées a ’EBV, la distinction d’un Lymphome de Hodgkin peut
étre particuliérement problématique, ainsi que les lymphoproliférations liées a ’EBV tel que
le lymphome plasmablastique, et la granulomatose lymphomatoide. Il est donc nécessaire
d’intégrer les données cliniques, et d’interpréter le profil immunohistochimique dans son
contexte %',

Sur le plan immunohistochimique, les cellules du LBDGC EBV+ sont de phénotype B, elles
expriment le CD20, CD19, CD22, PAXS, BOB-1 et OCT-2. Cependant, il y’a perte
d’expression du CD79a et PAX5>* . L’expression de CD30 varie selon les séries, elle est de
50% a 100% ">**, Le CD15 est généralement négatif. La plupart des LBDGC EBV + sont
de phénotype ABC!F1I8 L’expression de la protéine de latence LMP1 (Latent Membrane
Protein 1) est positive dans la plupart des cas. La recherche de transcrits EBERs (EBV-
ENCODED RNA) dans les cellules tumorales est plus spécifique et la technique gold standard
est I’hybridation in situ (HIS)'’. Cependant le cut off de ’'EBERS n’a toujours pas été établi.

Parmi les facteurs histopronostiques, les LBDGC EBV+ ont un index de prolifération Ki67
¢levé, une forte expression de P53, c-MYC et BCL2 2324 Dans les LBDGC EBV+ du sujet
agé ; la sénescence du systéme immunitaire lors du processus de vieillissement jouerait un
réle majeur dans la lymphomagenése '"*. Plusieurs mécanismes de lymphomagenése dus a
EBV ont été décrits.
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Dans la plupart des LBDGC EBV+, il existe une activation de la voie NF-kB (Nuclear Factor
kB) et JAK/STAT3 (Janus Activated Kinase /Signal Transducer And Activator Of
Transcription 3), principalement dues & LMP 17?7,

LMPI1 intervient dans différentes fonctions cellulaires par 1’intermédiaire de 1’activation des
complexes NF-«kB induisant le processus de transformation, en favorisant la protection contre
I’apoptose, la prolifération, I’inflammation et I’instabilité¢ génétique. Dans les proliférations
lymphoides liées a DI’EBV, apres [Dinfection de la cellule B, I’ADN (Acide
Désoxyribonucléique) du virus EBV se circularise et persiste a 1’état épisomal dans le noyau
des cellules infectées 2°. Episodiquement, le virus peut aussi entrer en cycle lytique et
produire ainsi de nouveaux virions, causant la mort de la cellule infectée et le relargage de
particules virales. Lors de I’infection latente, seuls quelques génes viraux, appelés génes de
latence, sont transcrits :

e les protéines EBNA (Epstein-Barr virus Nuclear Antigen),

e les protéines LMP (Latent Membrane Protein),

e les ARN (Acide Ribonucléique) EBERs (EBV-Encoded small non polyadenylated
RNAs) et

e les BARTs (BamHI A Rightward Transcripts).

On distingue quatre types de latence (0, I, II et III), en fonction de I’expression de ces génes,
qui sont typiquement retrouvés dans certaines pathologies malignes associées 4 "EBV?®,

Les LBDGC EBV+ expriment LMP1 et I’antigéne nucléaire 2 (EBNA2) et une latence de
type I ou III'**'?°3° L ’activation de la voie NF-kB se fait essenticllement sur la voie
classique (canonique) p50 (induite par activation d’un certain nombre de récepteurs comme
ceux des cytokines pro-inflammatoires TNFa (tumor Necrosis Factor Alpha) et IL1
(Interleukine 1). De plus, la protéine LMP1, imite le récepteur CD40, ce qui va induire une
activation constitutive de la voie NF-kB / IRF4®', conduisant & une régulation négative du
BCL6. Ceci explique le phénotype prédominant non GC, ABC présenté par ces lymphomes.
LMPI1 stimule également les voies MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase), JNK (Akt et les voies kinase c-Jun-N-terminale (JNK) / AP1
(Activator Proteinl) et ¢-MYC (c-Myelocytomatosis Oncogene Cellular Homolog)**™.
L'activation de toutes ces voies favorisera la prolifération et la survie cellulaire.

Sur le plan cytogénétique, les études par technique FISH (hybridation in situ fluorescente)
utilisant les sondes c-MYC, BCL2, BCL6 et IgH (Immunoglobulin Heavy) ont montré
essentiellement des gains, et un réarrangement du géne BCL6. Il existe également, un
réarrangement des geénes des immunoglobulines (Ig) dans 60% des cas et un réarrangement du
récepteur TCR ( récepteur T, T Cell Receptor) dans 30% des cas™*,

Dans les LBDGC EBV+, le microenvironnement tumoral (ME) est composé a 30% de
cellules stromales, de facteurs solubles, de cellules T cytotoxiques, et d’autres cellules du
tissu lymphoide qui régulent en permanence le développement et la prolifération des cellules
B. Ces cellules sont impliquées dans la résistance au traitement. Il a été également démontré
que LMPI1 régulait I'expression de PD-L1 (Programmed Cell Death Ligand 1) par les voies
STAT3, AP-1 et NF-xB, au niveau des cellules tumorales et dans le ME des cellules

22



histiocytaires/dendritiques® ’. Ce ME tolérogéne a été bien établi, mais, on en sait peu sur
les caractéristiques immunomodulatrices induites par le virus EBV.

Les progrés dans la connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans la
lymphomagenése du LBDGC EBV+ ont permis d’identifier de nouvelles -cibles
thérapeutiques qui sont en cours d’évaluation suggérant de nouvelles possibilités d'améliorer
le pronostic de ces patients®’. A titre d’exemple, nous citerons les thérapies ciblant I’EBV, le
ME (immunothérapie) et celles dirigées contre la voie NF-kB, et anti CD30°"4%4!,

OBJECTIFS

1. Principal objectif:

Estimer la prévalence et le role de ’EBV dans la lymphomagenése et le microenvironnement
tumoral des LBDGC NOS de novo. Cette détermination se fera par I’étude :

e de la voie NF-kB par 1’ Anticorps NF-kB p50, et la voie JAK/STAT3 par I’ Anticorps
STATS3 thyr 705.
e du phénotype du microenvironnement des cellules tumorales.

La recherche de ’EBYV se fera par technique d’hybridation in situ.
2. Objectifs secondaires :

e C(lasser les LBDGC selon la COO, en sous-groupe GCB, et ABC selon les
recommandations OMS 2016 par I’algorithme de Hans en utilisant les anticorps
CD10, Bcl6 et MUM1

e Définir le sous type histologique, monomorphe ou polymorphe et établir les
principaux diagnostics différentiels en s’aidant de I’immunohistochimie.

e Etablir un Cut off de ’EBERSs.

e Corréler I’expression du CD30 avec ’EBER et la courbe de survie.

e FEtudier les facteurs histopronostiques Ki67, P53, BCL2 et ¢ MYC liés a ce type de
lymphome et leur corrélation avec le stade clinique et la survie.

e Définir les aspects anatomo-cliniques des LBDGC EBV+: age de survenue, sexe,
symptomatologie clinique B, si¢ége ganglionnaire ou extra-ganglionnaire, IPI, stade
clinique, réponse thérapeutique, et survie.
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II DONNEES RECENTES
DE LA LITTERATURE
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II.1 Lymphome B diffus a grandes cellules NOS

I[I.1.1 Définition/ généralités

Les LBDGC représentent la variété la plus fréquente des lymphomes de I’adulte, soit pres de
30% a 40 % des lymphomes B non hodgkiniens, dans le monde **. 1Ils sont définis par
I’OMS par deux critéres histopathologiques: d’une part, 1’architecture diffuse de la
population tumorale et d’autre part la grande taille des cellules tumorales qui sont des cellules
lymphoides B matures. Le critére a grandes cellules B repose sur la taille du noyau cellulaire,
supérieure ou égale au noyau de I’histiocyte ou supérieur a deux fois la taille du lymphocyte
normal®. IIs sont dits de «novo » lorsqu’ils sont diagnostiqués sans antécédent connu de
lymphome ou d’association a un lymphome.
Le LBDGC NOS est le sous type le plus fréquent, représente 80 % a 85% des LBDGC. C’est
un groupe hétérogeéne sur le plan clinique, génétique, réponse thérapeutique et pronostic. Les
données du GEP, du séquengage par NGC (Next Generation Sequencing), les anomalies
chromosomiques, les voies de signalisation et les réponses au traitement ont permis de les
classer en deux sous-groupes moléculaires :

e le type centro-folliculaire (germinal center, GC-like, GCB)

e les LBDGC de type activé périphérique (activated B-cell, ABC-like)’.
Cependant, 10 % a 15% des LBDGC NOS restent inclassables par les données du
transcriptome et le NGS. Ils peuvent étre classés selon leur phénotype centro-germinatif (GC)
ou non (non GC, ABC) par technique IHC, d’apres I’algorithme de Hans, défini a partir de
I’expression différentielle de CD10, BCL6, MUM-1*.

I1.1.2 Classification OMS 2016 des LBDGC

Dans cette quatriéme édition révisée de ’OMS*’, on note peu de changements dans la
classification des LBDGC par rapport a 2008 (Tableau 1). Les modifications suivantes ont
été faites :

- La précision de la cellule d’origine (GCB ou ABC) dans les LBDGC NOS, passe du statut
« optionnel » & « requis ».

-L’expression de CD5 semble avoir une valeur pronostique et doit étre évaluée.

-Le phénotype double expresseur MYC+ et BCL2+ détecté par IHC doit étre isolé et a une
valeur pronostique.

-Le lymphome inclassable entre un LBDGC et un lymphome de Burkitt, entité provisoire de
la classification OMS 2008 a été supprimée et remplacée par deux nouvelles entités :

1. Lymphome B de haut grade avec réarrangement de MYC et BCL2 et /ou BCL6
(appelé double hit ou triple hit)

2. Lymphome de haut grade NOS, lorsqu’il n’y a pas de réarrangement de MYC et
BCL2 et ou/ BCL6, et si la cytologie est intermédiaire entre Burkitt et LBDGC.
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Tableau 1 : Classification OMS 2016 des LBDGC, variantes et sous types

LBDGC NOS

e Variantes morphologiques :
0 Centroblastique
0 Immunoblastique
O Anaplasique
O Autres variantes

e Sous type moléculaires
O de type B du Centre Germinatif *
0 de type Activé B *

Sous types de LBDGC
0 LBDGC riche en lymphocytes T/histiocytes
0 LBDGC primitif du systéme nerveux central
0 LBDGC primitif cutané, de type jambe
o LBDGC EBV+, NOS *

Autres lymphomes a grandes cellules B
0 LBDGC associé a une inflammation chronique
Granulomatose lymphomatoide
Lymphome médiastinal (thymique) primitif a grandes cellules B
Lymphome a grandes cellules B intravasculaire
Lymphome a grandes cellules B, ALK+
Lymphome plasmablastique
Lymphome des séreuses
LBDGC HHV8+, sans autre spécificité

©O OO0 OO0 O0Oo

Lymphomes B de haut grade
Lymphome B de haut grade, avec réarrangement de MYC et BCL2 et/ou BCL6 *
Lymphome B de haut grade, NOS *

Lymphome B inclassable
Lymphome B inclassable, avec des aspects intermédiaires entre un DLBCL et un lymphome de
Hodgkin classique

I1.1.3 Présentation clinique

Le LBDGC est plus fréquent chez les sujets agés avec une médiane d’age de 70 ans ; il peut
aussi survenir chez 1’adulte jeune et rarement ’enfant. Il existe une légere prédominance
masculine. Cliniquement, la plupart des patients présentent un syndrome tumoral périphérique
ganglionnaire, touchant un ou plusieurs ganglions et une atteinte extra-ganglionnaire dans
40% des cas ***. Dans un tiers des cas, les patients présentent des symptomes de type B
(fievre, amaigrissement et sueurs nocturnes), et certains présentent une symptomatologie liée
a ’organe atteint. Le sérum lactase déshydrogénase (LDH) et la beta-2- microglobuline sont
souvent augmentés. Approximativement, la moitié¢ des patients est diagnostiquée au stade I-11
et ’autre moitié, au stade III-IV. La fréquence de l'atteinte de la moelle osseuse est d'environ
10220 % *.
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II.1.4 Morphologie

L’architecture ganglionnaire, ou extra ganglionnaire du tissu atteint est partiellement ou
totalement effacée par une prolifération lymphoide de grandes cellules agencées en nappes
diffuses*. De la fibrose peut étre notée ainsi que des plages de nécrose géographique. L’index
mitotique est ¢élevé, ainsi que les figures apoptotiques. Dans 10% des cas, un aspect en ciel
¢étoilé est observé. De petits lymphocytes T et d’histiocytes réactionnels sont notés en nombre
variable dans la plupart des LBDGC NOS.

De nombreuses variantes cytologiques ont été décrites dont les plus communes sont :

II.1.4.1 Variante centroblastique

C’est la plus fréquente des variantes morphologiques, elle représente 80% de tous les
LBDGC, NOS. Les centroblastes sont des cellules de grande taille, au cytoplasme modéré. Le
noyau est arrondi, vésiculeux, a chromatine fine, contenant deux ou trois nucléoles accolés a
la membrane nucléaire. Cette variante peut également montrer un spectre de cellules
monomorphes composées principalement de centroblastes (> 90%), ou polymorphes
présentant un mélange de centroblastes (<90%), de centrocytes et d’immunoblastes (Figure

Figure 1 : LBDGC variante centroblastique
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[1.1.4.2 Variante Immunoblastique

Elle représente 8-10% des LBDGC NOS. Elle est définie par la présence de plus de 90%
d’immunoblastes. Les immunoblastes sont des cellules de grande taille, au noyau arrondi,
avec un seul nucléole central proéminant. Leur cytoplasme est assez abondant, basophile. Une
différenciation plasmocytoide peut se voir dans certains cas et doit étre différenciée d’un
lymphome plasmablastique et d’un myélome plasmocytaire par les données cliniques et
immunophénotypiques ° (Figure 2).

Microphotographie Dr Nabila Moulai, Service d’Anapath CHU Frantz-Fanon Blida

Figure 2 : LBDGC variante immunoblastique

II.1.4.3 Variante anaplasique

Cette variante morphologique est rare, et représente 3% de tous les LBDGC NOS. Elle est
caractérisée par des cellules de grande taille, pléomorphes, ou a noyau bizarre. Elles peuvent
avoir un aspect Hodgkin et Reed Sternberg-like et anaplasique like. Une topographie intra-
sinusale est notée (Figure 3).
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Microphotographie Dr Nabila Moulai, Service d’Anapath CHU Frantz-Fanon Blida

Figure 3 : LBDGC variante anaplasique

11.1.4.4 Autres variantes rares

Les aspects cytologiques peuvent varier, allant de petits centroblastes a des cellules en bague
a chaton, ou des cellules fusiformes. Des granules ou des projections cytoplasmiques peuvent
se voir ainsi que des jonctions inter-cellulaires en microscopie électronique. Un abondant
stroma myxoide ou une matrice fibrillaire, ainsi que des pseudo-rosettes sont observés dans de
rares cas.

[1.1.5 Immunophénotype :

Les LBDGC NOS, expriment habituellement le CD45 et les marqueurs B : CD20, CD19 et
CD22 ainsi que les facteurs de transcription B, PAX5, BOB-1 et OCT-2 **** (Tableau 2). Ils
expriment dans 50-70% des cas une Ig de surface ou cytoplasmique, généralement une IgM,
suivie de IgG et IgA. Cependant, dans un tiers des cas, il existe une perte d’expression d’un
ou plusieurs de ces marqueurs B.

En plus de I'immunophénotype B pour le diagnostic de ces lymphomes, I’IHC joue un réle
dans la prédiction a la réponse thérapeutique et donc au pronostic. L’expression du CD20, est
une indication au Rituximab (anti-CD20) associ¢ a la chimiothérapie. D’autres thérapies
ciblées anti-CD19 et anti-CD22 sont aussi disponibles ®. L’expression de CD10, BCL6 et du
MUM1/IRF4, FOXP1, GCET1 et LMO? varie®. Le CD10 est positif dans 30-50% des cas, le
BCL6 dans 60-90% et le MUM1/IRF4 dans 35-65%. L’expression de FOXP1 a été rapportée
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dans 20% des LBDGC-GC.

Le GCET1, marqueur du centre germinatif est exprimé dans 40-50%, il est corrélé avec le
sous type LBDGC-GC. L’expression de LMO?2 est retrouvée dans 45% des LBDGC et est
corrélée avec les marqueurs du CG (centre germinatif) : CD10, BCL6, et HGAL, mais pas
avec MUM1/IRF4 ou BCL2. L’expression de BCL2 varie de 47-84% selon les séries. Cette
variation dépend de I’anticorps utilisé en routine™.

Dans le sous type LBDGC-GC, son expression est corrélée a la présence de la translocation t
(14 ; 18) (q32; q 21.3)’* Cependant, son expression est plus fréquente dans le sous groupe
LBDGC-ABC, résultant de nombreux gains de copies et d’une régulation de la
transcription™*.

Environ 10-15% des LBDGC sont positifs au CD30*. Dans la majorit¢ des études,
I’expression de CD30 dans les LBDGC est corrélée a une meilleure survie par rapport aux
LBDGC n’exprimant pas le CD30". Les données du GEP ont montré que les LBDGC
CD30+, ont une signature caractérisée par une dysrégulation de la voie NF-kB, du BCR (B-
cell receptor signalling) et de la prolifération’’. Un autre facteur expliquant le meilleur
pronostic de ces patients exprimant le CD30 est le réarrangement de MYC dans ces LBDGC
CD30+*%

Dans la classification révisée de I’OMS 2016, il est suggéré de réaliser le CD30 en routine
devant toute suspicion d’un LBDGC?. Le CD30 représente également une cible thérapeutique
dans les LBDGC résistants au traitement standard. Dans environ 20 a 25 % des cas,
I’expression de PD-L1 et PD-L2 (Programmed Cell Death Ligand 2) dans les LBDGC NOS
est corrélée a une amplification PD-L1/L2 au chromosome 9p24.1 et a une réponse aux
inhibiteurs de PD1 (Programmed Death-1).

Le phénotype double expresseur MYC+ et BCL2+ doit étre isolé dans la mesure ou de
nombreuses études, mais pas toutes, suggérent son importance pronostique’'. L expression de
MYC est observée dans 30 a 50% des cas et est concomitante avec BCL2 dans 20 a 35% des
cas™'. Le seuil pour MYC est de a 40% et 50% pour le BCL2”. Le CD5 est exprimé dans 5 a
10% des cas’>>. Les LBDGC CD5+ de novo, sont associés a un pronostic péjoratif comparé
aux LBDGC CD5-*. Fait important, les LBDGC CD5+ doivent étre distingués d’une
transformation en grandes cellules d’un lymphome lymphocytique B/LLC-B (syndrome de
Richter) et d’un lymphome a cellules du manteau en particulier la variante blastoide.

Pour toutes ces raisons, la classification OMS, recommande d’évaluer I’expression de CD5
devant tout nouveau cas de LBDGC?.

L’index de prolifération Ki67 est élevé, souvent supérieur a 40%, mais peut étre supérieur a
90% dans certains cas’*. Le BCL2 et le Ki67 sont également des marqueurs pronostiques dans
les LBDGC NOS, leur co-expression constitue un groupe de faible survie dans le sous type
LBDGC-GC. L’expression du géne suppresseur des tumeurs P53 est retrouvée dans 20-60%
des LBDGC ; elle est corrélée au profil mutationnel. Quand ’expression est intense et
supérieure a 50%, elle est corrélée a un mauvais pronostic**.
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Tableau 2 : Expression des différents marqueurs dans les LBDGC NOS

Marqueur Fonction Fréquence Raole
CD19 Régulateur crucial dans le Souvent Diagnostic/thérapeutique
développement, I'activation et la
différenciation des lymphocytes
B
CD20 Activation et différenciation Souvent Diagnostic/thérapeutique
des lymphocytes B
CD22 Différenciation des Souvent Diagnostic/thérapeutique
lymphocytes B
CD79a/CD79b Récepteur d’antigénes des Souvent Diagnostic
lymphocytes B
PAXS Facteur de transcription B Souvent Diagnostic
sIg ou cyto Ig Immunoglobuline 50-75%, IgM++ Diagnostic
CD5 Membre de la famille des 5-10% Pronostic
récepteurs, exprimé par les
cellules T et un sous groupe de
cellules B naives
CD30 Tumor necrosis factor TNF 5-10% Pronostic, thérapeutique
CD10 Endopeptidase membranaire, 30-60% Phénotype GC Vs ABC
exprimé dans le CG des
follicules lymphoides
secondaires
BCL6 Protéine a doit de zinc, 60-90% Phénotype GC Vs ABC
exprimée dans le CG des
follicules lymphoides
secondaires et une population
de lymphocytes CD4+ du CG et
des zones inter-folliculaires
MUMI1/IRF4  Facteur de transcription d’IRF4, 35-65% Phénotype GC Vs ABC
exprimé au stade final de la
différenciation B
Ki67 Index de prolifération Expression variable > Marqueur de
a 40% prolifération
MYC Proto-oncogéne jouant un réle 20-40% Co expression avec
important dans la régulation BCL2
cellulaire B et la régulation de
I’apoptose
BCL2 Protéine anti-apoptotique Souvent Pronostic, thérapeutique
P53 Géne suppresseur des tumeurs Variable dépendant Pronostic

du cut off
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II.1.6 Classification des LBDGC NOS selon la cellule d’origine « COO »
II.1.6.1 Classification moléculaire des LBDGC NOS par la GEP

Alizadeh et al, ont été les premiers a appliquer la GEP afin d’étudier le profil moléculaire des
LBDGC™®. Les études d’expression génique ont mis en évidence deux principaux profils sous
moléculaires selon la COO, dans les LBDGC NOS :
e les profils GCB dont la signature transcriptionnelle est comparable a celle des cellules
B centro-folliculaires (expression de CD10, BCL6, LMO2...) 40-50%,
e les profils ABC dont la signature est comparable a celle des lymphocytes B activés
périphériques (expression de MUM-1/IRF4, Cycline D2, FOXP1..), 50-60%.
Toutefois, 15 a 30 % des LBDGC restent inclassables. Le sous groupe GCB a meilleur
pronostic que le sous groupe ABC, traité par R-CHOP>'. 11 existe d’autres études utilisant la
GEP*.
La GEP est considérée comme le «gold standard» pour la classification des LBDGC selon la
COO, et comme une valeur prédictive pour le pronostic. Cependant, une étude récente a
soulevé des doutes sur la valeur pronostique de la COO™.

I1.1.6.2 Classification immunophénotypique des LBDGC NOS par étude IHC

Les méthodes GEP traditionnelles n'étaient pas pratiques pour le diagnostic quotidien pour
une multitude de raisons, y compris qu’elles ne conviennent pas aux tissus fixés au formol et
inclus en paraffine. La classification selon la COO par IHC est considérée comme acceptable
dans la mesure ou les classifications moléculaires ne sont pas accessibles a tous les
laboratoires.

L’algorithme de Hans (Figure 4) est le plus communément utilisé en pratique et a démontré
un taux de concordance de 71% ainsi qu’une meilleure valeur prédictive par rapport a la
GEP*. Il a été établi que les types GCB sont de meilleur pronostic **. Cet algorithme utilise
I’expression de 3 marqueurs CD10, BCL6, et MUMI1/IRF1, pour les classer en sous type
GCB et ABC, avec un cut off de 30 % pour chaque marqueur.

D’autres algorithmes ont été développés dont Choi®®et Visco®', utilisant en plus des 3
marqueurs que ceux de Hans, des marqueurs spécifiques aux cellules du CG comme GCET et
LMO?2 ou spécifiques des cellules post germinatives comme FOXP1 et BCL2.

/ e
BCL6 Non GC
Seuwil - Marguage nucléaire +
/ 230% des cellules tumorales |

cD10 + _ MUM1
Sewl : Marguage membranaire | Sewl: Marquage nucléaire
2 30% des cellules tumorales = 30% des cellules tumorales

+\; GC | \ GC

Figure 4 : Algorithme de Hans4
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I[I.1.7 Lvmphomagenése

L’IHC, la FISH sur coupes tissulaires, le profil d’expression de génes ciblés (par Reverse
Transcriptase-Multiplex  Ligation-Dependent Probe  Amplification, RT-MLPA, ou
NanoString) ou non (transcriptome), ’hybridation génomique comparative (Comparative
Genomic Hybridization, CGH) et le séquencage d’ADN a haut débit NGS, permettent
aujourd’hui de mieux préciser ces sous-groupes de LBDGC NOS ainsi que les principales
voies oncogéniques impliquées pour un patient donné, avec pour perspective dans un futur
proche, de proposer une thérapeutique ciblée et spécifique. Prendre en compte cette
hétérogénéité dans I’approche diagnostique et thérapeutique et, évaluer son bénéfice par
rapport aux approches thérapeutiques classiques constituent I’enjeu de ces prochaines années.
Les LBDGC présentent un haut degré de complexité génomique identifié¢ par CGH et NGS et
ont 50 a 100 Iésions par cas, avec une grande variabilité selon les patients. Ces anomalies sont
des mutations ponctuelles, des amplifications ou des délétions de geénes et des translocations
chromosomiques. Certaines anomalies sont observées dans plusieurs sous-types de profil
d’expression génique alors que d’autres sont spécifiques (Figure 5).

Les grandes voies oncogéniques impliquées sont 1’échappement immunitaire, les
modifications de la chromatine/histones, la dérégulation du répresseur oncogénique BCL6, de
la prolifération ou de I’apoptose, ’activation constitutive du BCR et de la voie NF-kB®*%
(Figure 6). 11 y a trois translocations majeures qui se produisent dans les LBDGC.

e La plus fréquente, observée dans environ 30% des cas, implique BCL6 au locus du
chromosome 3q27***. BCL6 est le plus souvent juxtaposé avec IgH sur le
chromosome 14q32, avec beaucoup de locus partenaires potentiels.

e La translocation t(14; 18) (q21; q32) / IgH-BCL2 est observée dans 20 a 30% des
LBDGC*.

e Les translocations impliquant MYC au locus 8q24 aussi surviennent dans 10 a 15%
des LBDGC et sont souvent associées a des caractéristiques morphologiques de haut
grade et & un caryotype complexe.

D’autres translocations peu communes ont ¢té ¢galement rapportées dans les LBDGC. En
pratique courante, les tissus frais pour la cytogénétique conventionnelle ne sont pas souvent
disponibles. A la place, la FISH peut étre utilisée pour évaluer les réarrangements de BCL6,
BCL2 et MYC dans des tissus fixés et inclus en paraffine. L’inconvénient de la FISH en
général, est que ces tests sont trés concentrés et le reste du profil cytogénétique ne peut pas
étre évalué. Le réarrangement du géne IgH est retrouvé dans pratiquement tous les cas de
LBDGC. Les mutations somatiques aussi sont détectées dans plusieurs autres génes, tels que
MYC et PAXS, et sont observées dans plus de 50% des LBDGC®.

II.1.7.1 Les LBDGC-GC

Le profil GCB ressemble a celui des cellules B du centre germinatif et présente des
hypermutations somatiques des génes codants pour les Ig avec mutations en cours (ongoing)
surexprimés dans LBDGC-GC®.

BCL6 est un répresseur transcriptionnel qui favorise la prolifération des cellules B dans le
centre germinatif en modulant la transcription des génes impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire, de la prolifération, de I’activation, de la stimulation du BCR et qui conduit a la
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phosphorylation de BCL6 par une MAP-kinase, favorisant sa dégradation par le protéasome.
L’acétylation de BCL6, induite par I’histone acétyl-transférase P300, inhibe la fonction
autorégulatrice de la transcription.

La répression transcriptionnelle induite par la surexpression de BCL6 est plus nette dans les
LBDGC-GC que dans les LBDGC-ABC. Ces données suggérent que la répression des
transcrits induits par BCL6 dépend du contexte cellulaire et peut-étre également du ME et de
sa capacité a activer la voie NF-kB.

Enfin, les génes partenaires « non immunoglobuline » de la translocation impliquant BCL6
sont souvent surexprimés, comme IL21R, CD71, et peuvent contribuer a la lymphomagenese.
Le réle important de BCL6 dans celle-ci est confirmé par le développement d’un lymphome
dont la morphologie est similaire a celle des LBDGC dans un modéle murin knockin pour la
translocation IgH-BCL6. Ces souris développent vers 13 mois un lymphome B mature
ressemblant dans 75 % des cas 4 un LBDGC®. De plus, des coopérations entre le
réarrangement de BCL6 et des mutations/délétions de TRAF3 régulant la voie alterne de NF-
kB semblent faciliter le développement et la croissance des LBDGC d’aprés des données
obtenues dans des modéles animaux. Des mutations tronquées de TNFRSF14 et de GNA13
(protéine G impliquée dans la signalisation des Rho GTPases) sont constatées dans les
LBDGC-GC®.

I1.1.7.2 Les LBDGC -ABC

Le profil ABC est celui correspondant a des lymphocytes B activés via leur BCR, induisant
une différenciation plasmoblastique MUM1/IRF4+. Les voies de signalisation de BCR et
NF-kB sont particuliérement impliquées et le programme spécifique du CG est réprimé. La
différenciation plasmoblastique anormale est liée notamment a la dérégulation de BCL6 et a
I’inactivation de BLIMPI/PRDMI. Il n’y a pas d’hypermutation somatique en cours
(ongoing) des génes d’immunoglobulines. L’activation de la voie classique de NF-kB est
associée aux sous-types ABC et pas GC®"%*,

Les cibles de NF-kB (BCL2, BCL-XL, cFLIP, cIAP1/2) sont surexprimées dans les LBDGC-
ABC. Des mutations somatiques de geénes dont les produits sont des régulateurs négatifs
(A20) ou positifs (CARD11) de la voie classique de NF-kB sont décrits dans plus de 50 % des
cas : tandis qu’une inactivation bi-allélique de A20 est observée dans 30 % des LBDGC-
ABC.

Des délétions et/ou des mutations des domaines ITAM de CD79A et CD79B ont été
¢galement décrites, induisant une activité persistante des signaux transduits par le BCR et
surtout, une modulation de la voie NF-kB par des antagonistes déclenche une mort cellulaire
in vitro, démontrant ainsi I’intérét du ciblage thérapeutique de cette voie.

Des thérapies ciblées visant une inhibition de BTK (Bruton Tyrosine Kinase) ont montré ex
vivo une réponse préférentiellement sur des lignées ABC, notamment lorsqu’il y avait une
mutation de CD79A, ou de CD79A associée a celle de MYD8S8. Cependant, la mutation isolée
de MYDS88 ne permet pas d’obtenir de réponse préférentielle aux inhibiteurs de BTK.

Par ailleurs des inhibiteurs de PI3Kd/a induisent une régression tumorale de lignées ABC dont
le géne MYDS88 est muté, résistantes a 1’ibrutinib, suggérant un effet synergique des
inhibiteurs des voies PI3K et BTK. Enfin, des molécules ciblant les cIAP (cellular Inhibitor of
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Apopotosis), comme les SMAC-mimétiques qui favorisent 1’auto-ubiquitination des cIAPs,
bloquent la voie canonique de NF-kB et la croissance tumorale de lignées ABC®.

Plusieurs groupes ont montré que les patients traités par R-CHOP avaient une moins bonne
survie lorsque les LBDGC présentaient un profil transcriptionnel ABC plutét que GC. Par
rapport a une chimiothérapie classique (de type R-CHOP), il a été également constaté que
certaines chimiothérapies intensives, comme celle par le R-ACVBP (rituximab-
adriamycine[hydroxydaunorubicine]-cyclophosphamide-vindésine-bléomycine-prednisone)
bénéficiaient plutot aux patients ayant un LBDGC-ABC, alors que cela n’était pas le cas dans
les LBDGC-GC™.

I1.1.7.3 Profil mutationnel

Les données combinées de séquengage d’ADN a haut débit et de déséquilibre génomique ont
permis d’établir que chaque sous-type transcriptionnel est associ¢ a un profil mutationnel
quasi exclusif. Le profil GC est associé plus souvent a des mutations impliquant les protéines
du cycle cellulaire ou de la régulation des mécanismes épigénétiques (CREBBP, EZH2,
MLL2 et EP300), la voie de signalisation PI3K et JAK-STAT'" 7,

Le sous-type ABC est associé a des mutations plus fréquentes des génes régulant ’activation
de la voie NF-xB (CD79A/B, CARDI1 et MYD88, notamment). Elles sont impliquées dans
les résistances aux nouvelles thérapies ciblées. Par exemple, la mutation de CARDI1
(régulateur positif de la voie NF-kB) est liée a la résistance a 1’ibrutinib (alors que 1’alliance
des mutations de CD79B et MYDS88 confére une sensibilité accrue a cet inhibiteur de
I’enzyme BTK) et celles de TNFAIP3 (A20, régulateur négatif de la voie NF-xB) et de
GNAI13 a une résistance au traitement R-CHOP.

Ainsi, la détection par NGS de I’ensemble de ces mutations permettrait de proposer, pour
chaque patient, un traitement ciblé et spécifique. La prise en compte des voies oncogéniques
modifiées apparait de plus en plus importante pour pronostiquer 1’évolution du lymphome.
C’est ainsi, que celle-ci est défavorable lorsque les voies Notch et suppresseur de tumeur
(p16, p53) sont altérées’""">"*. Une mutation de P53 est observée dans 20% des LBDGC NOS.
Elle est retrouvée 4 la fois dans les LBDGC-GC et ABC, a égale fréquence’ 7.
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I[1.1.8 Microenvironnement tumoral

Le ME du lymphome, autrement dit, I’interaction avec les cellules inflammatoires de 1'héte,
est également important dans la lymphomagenéese. Lenz et al, ont permis d’identifier trois
groupes principaux de signatures transcriptionnelles LBDGC : GC, non GC-ABC et
médiastinal (LBDGC-M)°.

Des voies oncogéniques majeures associées a ces lymphomes, ont été identifiées, impliquant
notamment BCL-6, NF-xB, IRF4 (Figure 6) contribuant a stimuler la prolifération cellulaire,
a en limiter la mort, et représentant de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. Toutefois,
la physiopathologie du LBDGC ne se résume pas aux cellules lymphomateuses, le ME est
déterminant pour le développement tumoral, en particulier la modulation de la réponse
immunitaire et 1’échappement des cellules tumorales a I’immunosurveillance notamment via
I’interaction entre PD-1/PD-L1 ou PD-L2"". Ce chapitre est détaillé plus loin (voire chapitre
Roéle du microenvironnement tumoral).

I1.2 Lelymphome B diffus a grandes cellules B EBV+ NOS

I1.2.1 Définition/ généralités

Le LBDGC EBV+NOS est une prolifération lymphoide B clonale EBV positive. C’est une
entité clinico-pathologique nouvellement reconnue dans la 4°™ édition révisée de 1’OMS
2016°. 11 survient de novo, chez des patients immucompétents. Il a été rapporté pour la
premicre fois par Oyama et all chez 22 patients atteints de LBDGC exprimant I’EBER dans le
noyau des cellules lymphoides tumorales'®. Ces patients étaient 4gés de plus de 50 ans, sans
déficit immunitaire et sans antécédent de lymphome. Ils présentaient un tableau clinique
défavorable, un stade avancé, une localisation extra-ganglionnaire plus fréquente, un IPI
élevé, et des symptomes B plus fréquents par rapport aux patients avec un LBDGC EBV -. 1l
a ¢été décrit récemment chez les sujets jeunes immunocompétents, avec cependant un
pronostic différent’®.

[1.2.2 Epidémiologie

L'infection a EBV est fréquente dans le monde entier, avec une prévalence variant de 80 a
95%, selon la zone géographique. La prévalence de I'EBV dans les LBDGC n'est pas encore
connue, car aucune étude de grande envergure sur la population n'a été réalisée a ce jour.
Cependant, de petites études et des séries de cas ont donné des résultats disparates en ce qui
concerne des taux de prévalence de 5% dans les pays occidentaux, de 10%-15% en Asie et
Amérique du Sud 1418192101979

Les raisons de cette différence ne sont pas claires, mais certains facteurs virologiques (Ex
souche EBV) et génétiques (Ex HLA) joueraient un role”.

[1.2.3 Présentation clinique

, . . . 112,10,19,79
La présentation clinique est variable™ ™ ™

un age avancé et plus de la moitié présentent un IPI élevé, une atteinte extra-ganglionnaire
1%%et un taux élevé de LDH. Chez les patients

; les patients sont généralement diagnostiqués a

plus fréquente (poumon et tractus digestif)
jeunes (agés < 45 ans), la localisation ganglionnaire est plus fréquente, I’extra- ganglionnaire
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est observée dans 5-10%.'%'°. La plupart des patients ont de I'ADN EBV détectable dans le
sérum ou le sang total, mais on peut aussi le retrouver chez les patients EBV ->*.

II.2.4 Morphologie

L’OMS reconnait, qu’il existe un polymorphisme histologique, avec un continuum allant
d’une prolifération polymorphe & une prolifération diffuse de grandes cellules®'. Ils sont
classés selon Montes-Moreno et al en deux sous types histologiques (Figure?7):
monomorphique et polymorphique. Dans les deux sous types, on peut retrouver des cellules
de Hodgkin et Reed Sternerberg -like®’.

- Le type polymorphique, plus fréquent, montre une proportion variable de centroblastes,
immunoblastes et de nombreuses cellules réactionnelles, petits lymphocytes, plasmocytes,
histiocytes pouvant former parfois des microgranulomes épithélioides. Il est subdivisé en 3
sous-groupes :

e un sous-groupe Grandes cellules (polymorphique LBDGC-like, avec nombreuses
grandes cellules et quelques cellules de Reed Sternberg like),

e un deuxiéme sous-groupe Hodgkin -like avec prédominance de cellules Reed
Sternberg like

e ct un troisieme sous-groupe lymphoprolifératif like avec cellules de Reed Sternberg -
like rares ou absentes.

- Le sous type monomorphique est plus rare, il est composé de grandes cellules monomorphes
centroblastiques ou immunoblastiques avec parfois quelques cellules de Hodgkin et Reed
Sternberg like. Cependant, il n’existe pas de différence pronostique entre les deux sous types
monomorphique et polymorphique. Des images de nécrose géographique peuvent étre notées.
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Figure 7 : LBDGC EBV+ NOS selon Montes-Moreno®
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[1.2.5 Immunophénotype

Sur le plan immunohistochimique, les cellules sont de phénotype B, elles expriment le CD20,
CD19, CD22, CD79a, PAXS5 faiblement, BOB-1, et OCT-2. La plupart des LBDGC EBV +
sont de type ABC>'*'®Y¥ exprimant le MUMI/IRF4 et sont négatifs aux CDI0 et
BCL6%. L’expression de CD30 varie selon les séries, elle est de 50 a 100%'>*%. Le CD15 est
rarement positif '>”’. La protéine de latence LMP-1lest positive dans 2/3 des cas tandis que
'EBNA-2 est positif dans 1/3 des cas, définissant des profils de latence de type II ou III">*2,
L’expression de NF-kB et de STAT3 phosphorylé est souvent observée dans les LBDGC
EBV+ NOS comparé aux LBDGC EBV-***. Les études de la GEP ont montré que les
LBDGC EBV+ ont un profil moléculaire distinct des LBDGC EBV-. avec une activation de
la voie JAK —STAT'". Le réarrangement des génes des Ig est observé dans 60% des cas™ .
Les cellules tumorales expriment souvent PDL-1 et PDL-2">®*
EBERSs dans les cellules tumorales est plus spécifique et la technique gold standard est I’HIS.
Cependant le cut off de ’EBER n’est toujours pas standardisé.

. La recherche de transcrits

[1.2.6 Diagnostic différentiel

Avant de poser le diagnostic de LBDGC EBV+, il faut éliminer une immunosuppression
apparente™, telle qu’elle apparait chez les patients atteints de syndromes lymphoprolifératifs
post-greffe (PTLD)?, les patients sous immunosuppresseurs, les patients infectés par le VIH
(Virus de I'immunodéficience humaine). En outre, il existe des entités associées a une
infection a EBV, telles que la granulomatose lymphomatoide caractérisée par des lésions
angiocentriques impliquant la peau, les poumons ou le systéme nerveux central®®, les LBDGC
associés a une inflammation chronique, le lymphome des séreuses et le lymphome
plasmablastique associé a une infection au VIH®. La distinction d’un lymphome de Hodgkin
peut étre aussi particulierement problématique. Le lymphome de Hodgkin Classique (LHC)
est caractérisé par un fond granulomateux composé, de petits lymphocytes, plasmocytes,
¢osinophiles et histiocytes. L'une des principales différences est que, dans le LHC les cellules
néoplasiques représentent généralement environ 0.1%-10% de l'infiltrat cellulaire’. Ces
cellules malignes co-expriment CD30 et fréquemment CDI15. L’expression du CD15 est
généralement négative dans le LBDGC EBV+. Le LHC peut également étre associé a
I'expression de 'EBV, bien que cette expression soit trés variable en fonction du sous type
histologique. Par exemple, le sous-type scléro-nodulaire montre une positivit¢ a ’EBER dans
10 a 40%, tandis que le sous-type a cellularité est positif a ’EBER dans 75% des cas. D’ou la
nécessité d’intégrer les données cliniques, et d’interpréter le profil immunohistochimique dans
son contexte.

I1.3 Role de PEBYV dans la lymphomagenese des LBDGC

L’EBV est le premier virus oncogeéne identifié¢, reconnu par I’OMS. Il est essentiellement
transmis par la salive et sa cible privilégiée est le lymphocyte B, mais, il peut aussi infecter les
cellules T, NK et les cellules épithéliales. Il est a I’origine de plusieurs pathologies
lymphoides de gravité variable, selon le statut immunitaire du patient ; comme le lymphome
de Burkitt, le lymphome de Hodgkin, les lymphoproliférations T ou B des déficits
immunitaires primitifs ou acquis, les lymphoproliférations T EBV+ de I’enfant, le lymphome
angioimmunoblastique, le lymphome T/NK de type extra-ganglionnaire de type nasal, le
lymphome plasmablastique et le LBDGC>*.
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1I.3.1 Rappel sur le cycle biologique de P’EBV

I1.3.1.1 Historique

L’EBV ou herpes virus humain de type 4 (HHV 4) a été découvert en 1964 dans des lignées
de lymphomes de Burkitt établies a partir de tumeurs affectant des enfants d’Afrique sub-
saharienne, par les chercheurs Epstein, Barr et Achong'. Quelques années plus tard, des
Lignées Cellulaires Lymphoblastoides ou LCL (Lymphoblastoid Cell Lines) sont obtenues
aprés infection et immortalisation de lymphocytes B in vitro par 'EBV®’. Par la suite, afin
d’identifier les patients risquant de développer un lymphome de Burkitt, Gertrude et Werner
Henlé mettent au point un test sérologique™.

L’EBV appartient a la famille des Herpes viridae qui regroupe huit virus strictement humains
classés en trois sous-familles : Gamma, Alpha et Beta-herpes virinae ; et neufs genres
(Tableau 3). L’EBV appartient a la famille des Gamma-Herpes viridae et au genre
Lymphocryptovirus®.

A ce jour, neuf types d’herpés virus ont été identifiés chez I’Homme : le virus de 1’herpés, ou
Herpées Simplex Virus (HSV) de type 1 ou 2 (HSV-1 ; HSV-2), le virus de la varicelle et du
zona ou Herpés Virus Varicellae (VZV), le Cytomégalovirus (CMV), PEBV, et les 6™, 7™
, et 8™ Herpés Virus Humains (HHV-6, HHV-7 et HHV-8). La famille des Herpes viridae
est sous-divisée en trois groupes : les alpha-, beta-, et gamma-herpés virus **.

Tableau 3 : Différents groupes de Herpes viridae chez I'homme’”’”

Sous famille Espéce

a-herpés virus Herpés Virus Simplex type 1 HHV-1
Herpés Virus Simplex type 2 HHV-2
Varicelle-zona HHV-3
B-herpes virus Cytomégalovirus HHV-5
Herpés Virus Humain de HHV-6

type 6
Herpés Virus Humain de HHV-7

type 7
v-herpés virus Virus d’Epstein-Barr HHV-4
Herpés Virus Humain de HHV-8

type 8

Le réservoir viral de ’EBV est strictement humain. Il s’agit d’un virus ubiquitaire. Plus de
90% de la population mondiale est séropositive, quelle que soit la répartition géographique.

[1.3.1.2 Structure virale et génomique
11.3.1.2.1 Structure du virion

Le virion de I’EBV fait environ 120 a 200 nm et présente une structure commune a tous les
herpes virus (Figure 8) :
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v T’enveloppe lipidique est composée d’un double feuillet lipidique correspondant a
des fragments de membrane plasmique de la cellule hote au niveau de laquelle le
virus exprime ses antigénes de membrane permettant sa fixation sur le récepteur
cellulaire CD21 (récepteur pour la fraction C3d du complément),

v’ le tégument qui est composé de protéines virales d’aspect fibrillaire,

v la nucléocapside de forme icosaédrique,

v' et le nucléoide qui contient le génome du virus linéarisé sous forme d’ADN
double brin enroulé autour d’une structure protéique appelé le core.

Protéines de 'enveloppe

Enveloppe

Genome viral
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Figure 8 : Structure commune des Herpes viridae

D’apres http://www.boogordoctor.com/cold-and-flu-prevention

I1.3.1.2.2 Le génome

Le génome est constitué d’'un ADN bicaténaire de 172 Kpb. Il est composé de séquences
terminales répétées (TR) de 500 pb, ainsi que de quatre séquences internes répétées (IR1 a
IR4)**. IR1 constitue une zone importante de répétitions internes, d’une taille de 3 Kpb. Cette
séquence interne répétée sépare le génome de I’EBV en deux séquences distinctes : une
séquence unique courte (US : Unique Short), comprenant la région Ul, et une séquence
unique longue (UL : Unique Long) de 150 Kpb, composée des régions U2 a US. L’origine de
réplication (OriP) est fonctionnelle durant la phase de latence, tandis que les deux origines de
réplication lytiques (OriLyt) le sont durant le cycle lytique de ’EBV (Figure 9).

TR  OriP OrilLyt OrilLyt TR
Ul IR1 U2 IR2 U3 IR3 U4 IR4 US
US U[_

Figure 9 : Représentation schématique du génome de I'EBV sous sa forme linéaire

TR : répartition terminale ; IR : Répétition interne ; U : Région unique ; Orip : Origine de
réplication latente ; OriLyt : origine de réplication latente

D’aprés Young et Rickinson®
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Quatre promoteurs (Cp, Wp, Fp et Qp) régissent I’expression des protéines EBNAs au niveau
du génome de I’EBV. L’expression transcriptionnelle de ces protéines conditionne 1’état du
cycle (lytique, en latence) de 'EBV au sein des cellules immortalisées par le virus”> (Figure
10).

Cp EBNA 4 [-LP) 2 Jalbd 1
2'i\/ IVIVIVIVIVIVIVTT e "
Wp type Ill latency

VIV IVIVIV IV IV e

Fp r\/ Iytic cycle

oriP Qp"’ e | & Il latency
IR i i BamHI W repeats \/ L ’ R

Figure 10 : Localisation des promoteurs Cp, Wp, Fp et Op au sein du génome de l'EBV

Structure des transcrits des protéines EBNAs observées durant les différentes phases de ’EBV.
La latence III de PEBY inclue I’expression des six protéines EBNAs (EBNAL, 2, 3a, 3b, 3¢, LP),
générées par I’épissage alternatif des longs transcrits primaires initiés a partir des promoteurs
Cp et Wp. Durant les latences I et II (restreintes), seule la protéine EBNA1 est exprimée, elle est
transcrite a partir du pomoteur Qp. Fp est le promoteur du cycle lytique situé en amont de Qp.
BamHI W repeats correspond a la région IR1. OriP est I’origine de réplication épisomale
associée au programme de latence. TR : Terminal Repeat.

D’aprés Paulson et al ”

Lorsque ’EBV infecte une cellule cible, son génome peut se circulariser sous forme
d’épisome grace aux séquences terminales TR. Cette forme épisomale circulaire peut persister
dans les cellules cibles tout au long de la vie de I’hote de maniére constante (phase de
latence). Le virus peut étre réactivé et produire a nouveau des virions en réponse a des
stimulations de ’environnement de la cellule infectée™.

EBER1  rprpo
i 1\.

LMP2A

ADN double brin

Génome de 'EBV
(172 kpb)

EBNAT

EBNA3C
EBNA3B
EBNA3A

Figure 11: Localisation des promoteurs Cp, Wp, Fp et Qp au sein du génome de l'EBV

D’apreés Young et Rickinson®”
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11.3.1.2.3 Les phases du cycle viral

L’EBV passe la barriere oropharyngée constituée de cellules épithéliales, ce qui permet
I’infection des cellules B naives sous-jacentes. L’EBV peut alors se trouver dans deux états
suite a I’infection des cellules hotes : en cycle lytique ou en phase de latence. Le cycle lytique
constitue la phase de réplication du virus.

o Phase de latence

Lors de I’obtention d’une LCL par infection in vitro des lymphocytes B par I’EBV, deux
événements sont essentiels au maintien du virus : d’une part, I’inhibition du passage vers le
cycle lytique et le maintien de la structure épisomale et d’autre part, I’expression des geénes
dits de latence. Les produits des geénes de latence sont les protéines EBNA , les protéines
LMP et les ARN EBER (EBV Encoded RNAs) et BART (BamHI A region’s Rightward
Transcrits). Les protéines de latence dérégulent les fonctions cellulaires en détournant la
régulation transcriptionnelle et les différentes voies de signalisation cellulaires, aboutissant a
I’immortalisation de la cellule hote.

Six protéines nucléaires EBNA sont décrites : EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C et -LP. Toutes, sauf
EBNA-3B, sont essentielles a I’immortalisation des lymphocytes B infectés in vitro. Les trois
protéines membranaires sont LMP-1, LMP-2A et LMP-2B. LMP-1 est la protéine la plus
abondante durant la phase de latence, et est nécessaire a 1I’immortalisation de la cellule
infectée. Les ARN EBER sont des petits ARN non polyadénylés et non traduits, présents en
grande quantité.

— Les types de latence

La latence virale est caractérisée par I’expression d’un nombre réduit de génes, permettant la
persistance virale. Il existe différentes latences virales selon le jeu de génes exprimés par
I’EBV. Quelle que soit la latence, on observe I’expression des ARN EBER et BART.

"] La latence de type I est caractérisée par I’expression uniquement de la protéine EBNA-1,
ce qui permet le maintien du génome viral dans la cellule. Cette latence est retrouvée dans le
lymphome de Burkitt, lorsqu’il est associ¢ a ’EBV.

"1 La latence de type II est caractérisée par I’expression des protéines EBNA-1, LMP-1,
LMP-2A et LMP-2B. Les pathologies associées a ce type de latence sont notamment le
carcinome du rhinopharynx, la maladie de Hodgkin et les lymphomes T/NK et les LBDGC
EBV+

'] La latence de type III est établie lorsque le facteur de transcription EBNA-2 active
I’expression de toutes les protéines de latence EBNA-1, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C,
EBNA-LP, LMP-1, LMP-2A et LMP-2B. Elle est retrouvée in vitro dans les LCL et in vivo
dans les lymphoproliférations B des sujets immunodéprimés.

1 La latence de type 0 n’est décrite qu’in vivo dans les lymphocytes B au repos circulants
infectés. Les ARN codants les protéines LMP-2A et EBNA-1 sont parfois détectés.

I1 existe cinq types de latence : la latence 0, 1, 2, 3 et la latence atypique. Les différents états
de latence de I’EBV sont caractérisés par des profils d’expression des génes de latence.

— Les protéines EBNA et les protéines membranaires LMP

Les principales fonctions de ces protéines sont résumées dans le tableau 4 :
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Tableau 4 : Les protéines de latence de I'EBV et leurs principales fonctions

Protéines Latence Localisation Fonctions principales
EBNA-1 I, II, III Nucléaire Immortalisation des
lymphocytes B

Maintien du génome viral
sous forme épisomale
EBNA-2 I Nucléaire Immortalisation des
lymphocytes B
Activateur de transcription
cellulaire et virale en se
fixant a8 RBP-Jk
EBNA -3A (EBNA-3) 1 Nucléaire Reépresseur de I’action
d’EBNA-2, se lie a RBP-Jx,
participe a I’immortalisation

des lymphocytes
EBNA -3B (EBNA-4) I Nucléaire Inconnue, se lie a RBJk
EBNA -3C (EBNA-6) 1 Nucléaire Reépresseur de I’action

d’EBNA2, agit sur le
cycle cellulaire, se lie a
RBP-Jx, participe
a ’immortalisation des
lymphocytes B
EBNA-LP (EBNA-5) I Nucléaire Co-facteur d’EBNA-2
Interagit avec P53 et pRb

LMP-1 I1, 11T Membranaire Oncogéne majeur
Active les voies NF-kB
LMP-2A I, 111 Membranaire Module le signal du BCR
Prévient la réactivation
virale
LMP-2B II, 1II Membranaire Inconnue

e La phase lytique

La réactivation lytique intervient occasionnellement dans les lymphocytes B mémoires
infectés par I’EBV. Elle est étudiée in vitro dans les lignées cellulaires immortalisées par
’EBV*. Le passage de la phase de latence a la phase lytique peut-étre influencé par
I’environnement dans lequel se trouve la cellule qui devient alors permissive a la réplication
virale. Le cycle lytique peut étre induit par stimulation du BCR ou en utilisant des agents
chimiques comme le butyrate de sodium et des esters de phorbol. Le cycle lytique permet, au
final, I’amplification du génome viral d’un facteur 100 a 1000, aboutissant ainsi au maintien
et a la diffusion de ’EBV.

L’expression des génes aboutissant a I’amplification du génome viral se déroule de maniere
ordonnée (Figure 12). Aprés induction du programme lytique, les deux geénes lytiques tres
précoces (IE), BZLF1 et BRLF1, sont exprimés. Ces génes codent deux transactivateurs, la
protéine Zta (ou ZEBRA : Z Epstein-Barr Replication Activator) et la protéine Rta
respectivement. Elles ont pour rdles d’activer certains promoteurs viraux et cellulaires
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conduisant a une cascade d'expression ordonnée de génes viraux. On observe donc
I’activation de I'expression des geénes précoces (E) impliqués dans la réplication de I'ADN et
dans le métabolisme, suivie par l'expression des genes tardifs (L) codants des protéines virales

. .. 95
structurelles pour la formation des virions .

Symithésze
du génome
de |'EBW

[ Trans- 1iépli-:atin:ur“rE-‘trl.lrstl.lna‘|
i B ctivateurs)
| BILF BMRF1 l'w
: I '-h_”.,- BRLF1 ﬁ Gpds
i o o L BELF4 %
| Coll line BSLP1 i
EBNAA, 2, 35, LP -
LMP1, 2A, 2B
EBER1, 2
BARTs 1
___‘_.-'- LY . 7
Phase de latence Cycle Iytique

Figure 12 : Passage de la phase de latence au cycle lytique par la protéine ZEBRA

La protéine ZEBRA, codée par le géne BZLF 1, permet la commutation de la phase de latence au
cycle lytique. Elle permet I’expression des protéines précoces du cycle (EA : Early Antigens) et par
la suite des protéines de la capside virale (VCA : Viral Capside Antigen). Le génome de I’EBV passe

de la forme épisomale a la forme linéaire, permettant la production de virions et la lyse cellulaire.

5 . 95
D’apreés Tsurumi et al

— Les ARN non codants

Les ARN EBER1 et EBER2

EBV Encoded RNAs sont de petits ARN non polyadénylés (166 et 172 nt) transcrits par
I’ARN polymérase III qui synthétise les ARN de transfert cellulaires. En moyenne, un million
de copies sont détectées dans la cellule infectée et ils présentent une structure secondaire en
forme de trefle. Ils sont retrouvés essentiellement dans le noyau au sein de complexes ribo-
nucléoprotéiques. Ces ARN joueraient un rdle dans 1’épissage des ARN des protéines EBNA
et LMP et de fagon plus générale, dans le maintien de ’EBV dans 1’organisme hote. En effet,
ils sont impliqués dans des mécanismes anti-apoptotiques, suppriment ’effet antiviral des
interférons o et y et induisent la production d’IL-10, cytokine immuno-suppressive®.

Les ARN de la région BamHI A BART
Ils ont été découverts initialement dans le carcinome du rhinopharynx, mais sont également
retrouvés dans d’autres cancers associés a ’EBV comme le lymphome de Hodgkin et le
lymphome de Burkitt. Ils présentent dans leur extrémité 5°, un cadre de lecture ouvert,
BARFO0. L’expression de la protéine BARFO n’est pas retrouvée in vivo du fait de sa durée de
vie trés courte. Un autre transcrit est généré a partir de la région BAMHI et code BARF1
retrouvée dans des tumeurs d’origines épithéliales®®.
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[1.3.1.3 Physiopathologie de I’infection par ’EBV

Au vue de la diversité des maladies associées a I’EBV, les cibles de ce virus sont multiples.
Les lymphocytes B et les cellules épithéliales en constituent les cibles « conventionnelles ».
L’EBV peut également infecter d’autres types cellulaires, « non conventionnels », tels que les
lymphocytes T, les NK ou encore les monocytes.

11.3.1.3.1 Cellules-cibles de ’EBV
e (Cibles conventionnelles
— Les lymphocytes B

Les lymphocytes B sont les principales cibles de ’EBV. Les glycoprotéines virales jouent un
role central dans I’entrée et D’internalisation de I’EBV dans les cellules hotes. Cing
glycoprotéines de 1I’enveloppe virale et trois protéines cellulaires sont nécessaires pour
I’entrée efficace de ’EBV au sein des lymphocytes B’

L’EBV se fixe au lymphocyte B grace a la gp350/220, qui reconnait spécifiquement le
récepteur CD21/CR2%, avec une forte affinit¢”. Cette étape permet I’activation du
lymphocyte B et I’endocytose du virus. Aprés endocytose du virus dans un compartiment au
pH faible, la fusion des membranes virales et cellulaires se produit sous I’action d’un
complexe de trois protéines.

Ce complexe est composé d’un homotrimére de la glycoprotéine gB et d’un hétérodimére des
glycoprotéines gH et gL.

La cinquiéme glycoprotéine virale nécessaire pour I’entrée du virus est la protéine gp42, qui
fonctionne plus efficacement sous sa forme clivée'™.

La gp42 se lie directement a gH’’ , qui induit le passage de la forme dimérique gHgL au
complexe trimérique ghgl.gp42. La fusion entre le lymphocyte B et le virus est également
déclenchée par ’interaction entre le CMH de classe II et la glycoprotéine gp42'".

Au cours de ’infection, il y a expression des différentes protéines nucléaires et membranaires
de ’EBV membranaires de I’EBV. La Figure 13 représente ces différentes étapes, avec
I’expression des différentes protéines de latence virale au cours du temps.

46



Lymphocyte B
mature

e ¥

ADM \nral“-.1|I

activé
/EBNA: EFR
{ -34,-3B, 3C
{Onenay

CMH cfis’e_ﬂ,, 4 § P2

e Virion EBV

’ gp 350/220

o

—

gHglg
2

CD21/CR2

4h

E fe Pinfection in vi

1. Fixation du virus au lymphocyte B
- Allachemenl du virion par gp350/220 el

gpd2
2. Transport de 'ADN viral dans le
noyau

12h

3. Expression dEBNA-LP, EBNA-2Z
(=4h)
- Dérégulation de p53, Rb et RBPJK

LMP1

4. Expression de LMP1, EBNA-3A,
-3B, 3C (=12h)

- Survie cellulaire (TRAFs, NF-kB...)

- Immunomaodulation (IL-10)

\Episome [/
\:"Im;______,/'

20h 5. Cireularisation du génome viral
sous forme d'épisome (=20h)
6. Expression dEBNA-1 (=20h)
- Maintenance et replication de |'episome
- Immaortalisation compléte ‘

-

Cellule

lymphoblastoide (LCL)
24h

7. Expression de LMP2A, -2B,
EBER1,-2, BARFO (=24h)

- Inkibition de la différenciation et de
I'activation cellulaire

= Latence lll compléte  mmp

Vv

Figure 13 : Représentation schématique de la cinétique d'infection des lymphocytes B par l'EBV in
vitro

L’EBYV se lie au lymphocyte B mature via la glycoprotéine gp350/220, qui reconnait
spécifiquement le CD21/CR2. La fusion de la membrane des lymphocytes B et du virus est
initiée par ’interaction entre la glycoprotéine gp42 du virus et le CMH de classe II. La
gp42 se lie directement a gH, déja en dimére avec gL, formant ainsi un complexe
trimérique gHgLgp42, nécessaire a I’entrée de I’EBV au sein du lymphocyte B.
L’expression des protéines EBNA-LP et EBNA-2 intervient environ 4h apres le début de
Dinfection, suivie de I’expression de LMP1, EBNA-3A, -B et -3C environ 12h post-
infection. La circularisation du génome viral sous forme d’épisome intervient 20h aprés
Dinfection, elle est corrélée a I’expression d’EBNAI, qui permet le maintien et la
réplication de I’épisome. L’immortalisation compléte du lymphocyte B par I’EBYV est alors
complete. L’expression des protéines LMP2A, -2B ainsi que EBERI, -2 et BARF0
intervient plus de 24h post infection, complétant le programme de latence de type 111 (état
de prolifération des lymphocytes B immortalisés).

D’aprés Middeldorp et al'”

— Les cellules épithéliales

Les cellules épithéliales sont dépourvues du CD21 et du CMH de classe II. Par conséquent,
les mécanismes par lesquels I’EBV infecte les cellules épithéliales sont distincts de ceux des
lymphocytes B. La liaison de ’EBV aux lymphocytes B peut faciliter la liaison entre les
lymphocytes B et les cellules épithéliales, avec pour conséquence 1’entrée du virus au sein des
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cellules de I’épithélium. Ce processus est nommé transfert d’infection et se décline en trois

¢tapes :
1. activation des molécules d’adhésion
2. liaison entre les lymphocytes B infectés par I’EBV et les cellules épithéliales via
les molécules d’adhésion
3. interaction entre les glycoprotéines virales et les cellules épithéliales, entrainant la

fusion et I’absorption des virions.
L’infection des cellules épithéliales par les lymphocytes B infectés nécessite les

glycoprotéines gH et gL, la gp42 n’étant pas essentielle lors de ce processus'® .

e (Cibles non conventionnelles
— Les lymphocytes T

Selon Jones et al, ’EBV peut infecter les lymphocytes T et contribuer a la lymphomagenese T
chez certains patients atteints d’infection sévére par le virus'®. Montpellier et al sont
parvenus a obtenir des lignées cellulaires de lymphocytes T immortalisés par I’EBV in vitro.
Les cellules de ces lignées expriment les génes de latence EBNA1 et LMP1'*. Groux et son
équipe ont découvert que les lymphocytes T transformés expriment les marqueurs CD2, CD3,
CD4 ou CDS. La plupart de ces cellules présentent un phénotype de cellules T naives et un
réarrangement complet du TCR '. Haverkos et al ont corrélé le taux élevé de copies d’ADN
de PEBV dans le sérum des patients atteints de lymphomes T périphériques et la mauvaise

survie globale des sujets'*.

— Les cellules NK

Lors de I’infection précoce de ’EBV chez les patients, les cellules NK attaquent les
lymphocytes B autologues infectés par I'EBV'®". In vitro, les cellules NK acquiérent de
manicre transitoire le CD21 des lymphocytes B, par transfert synaptique de quelques
molécules réceptrices sur leur propre membrane. En présence de particules virales, une liaison
peut s’effectuer, permettant & 'EBV d’infecter les cellules NK. Ce modele suggere une

. . , . . 10
possible voie d’entrée du virus au sein des cellules NK'"7.

— Les monocytes

Environ 20% des monocytes possédent le CD21/CR2 a leur surface, ce qui peut constituer une
voie d’entrée pour I’EBV'®. L’EBV inhibe fortement la production de TNF-a au sein des
lignées monocytaire. Il peut interagir directement avec les monocytes et les macrophages pour
exercer son effet immunomodulateur'®™. L’infection des monocytes par I’EBV réduit
significativement leur capacité phagocytaire. Ce qui démontre que I’infection par ’EBV des
monocytes et I’altération de leurs fonctions biologiques favorise la propagation virale durant

les premiers stades de I’infection'™.

11.3.1.3.2 Infection par I’EBV in vivo et persistance virale

Apres avoir infecté les cellules B sous jacentes aux cellules épithéliales de 1’oropharynx, le
génome de I’EBV se circularise sous forme d’épisome et le virus peut entrer en programme de
latence III. Les lymphocytes B infectés de fagon latente se développent rapidement dans les
zones extra-folliculaires des tissus lymphoides oropharyngés tels que les amygdales. Ces

48



cellules B infectées peuvent étre retrouvées dans le sang. Ces cellules migrent ensuite vers les
centres germinatifs, ou elles passent a un programme de transcription plus limité : le
programme par défaut (latence I/II). Les cellules infectées se situent ensuite au niveau du
compartiment des cellules B mémoires, ou le virus peut persister tout au long de la vie de
I’héte en latence 0 & 1’état quiescent ou en latence I lorsqu’elles se répliquent''®. Les cellules
B mémoires circulent entre le sang et les tissus lymphoides oropharyngés. La réactivation
virale peut survenir lorsque ces cellules pénétrent dans les tissus lymphoides de I’oropharynx,
entrainant une réplication virale et une exsudation du virus”*''’. Ce cycle d’infection et 1état
de repos dans les cellules B mémoires permettent une persistance durant toute la vie de 1’hote,

de maniére trés stable!'°,

INFEGTION PERSISTANTE
Tissus lymphoides oropharyngés

. p
Lytique

éactivation
6‘ _" EBV

4K

INFEGTION PRIMAIRE
. °g Tissus lymphoides oropharyngés

Prolifération Programme par défaut.

LIl L

. LI . Lt

LI LIII LIl LIII

et Réponse T
oo '“V"q" anti-EBV T
Exsudation virale CDB D4
Celluies
e . o o @O O @
[ 3
Barriére épithéliale ®

Figure 14 : Infection primaire et persistante par l'EBV in vivo chez des individus
immunocompétents.

D’aprés Tangye et al'"’

L’infection primaire par ’EBV est établie au niveau des tissus lymphoides oropharyngés.
L’EBYV infecte les lymphocytes B par la liaison entre la glycoprotéine gp42 du virus et le
récepteur CD21/CR2 du lymphocyte B. La glycoprotéine gp42 se lie au CMH de classe 11
du lymphocyte B. La gp42 se lie au complexe gHgL via une forte interaction avec la gH. Le
complexe trimérique contribue a ’entrée du virus dans les lymphocytes B. Les cellules
épithéliales sont infectées via le complexe gHgL, et par un systéme de transfert du CD21
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des lymphocytes B aux cellules épithéliales (Figure 14 : fleches rouges). Ensuite, le virus
passe a une forme de latence IllI, qui correspond a la prolifération des lymphocytes B
infectés par UEBV. Ces cellules étant hautement immunogeénes par [’expression de
I’ensemble des protéines de latence exprimées, elles sont éliminées par les lymphocytes T
anti-EBYV, ainsi que par une activation des cellules NK chez les hotes immunocompétents.
Les lymphocytes B infectés régulent négativement [’expression de ces protéines
immunogénes, permettant la pérennité virale (programme de latence 11, ou programme par
défaut). Ces cellules migrent ensuite vers le sang périphérique. La persistance virale est
principalement obtenue par infection silencieuse des cellules B mémoires, ou I’ADN viral
est maintenu sous forme épisomale et ou seulement EBNAI est exprimée (programme de
latence 1), ou les transcrits de LMP2A (programme de latence 0). Certaines de ces cellules
en latence 0 peuvent étre réactivées et repasser en phase lytique. Cette réactivation peut
conduire a la prolifération de cellules en programme de latence III, contréolée par la
réponse T anti-EBV CD4+ et CD8+. La production de nouvelles particules virales peut
entrainer de nouveaux foyers infectieux qui peuvent conduire a la libération de virions au
niveau de la gorge. La surveillance immunitaire continue pendant le cycle lytique et la
latence est importante pour le contréle viral.

11.3.2 Lymphomagenése

[1.3.2.1 Activation de la voie NF-kB

NF-«B est un facteur de transcription impliqué dans la régulation d’un grand nombre de
processus cellulaires, comme la réponse immunitaire, la croissance cellulaire et l'apoptose.
NF-kB est exprimé de fagon ubiquitaire. Il est impliqué, via sa fixation au niveau de sites kB
des régions régulatrices des génes, dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires
telles que ’immunité, la réponse inflammatoire, la réponse au stress cellulaire, la prolifération
et la survie cellulaire, I’angiogenese et I’apoptose. L’activité NF-kB est régulée par la nature
des complexes formés par les différentes sous unités NF-«kB, les inhibiteurs impliqués, les
voies de signalisation mises en jeu et les sites kB retrouvés au niveau des séquences
promotrices des génes cibles.

11.3.2.1.1 Les sous-unités NF-xB

La famille NF-kB comprend cinq membres structurellement proches et agissant sous forme
homo ou hétérodimérique (Figure 15) : p50 et son précurseur p105 (NF-kB1), p52 et son
précurseur pl00 (NF-kB2), RelA (p65), RelB et c-Rel. Chacune de ces sous-unités est
caractérisée par la présence d’un domaine RHD (Rel Homology Domain) amino-terminal,
hautement conservé et responsable de la dimérisation et de la liaison 3 PADN''2. RelA, c-Rel
et RelB contiennent également un domaine TAD carboxy-terminal. Les membres p50 et p52
étant dépourvus du domaine TAD, ils activent la transcription grace a leur interaction avec les
autres sous-unités. Ils peuvent également réprimer la transcription en se fixant au niveau des
sites Kb sous forme d’homodiméres''®. Les précurseurs pl100 et p105 contiennent, dans leur
partie carboxy-terminale, plusieurs répétitions ankyrines impliquées dans leur localisation
cytoplasmique ce qui leur conférent des propriétés inhibitrices.
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Figure 15: Représentation schématique de la famille NF-kB

Les membres de la famille NF-xB sont caractérisés par la présence d’un domaine RHD. RelA, c-Rel
et RelB contiennent un domaine de transactivation (TAD). RelB posséde un domaine amino-
terminal de type glissiére a leucines (LZ). Les protéines précurseurs p100 et p105 possédent des
répétitions ankyrines (ANK) ainsi qu’une région riche en glycines (GRR).

D’aprés Ghosh and Hayden'"”

Les sous-unités NF-kB forment des homodimeres ou des hétérodimeres, a I’exception de

RelB qui n’est retrouvé que sous forme hétérodimérique. Elles sont transloquées dans le
noyau grace a leur séquence NLS. In vivo, la stabilité des diméres varie et ils présentent des
affinités de liaison a I’ADN différentes. Les homodiméres c-Rel/c-Rel sont plus stables que
les homodimeéres RelA/RelA. Les sous-unités p50 et p52 se lient préférentiellement au niveau

de la partie 5° des sites kB alors que RelA, c-Rel et RelB se lient sur la partie 3°'".

11.3.2.1.2 Les inhibiteurs IxB

Des protéines particulicrement importantes dans la régulation de [Dactivit¢é NF-xB
interagissent avec les sous-unités NF-«xB : il s’agit des protéines inhibitrices de la famille IxB,
dont la plus connue est IkBa (Figure 16). Ces inhibiteurs séquestrent les complexes NF-xB
dans le cytoplasme des cellules au repos. Ils peuvent aussi entrer dans le noyau, détacher les
complexes NF-kB de I’ADN et provoquer leur exportation dans le cytoplasme''*.

La famille des protéines IkB inclue IxBa, IxBf, IkBeg, les précurseurs p100 (IkBo) et p105 (IkBy),
ainsi que des inhibiteurs atypiques tels qu’IkB( (codée par NFKBIZ), Bcl-3 (B Cell Lymphoma 3)
et IkBNS (codée par NFKBID). Les molécules IkB atypiques (IkB({, Bcl-3 et IkBNS) sont
présentes a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. Bcl-3 est impliqué a la fois dans la
transactivation et la répression des génes cibles de NF-kB et interagit avec les complexes
contenant p50 et p52.

IxB( agit a la fois comme un régulateur positif et négatif des genes cibles de NF-kB et se lient
préférentiellement a la sous-unité p50'". Enfin, IkBNS se fixe aussi a la sous-unité p50 et semble
réguler positivement ou négativement les geénes cibles de NF-xB en fonction du type cellulaire.
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Figure 16 : Représentation schématique des inhibiteurs de la famille IxB (Inhibitor of NF-xB)

Les inhibiteurs de la famille IkB présentent des répétitions ankyrines (ANK) ainsi que des sites de
phosphorylation et d’ubiquitinylation. IkBa et IkBf possédent un domaine PEST (riche en Proline,
Acide Glutamique, Serine et Thréonine) en carboxy-terminal.

D’aprés Hayden and Ghosh'”

Les protéines IkB sont caractérisées par la présence de répétitions ankyrines permettant
I’intéraction avec les dimeres NF-«B.

L’interaction des protéines IkB classiques (IxBa, IxBp, IkBg) et des précurseurs p100 et p105
avec les dimeres NF-kB masque leur séquence de localisation nucléaire, empéchant alors leur
transport dans le noyau. L’activité des protéines IkB est régulée par phosphorylation en
sérine, puis protéolyse. Elles possédent des sites de phosphorylation et d’ubiquitinylation
permettant leur dégradation par le protéasome.

I11.3.2.1.3 Voies de signalisation NF-xB

L’activité des facteurs de transcription NF-kB est régulée selon deux voies principales
induites par différents stimuli : la voie classique ou canonique et la voie alternative ou non
canonique.

e Lavoie d’activation classique (canonique)

La voie canonique est induite par I’activation d’un certain nombre de récepteurs comme ceux
des cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-1 et par des produits bactériens ou viraux,
comme les protéines LMP-1 de ’EBV et TAX du HTLV se caractérisant par 1’activation du
complexe IKK qui cible les complexes NF-kB séquestrés par IkBo’ (Figure 17).
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Figure 17 : Voie d'activation classique de NF-xB

IKK phosphoryle les résidus sérines dans la partie amino-terminale d’lIkBa (1) entrainant une poly-
ubiquitinylation d’IkBa (2), aboutissant a sa dégradation par le protéasome (3) et donc a la
libération du complexe p50/RelA.

D’aprés Shkoda et al’?

e Lavoie d’activation alternative (non canonique)

La voie d’activation alternative est induite par différents membres de la superfamille du TNF
comme le CDA40 ligand et le facteur BAFF (B cell Activating Factor).

L’activation du récepteur CD40 induit la voie alternative d’activation de NF-«xB.

Aprés le recrutement des protéines TRAF2, TRAF3 et c-IAP1/2, TRAF2 induit sa propre
ubiquitinylation et celle des protéines c-IAP1/2 (ubK63, ubiquitinylation activatrice non
dégradante) ce qui a pour effet d’augmenter ’activité ubiquitine ligase des ces dernicres sur
TRAF3 (ubK48). TRAF3 est alors dégradé stabilisant la kinase NIK qui phosphoryle la
kinase IKKa. IKKa activée phosphoryle p100 aboutissant a sa dégradation par le protéasome
et la translocation du complexe p52/RelB dans le noyau’.
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Figure 18 : Voie d'activation alternative de NF-kB

D’aprés Compagno et al’

e NF-kB et transformation par LMP-1

Parmi les protéines de latence de I’EBV, LMP1 joue un role majeur dans les processus
d’immortalisation et de transformation. LMP-1 est capable d’induire les deux voies de
signalisation aboutissant a I’activation des différents complexes NF-xB. Les protéines LMP1
et CD40 possedent toutes les deux des domaines de liaison avec les facteurs TRAF et
interagissent avec de multiples membres de cette famille. LMP1 et CD40 interagissent avec la
kinase JAK3 et les protéines STAT. Elles activent le complexe de transcription de la protéine
AP-1 par la voie de signalisation JNK. La libération de protéine kinase IKK, composée de
plusieurs sous-unités et qui constitue une des protéines inhibitrice de NF-kB, déclenche la
transcription de génes anti-apoptotiques dans le noyau et conduit a la survie et a la croissance
des lymphocytes B infectés par "EBV®’( Figure 19).

Les LBDGC EBV+ ont un profil d'activation de NF-kB plus prononcé par rapport a la
majeure partie des LBDGC EBV-, avec une activation des voies classiques et alternes de
NF-kB*!'* L'activation de NF-kB est le reflet de I’expression de LMP1, clairement exprimé
dans ces lymphomes. L’étude du profil d’expression de geénes a permis d’identifier
l'expression accrue des voies immunitaires et inflammatoires dans les tumeurs EBV+ **. En
plus des voies NF-kB, le récepteur JAK/STAT, le récepteur NOD et les voies de signalisation
des récepteurs TLRs sont également activés. En outre, l'infection in vitro par ’EBV des
lignées cellulaires de LBDGC-ABC dérivées de patients ont confirmé l'activation accrue de
NF-«B et une phosphorylation accrue de STAT3®.
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Figure 19 : Mimétisme de CD40 par LMPI et activation de la voie NF-kB

D’apreés Thorley-Lawson'"
[1.3.2.2 ¢-MYC

Le facteur de transcription MYC est un régulateur clé de nombreuses activités biologiques telles
que la prolifération cellulaire, la différenciation ou encore I’apoptose''® (Figure 20). De ce fait, un
large spectre de cancers humains tels que les cancers hématopoictiques, du sein, du colon, les
cancers gastriques, les glioblastomes ou encore les mélanomes présente une expression élevée ou
dérégulée de MYC'"".
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Figure 20 : Mécanismes cellulaires controlés par MYC dans des conditions normales et lors de la
tumorigenése

MYC est un régulateur clé de nombreuses activités biologiques telles que la croissance cellulaire, la
progression dans le cycle cellulaire, la prolifération, I’apoptose, le métabolisme, I’adhésion
cellulaire, instabilité génomique ou encore I’angiogenése.

FGF: Fibroblast Growth Factor; IGF: Insuline-like Growth Factor; PDGF: Platelet Derived
Growth Factor

< . . 116
D’apreés Vita and Henriksson

Les altérations de c-MYC dans les LBDGC peuvent étre dues a des translocations (5 a

14%), un gain de copie (une a deux copies du gene) (19 a 38%), une amplification (nombre de
copie du géne supérieur a trois) (2%) ou encore a des mutations (32%)°>"'.

Les translocations peuvent étre associées avec les loci de IgH, mais a la différence des
lymphomes de Burkitt, elles sont plus fréquentes avec des loci de IgL'"

Les mutations peuvent induire un changement de promoteur de P2 a P1 comme dans le
lymphome de Burkitt, ou encore modifier le profil de phosphorylation de c-MYC permettant
ainsi d’augmenter la stabilité de la protéine®.

Les altérations de c-MYC dans les LBDGC sont associées a une diminution du taux de survie
des patients. On ne sait pas si le mauvais pronostic est attribuable aux altérations de c-MYC
seules, ou au fait que 58 a 83% des translocations de c-MYC dans les LBDGC sont associées
a une ou deux autres translocations touchant les génes BCL2 et/ou BCL6'*° .

Parmi les sous-groupes de LBDGC, les LBDGC-ABC ont la plus forte expression de c-
MYC. La stimulation des cellules B normales par une variété de récepteurs de surface
cellulaires augmente 1'expression de c-MYC et, en particulier, la voie de signalisation NF-xB
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peut augmenter la transcription de c-MYC'?'. Par conséquent, l'activité constitutive de la voie
NF-«xB dans les LBDGC-ABC peut contribuer a I’expression ¢levée de c-MYC. Cependant, la
régulation transcriptionnelle de c-MYC est complexe et il est peu probable que ce soit
l'explication compléte de 1'expression élevée de c-MYC dans ce sous-type de LBDGC.

Kaiser et al ont identifi¢ que c-MYC est une cible directe de EBNA2%®. ¢-MYC est 1’un des
deux facteurs majeurs de transcription du programme de la latence III. Dans le transcriptome
¢tabli grace a une puce « lymphome », il a été démontré que, la plupart des génes induits sont
régulés positivement par c-MYC, et impliqués dans la prolifération cellulaire. L’inactivation
de c-MYC par le biais d’un inhibiteur chimique conduit a I’arrét de prolifération des LCLs, ce
qui confirme les données obtenues par transcriptomique. Plus récemment, David A et al ont
montré que la surexpression de c-MYC conduit a la prolifération des cellules B immortalisées
en programme de latence III, d’une maniére dépendante de NF-kB'*>. c-MYC apparait
comme un acteur majeur de la prolifération des cellules B immortalisées par ’EBV.

I1.3.2.3 La voie de signalisation PI3K/AKT

LMP1 stimule I’activité de PI3K, en induisant la phosphorylation et ’activation d’ Akt (cible
située en aval de PI3K) et en favorisant la survie cellulaire'”. En plus de bloquer la
transduction du signal BCR, LMP2A active la voie PI3K/Akt, en induisant la phosphorylation
d’Akt. L’activation de cette voie de signalisation agit comme un signal de survie des cellules
B et des cellules épithéliales infectées. La protéine membranaire LMP1 peut interagir avec
différentes protéines TRADD et TRAF, conduisant a 1’activation des cellules B par
I’induction des facteurs de transcription AP-1 et NF-kB. Les voies PI3K et JNK sont
consécutivement activées, ce qui permet la survie cellulaire et la prolifération des

lymphocytes B infectés (Figure 21).

— Lipid raft
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Figure 21: Détournement de la voie PI3K/Akt par LMP1

D’apreés Young et al 123
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[1.3.2.4 La voie de signalisation JNK

Comme indiqué dans le paragraphe précédent, la protéine membranaire LMP1 conduit

a Dactivation de la voie JNK, par 1’activation en aval des protéines TRAF et TRADD'*.
TRAFT1 est un régulateur essentiel de la signalisation JNK par le domaine de liaison TRAF de
LMP1. LMPI1 augmente I’activité des voies de signalisation JNK, p38, ERK et la voie
canonique de NF-kB, via son domaine CTAR1/TES1'**.

I1.3.2.5 La voie de signalisation JAK/STAT

Il existe quatre protéines JAK (Janus Activated Kinase) : JAKI1, JAK2, JAK3 et TYK2. La
kinase JAK3 est exprimée seulement dans les lymphocytes B et T. La famille STAT (Signal
Transducers Activators of Transcription) comporte sept membres : STATI, 2, 3, 4, 5a, 5b et
6. Les protéines STAT sont cytoplasmiques et leur translocation nucléaire est activée par
phosphorylation par les kinases JAK. Ces dernicres sont activées en réponse aux interférons
par autophosphorylation aprés fixation sur des récepteurs cellulaires®. Les diméres STAT se
fixent sur des éléments ISRE (Interferon-Stimulated Response Element) et GAS (interferon-
Gamma Activation Site) présents au niveau des promoteurs de génes impliqués dans des
processus d’apoptose (Bcl-xl) et de prolifération cellulaire (Cycline D1). Zhang et al ont
montré” que des niveaux élevés d’expression des protéines STAT-1, -2, -3 et SA sont
associés a la latence de type Il de ’EBV. LMP1 est responsable de 1’induction des STAT-1, -
2, -3, et I’expression de STAT-1 peut étre impliquée dans le processus de transformation des
lymphocytes B. La signalisation de LMP1 induit la production de ’[FN-y, qui, par une voie
autocrine, conduit a la phosphorylation des résidus Tyrosines de STAT]1 et a I’expression des
geénes cibles de cette dernicre.

La liaison / entrée par ’EBV active rapidement STAT3 via les kinases Janus, c’est-a-dire la
phosphorylation de STAT3 en Y705 via ROS, des cytokines cellulaires (IL10, IL21) (Figure
22).
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Figure 22: Mécanismes d'activation de STAT3 par LMP1

La liaison / entrée par EBV active rapidement STAT3 via les kinases Janus, phosphorylation de
STAT3 en Y705 via ROS, des cytokines cellulaires (IL10, IL21).
D’apreés Xiaofan Li and Sumita Bhaduri-McIntosh'
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I1.3.2.6 La voie de signalisation P38/ MAPK

LMP1 conduit a I’activation de la voie P38/ MAPK, induisant 1’expression des interleukines 6
et 8'%°. La voie de signalisation de P38 conduit également & la surexpression de LMP. LMP-1
induit I’activation des kinases JNK and p38 majoritairement grace au domaine CTAR2 dans

les cellules épithéliales mais peut aussi étre médiée par le CTARI dans les lymphocytes'*®
(Figure 23).
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Figure 23 : Représentation schématique des différentes voies de signalisation pouvant étre induite
par LMP1

Voie NF-kB (canonique et non canonique), voie des MAPK (p38, JNK et ERK) et voie des
PI3K.

D’aprés Young and Rickinson®
[1.3.2.7 La voie de signalisation IL-6

L’interleukine-6 est une cytokine pléiotropique caractérisée par sa capacité a promouvoir
I’expansion et I’activation des cellules T, la différentiation des cellules B et la régulation de la
réponse aigue.

L’IL-6 exerce ses effets biologiques via deux mécanismes (Figure 24) :

e La voie classique : elle consiste en 1’induction du signal via un complexe tétramérique
constitué¢ de la sous unité IL-6Ra membranaire, de I’IL-6 et de deux sous unité gp130 ;
ou hexamerique constitué¢ de deux sous unités alpha, deux cytokines IL-6 et de deux
sous unités gp130. Cette voie est activée uniquement dans les cellules exprimant 1’IL-
6Ra.

e La voie trans-signalétique : appelée aussi la voie alternative, elle consiste en
I’obtention de la forme soluble du récepteur apres le clivage de I’IL-6Ro membranaire
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par ’enzyme TACE, qui forme alors un complexe actif avec la cytokine IL-6 pour se

fixer a la gp130. Cette voie est activée dans les cellules qui n’expriment pas I’IL-6Ra.
En ce qui concerne I’activation de STAT3 par LMP1 via la voie IL-6, cela a été rapporté
principalement dans les cellules épithéliales (Figure 25). Certaines de ces tumeurs
principalement le cacinome indifférencié du nasopharynx ont également montré une
augmentation de I’expression du récepteur de I'IL-6, en augmentant l'activation de STAT3'®.
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Figure 24: La signalisation de l'IL-6 via la voie classique (a) et la voie trans-signaling (b)
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La signalisation via le récepteur conduit a ’activation des Janus kinas (JAK) induisant
Pactivation d’autres voies impliquant les STAT, les MAPK, et la PI3K. L’activation des STAT
différe selon la voie de signalisation engagée. En effet, la signalisation
via la voie classique permet activation de I’homodimeére ou I’hétérodimere STAT-1/STAT3 alors
que la voie trans-signaling engage la STAT3'”

D’aprés Kopf et al'™®
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Figure 25:Mécanisme d'action de STAT3 et IL-6

@ pY705
® ps727

STAT3 peut étre phosphorylé en Y705 par LMPI grdce a la coopération de cellules
des protéines telles que NFkB, IL-6, EGFR et Janus kinases. LMPI peut également provoquer la
phosphorylation de STAT3 en S 727 via PKCd.
D’aprés Xiaofan Li and Sumita Bhaduri-McIntosh'”
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I1.3.3 Réle du microenvironnement tumoral

[1.3.3.1 Controle de I’infection par le systéme immunitaire

La forte prévalence de I’EBV chez les sujets immunocompétents suggeére que le virus a
développé des mécanismes d’échappement au systéme immunitaire. De fait, le réservoir des
lymphocytes B mémoires infectés par ’EBV est quasiment invisible au systéme immunitaire
puisque I’EBV y est en latence 0 dans les cellules quiescentes, n’exprimant aucune protéine,
et en latence I dans les cellules en cycle, n’exprimant qu’EBNAI, et cela de fagon transitoire.

Dans le cas de pathologies associées a I’EBV, LMP1 est hautement dérégulée et devient
abondante dans la cellule tumorale, promouvant alors la croissance cellulaire, la résistance a
I’apoptose et la progression tumorale. Cette protéine module, par différents mécanismes, la
réponse immunitaire de 1’hdte, notamment par la sécrétion de cytokines, de chimiokines ou
encore d’exosomes' > (Figure 26). Dans le méme temps, il a été montré qu’il existe une
pression de sélection sur les protéines EBNA3 et LMP2A pour la conservation des épitopes
les plus immunogénes pour la réponse T cytotoxique'”. Ceci témoigne de 1’importance de
I’équilibre hote-virus dans la biologie de ’EBV, en perpétuation au travers des ages.

La résolution de la primo-infection, le plus souvent bénigne et asymptomatique, est due a une
réponse immune T cytotoxique vigoureuse. Cependant, le virus persiste a I’état latent dans le
réservoir B mémoire et peut-&tre associé a différents cancers tels que des lymphomes B.

Plusieurs études ont montré que le modele de prolifération induit par ’EBV résulte d’un
équilibre subtil entre I’activation simultanée de facteurs impliqués dans la prolifération et la
survie et de facteurs impliqués dans la mort cellulaire. Dans les LBDGC EBV+, le virus
infecte préférentiellement les cellules B par le récepteur CD21 et établit une latence a long
terme caractérisée par une forte régulation négative de I'expression des génes viraux afin de
faciliter I'évasion de la réponse immunitaire et la persistance du virus chez [I'hbte
immunocompétent. Les cellules infectées resteront, dans des conditions normales, stables au
cours des années dans les cellules B mémoires, & moins que la personne ne développe une
immunosuppression. Bien que les anticorps anti-protéines membranaires virales puissent
contrecarrer I'infectivité du virus, la réponse immunitaire cellulaire, composé de cellules T
CD4 + et CD8 +, est nécessaire pour contrdler la primo-infection et pour reconnaitre et
éliminer les cellules B infectées de maniére latente ciblant a la fois les antigenes lytiques et de

latence'’,
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Figure 26: Les effets immunomodulateurs de LMP1

LMPI peut influencer la sécrétion de cytokines ou de chimiokines ou de récepteurs
immunomodulateurs. Il peut affecter le taux de renouvellement de protéines et peut
immunomoduler la sécrétion d’exosomes. Ces exosomes LMP1-positifs peuvent alors entrer en
contact avec le TCR via le CMH et des récepteurs de co-interaction, permettant la fusion entre
Pexosome et la cellule T. LMPI peut ainsi perturber la signalisation de la cellule T, aboutissant par
exemple a induction de ’anergie.

D’aprés Middeldorp and Pegtel™”

I1.3.3.2 Le concept de cancer immunoediting

Le concept de cancer immunoediting décrit par Schreiber et al'?®  définit les différentes

étapes de la progression tumorale : élimination, équilibre puis échappement de la cellule
tumorale a son environnement immunitaire. La cellule tumorale peut échapper a la lyse par
une cellule cytotoxique T CD8+ selon différents mécanismes, comme la non-reconnaissance
(via la diminution ou I’absence d’expression de molécules du CMH de classe I) mais aussi par
I’échappement via 1’expression de certaines molécules — les immune-checkpoints —, dont
I’attachement a leur récepteur sur les cellules immunitaires module et/ou inhibe la réponse
immune.

Ainsi, I’interaction entre le récepteur PD-1, exprimé par les lymphocytes T et B, et son ligand
PD-L1, exprimé par les cellules tumorales et par les cellules immunitaires et notamment par
les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) induit une inhibition des lymphocytes T
effecteurs et joue ainsi un réle clé dans 1I’échappement tumoral a la réponse immunitaire.
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Les trois phases essentielles sont : phase d’élimination ; phase d’équilibre et phase
d’échappement (Figure 27).

1) Phase d’élimination
Durant cette phase, le syst¢tme immunitaire reconnait et ¢limine les cellules tumorales
transformées suite a des modifications intrinséques (ex : mutation ou inactivation des génes
suppresseurs de tumeurs) via les ¢éléments de I'immunité innée et adaptative (les
macrophages, les cellules dendritiques, les cellules NK, les cellules TCD4+et CD8+).
L’¢limination compléte des tumeurs n’est pas souvent le cas menant a la deuxieéme phase qui
est la phase d’équilibre.

2) Phase d’équilibre
C’est une phase temporaire caractérisée par I’établissement d’un équilibre entre le systéme
immunitaire et les cellules tumorales échappées de la premicre phase. Ces dernieres, conférent
plus de modifications génomiques, accumulant des mutations au niveau de I’ADN et
changeant le profil d’expression de génes. En parall¢le, le systéme immunitaire élimine les
tumeurs et crée une sorte d’équilibre mais sans toutefois réussir a les éliminer. Les tumeurs
restantes forment des clones résistant qui s’échappent a I’immunité anti-tumorale.

3) Phase d’échappement
Durant cette phase, le systtme immunitaire est incapable de bloquer la croissance tumorale.
Les cellules tumorales se servent des cellules immunitaires pour leurs croissances et leurs
invasions.

Plusieurs mécanismes d’échappements sont employés par la tumeur incluant 1’échappement a
la présentation d’antigénes tumoraux, I’expression et la sécrétion des molécules inhibitrices
des cellules immunitaires telles que 1’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), la production de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-o et IL-6) et le recrutement des sous populations
immunorégulatrices comme les T régulateurs (Treg) et les macrophages associés aux tumeurs
(TAM) (Figure 28).
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immunitaire vers un profil pro-ou anti-tumoral.

D’aprés Bhardwaj"’
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[1.3.3.3 Les cellules immunitaires infiltrant le microenvironnement tumoral

Dans les tumeurs solides, le ME est un environnement hétérogéne constitué de cellules
tumorales et du stroma contenant des fibroblastes, cellules endothéliales et des cellules
leucocytaires : les TAM, les lymphocytes T (Th1/Th2/Th17 et les Treg), les lymphocytes B,
les cellules Natural killer (NK), les Neutrophiles, les cellules dendritiques et les mastocytes'™.
L’interaction entre les tumeurs et les cellules immunitaires via les cytokines vont influencer
la réponse immunitaire vers un profil pro- ou anti-tumoral. Nombreuses sont les tumeurs
solides caractérisées par une importante infiltration des lymphocytes. Ces derniers jouent un
role dual dans la progression tumorale. Les données de littératures ont associé 1’infiltration
des LT au bon ou au mauvais pronostic chez les patients cancéreux>*. En effet, les
lymphocytes Thl et LTc jouent un réle important dans la réponse cellulaire anti-tumorale,
mais elles demeurent inefficaces dans le contrdle de la croissance tumorale dans un contexte
favorisant la présence de Treg et de cellules suppressives dérivées des myéloides (MDSC) qui
ont la capacité d’inhiber la prolifération des LT. Des données cumulatives sur plusieurs types
de cancer ont démontré que 'infiltration des Treg dans le site tumoral est beaucoup plus
fréquemment liée au mauvais pronostic qu’au bon pronostic chez les patients cancéreux'**'* .

+ La balance Th1/Th2
Les caractéristiques des sous populations lymphocytaires (T helper) dans I’'immunité anti
tumorale sont déterminées selon le profil cytokinique®®. Les Thl sont caractérisées
principalement par la production d’IFN-y et d’autres cytokines favorisant I’immunité a
médiation cellulaire, alors que les Th2 produisent I’'TL-4, I’'IL-5 et I’'IL-13 et tendent a médier
’immunité humorale'”’. La voie Thl est essenticlle dans I’immunité anti-tumorale en
favorisant la destruction des cellules tumorales via les LT cytotoxiques. La voie Th2 inhibe la
voie Thl et régule négativement la réponse anti-tumorale. La balance Th1/Th2 est cruciale
dans la réponse anti-tumorale. En effet, une plasticité des cellules Th (de la voie Thl vers la
voie Th2) est observée au cours de la progression tumorale'**et elle est liée a I’inefficacité de
la réponse anti-tumorale a médiation cellulaire. Méme si la voie Th2 est incriminée dans la
progression tumorale, elle est aussi impliquée dans la réponse anti-tumorale. L’effet anti-
tumoral des Th2 pourrait étre médi¢ par 1’activation des macrophages produisant des ROS et
le monoxyde d’azote'*’.

+ Les cellules Th17
Des études ont démontré que la proportion de cellules Th17 dans le ME des patients
cancéreux et des sujets sains n’était pas différente. Cependant, un nombre élevé des cellules
Th17 est trouvé dans le ME tumoral comparé aux tissus normaux suggérant que les Th17 ont
été induites ou recrutées vers le site tumoral'*’. Les Th17 différent des autres LT effecteurs et
des Treg par 1’absence ou la faible expression des marqueurs (HLA-DR, CD25, Granzyme B
pour LT effecteurs) et FOXP3 pour les Treg.
En effet, les Th17 expriment le facteur de transcription RORyt et produisent de 1’IL-21, une
cytokine clé permettant la prolifération des Th17 de maniére autocrine'*’. Les Th17 infiltrant
le ME tumoral expriment I’IL-17, IL-2,GM-CSF, IFN-y et le TNF -0, L’induction des Th17
par I’IL-6 et le TGF-B est controversée. Le TGF-f} est essentiel dans le développement des
Th17 mais des forts taux du TGF-B favoriseraient le développement des Treg et inhiberaient
par conséquent la différenciation des Th17. Une forte expression d’IL-6 et de TGF-f est
observée dans le ME tumoral'*' ce qui pourrait expliquer la densité des cellules Th17
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présentes dans le ME tumoral. Mais, la proportion des Thl7 reste inférieure a celle des
Treg'* (Figure 29).

Tout étant la cytokine clé des cellules Th17, ’activité de I’IL-17 ne refléte pas I’activité des
cellules Th17. En effet, I’effet pro-tumoral est attribué a la cytokine IL-17 plutot

qu’aux cellules Th17. Les cellules cibles de I’'IL-17 dans le microenvironnement tumoral sont
multiples comme les cellules endothéliales, les cellules stromales et les cellules tumorales.
L’IL-17 induit I’expression de I’'IL-6 par les cellules tumorales et dans le stroma qui & son
tour active le facteur de transcription STAT3 régulant positivement les génes de survie et de
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Figure 29 : Les cellules Thl7 et l'immunité anti-tumorale.

D’apreés Zou et al'”!

%+ Les cellules T régulatrices

Les Treg constituent une sous population des LT exprimant le facteur de transcription
FOXP3, caractérisée par son role dans le maintien de la tolérance aux antigénes du soi mais
aussi dans la répression de la réponse immunitaire'**.

On distingue deux catégories de Treg :

e Les Treg naturelles (nTreg) : Ils se développent dans le thymus et maintiennent-la

tolérance cellulaire d’une manicre antigéne indépendant.

e Les Treg induites (iTreg) : Ils se développent a la périphérie en réponse aux antigénes
du soi ou tumoraux 4 partir des LT CD4+ naifs'*’. Selon les cytokines produites, les iTreg sont
subdivisées en Trl caractérisés par I’expression de I'[L-10 et Th3 produisant du TGE-p'**.
Plusieurs études ont associé le nombre élevé de Treg dans les tumeurs des patients cancéreux

. , .. . . 144
avec la progression tumorale, la métastase et une diminution de la survie ™.
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Dans le ME, les Treg peuvent étre recrutés ou induites par différents mécanismes'*'. En effet,
les nTreg peuvent étre recrutés vers le site tumoral via la CCL-22 produite dans le
microenvironnement tumoral (Figure 30). Mais les Treg peuvent étre également induites a
partir des cellules T naives par le TGF-. Les cellules dendritiques ont un role important dans
I’induction et ’expansion des Treg via la production du TGF-B'**. Ce dernier joue un réle
crucial dans 1’établissement de leurs effets immunosuppressifs dans le microenvironnement
tumoral (Figure 31) ainsi que son réle dans la régulation de la survie, différenciation,
prolifération et I’apoptose des cellules T.
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Figure 30 : Recrutement et induction des Treg dans le microenvironnement tumoral.

D’aprés Zou et al™”’
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D’apres Flavell et al™**

Via STAT3, I’'IL-23 favoriserait la prolifération des Treg qui expriment le récepteur IL-23R
une fois recrutés au foyer tumoral et par conséquent augmenterait le nombre de Treg
intra-tumoral'*’. Les Treg induisent leur effet immunosuppressif par un contact cellule-cellule
ou par I’intermédiaire des facteurs solubles comme les cytokines. L’IL-2 est essentielle pour
la survie des cellules T effectrices qui expriment son récepteur. Les Treg entrent en
compétition avec les LT en exprimant le récepteur de I’IL-2 empéchant ainsi la liaison de ce
dernier a la surface des LT. Les Treg peuvent également induire 1’apoptose des cellules T
indépendamment de la voie Fas/FasL, et ceci via la voie perforine/granzyme'*. Une fois
activées par les Treg via le CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte- associated antigen 4), les CPA
induisent I’expression de I’IDO impliquée dans le métabolisme du tryptophane. La réduction
de cet acide aminé induit 1’apoptose des cellules T ou leur anergie. Un autre mécanisme par
lequel les Treg induisent leur effet suppressif est a travers 1’induction de la molécule B7-H4 a
la surface des CPA, celles-ci, a leur tour affectent activité des LT'*.L’ensemble de ces
mécanismes souligne I’importance des Treg dans 1’échappement et la subversion immunitaire
dans les tumeurs'™ (Figure 32).
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Figure 32 : Les différents mécanismes immunosuppressifs des cellules T régulatrices dans le
microenvironnement tumoral.

D’aprés Zou et al'’

[1.3.3.4 Les Treg dans les LBDGC

Des études récentes ont révélé que certaines cellules T de lymphomes pourraient adopter un
profil Treg'”'. Ils sont classés en quatre groupes: (a) Tregs suppresseurs; (b) Tregs malins; (c)
Tregs tuant directement les tumeurs; et (d) Tregs incompétents (Figure 33). La classification
en quatre groupes est significative dans la prédiction du pronostic et la conception
d'immunothérapies a base de Tregs pour le traitement de ces lymphomes.
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Figure 33: Les différentes fonctions des Treg dans les [ymphomes.

D’aprés Wang et a
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Dans un mode¢le de régression de Cox, en tenant compte des résultats cliniques stades et 1’age,
les nombres de FOXP3 + Treg sont de signification pronostique indépendante pour la maladie
dans les LBGDC-GC. En revanche, les Tregs sont de mauvais pronostic dans les LBDGC-non
GC, ABC. La raison de ces divergences reste obscure, bien que I'expression de FOXP3 + par
les cellules Thl activées peut fournir une explication'**. Des recherches supplémentaires sont
nécessaires sur l'utilit¢ de Tregs comme facteurs pronostic et dans les stratégies

thérapeutiques.

I1.3.3.5 Les immune-checkpoints

Les points de contrdle du systéme immunitaire sont des récepteurs qui interviennent dans la
modulation de I’activation des cellules immunitaires afin de limiter la durée et I’intensité de la
réaction immune. Il existe a la surface d’une méme cellule des récepteurs co-activateurs (qui
renforcent 1’activation) et des récepteurs co-inhibiteurs (qui diminuent 1’activation) (Figure
34). C’est I’équilibre complexe entre les signaux activateurs et les signaux inhibiteurs qui
détermine si une cellule immunitaire peut s’activer. Ainsi, lorsqu’un lymphocyte T reconnait
son antigene spécifique grace a son TCR, il ne pourra étre activé que si les différents signaux
envoyés par ses points de contrdles sont en faveur d’une activation (Figure 35). Ce
phénoméne est physiologiquement trés important au quotidien. Il intervient pour prévenir le
risque d’auto-immunité (récepteurs inhibiteurs) mais aussi renforcer 1’activation du systéme
immunitaire en cas d’infection par exemple (récepteurs activateurs). Il permet aussi de
prévenir une réaction excessive du systeme immunitaire : lorsqu’une réponse immunitaire a
lieu, les signaux inflammatoires libérés dans le microenvironnement vont favoriser
I’expression de ligands des récepteurs inhibiteurs par les cellules a proximité afin d’éviter un
emballement de la réaction immune.

Cellule tumorale Lymphocyte T
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Figure 34 : Représentation schématique des principaux checkpoints immunitaires

Reconnaissance antigénique du LT par son récepteur TCR. Les checkpoints tels que PD1 et ses
ligands PD-L1 et PD-L2 ou CTLA4 modulent ’activation du LT

D’aprés Vaugnat et Champiat” :
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Figure 35 : Les points de controle de l'immunité, équilibre entre activation et inhibition
D’aprés Vaugnat et Champiat'™>

Les cellules tumorales sont capables de sur-exprimer a leur surface les ligands des récepteurs
inhibiteurs pour échapper au systéme immunitaire grace a 2 mécanismes de régulation
(Figure 36) :

* Résistance primaire : du fait de ses mutations, la cellule tumorale se met a exprimer
naturellement les ligands inhibiteurs,

* Résistance secondaire se produit en réaction a une attaque par le systéme immunitaire :
lorsque la tumeur est attaquée, la libération de cytokines inflammatoires (IFNy) par les
cellules immunes dans le ME favorise I’expression de ligands inhibiteurs a la surface des
cellules tumorales.
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Figure 36: Schéma des mécanismes de résistance au systéme immunitaire des cellules tumorales
P |
D’aprés Vaugnat et Champiat'™>

I1.3.3.5.1 Mécanisme a I’origine de ’expression de PDL-1 dans les LBDGC EBV+ NOS

Les ligands de PD-1, que ce soit PD-L1 et/ou PD-L2, peuvent étre exprimés a la fois par les
cellules tumorales lymphoides mais aussi par les cellules immunitaires du ME. L’expression
ou la surexpression de PD-L1/PD-L2 par des cellules tumorales lymphoides découle
majoritairement d’altérations génétiques impliquant le locus PD-L1/L2 ou d’activations de
voies de signalisation activant le promoteur de PD-L1 et plus rarement d’un environnement
riche en cytokines Thl particuliérement INF ou IL-10 induisant I’uprégulation de PD-L1*
(Figure 37). Les altérations génétiques peuvent étre des gains, des amplifications de geénes et
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des fusions de genes spécifiques du locus PD-L1/L2 situé sur le chromosome 9p24.1
induisant la surexpression de la protéine PD-L1/L2.

L’infection par EBV induit une activation constitutive de la voie AP1 et de ses composants
cJUN et JUN-B activant directement le promoteur de PD-L1 ou via I’activation de JAK3-
STAT5""">* D’autres mécanismes ont été également identifiés comme les anomalies
moléculaires de JAK2 ou agissant sur 1I’expression de JAK2 (inhibition du facteur SOCS1 ou
micro RNA miR-135a) qui entraine 'uprégulation de I’expression de PD-L1'®. Enfin
I’activation de la voie JAK/STAT induite par la mutation MYD88 L265P dans les LBDGC
peut également induire une uprégulation de PD-L1%,

MHC- peptide

Cellule lymphomateuse . X

Lymphome B diffus a C

B Lymphome B diffus 3
grandes cellules

grandes cellules

PDL1 PDL1 PDL1

PDL1/L2

Phénotype centrogerminatif

Phénotype non centrogerminatif

Figure 37: Différents mécanismes d'expression de PD-L1/PD-L?2 par la cellule lymphomateuse.

A : Uprégulation de PD-L1 a la surface des cellules tumorales secondaires a des
mécanismes intrinséques (altérations génétiques situées au niveau du chromosome 9p24.1)
ou extrinséques (sécrétion de cytokines inflammatoires comme IFN). B et C:
Schématisation des différentes anomalies moléculaires du chromosome 9p24.1 impliquant
le locus PD-L1/L2 et conduisant a I’uprégulation de la protéine PD-L1 dans les [ymphomes
B diffus a grandes cellules de phénotype GC (B) et de phénotype non GC (C).

‘ . 77
D’aprés Burroni et al
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11.3.3.5.2 Expression du PDL-1 dans les LBDGC EBV+ NOS

Le PD-L1 peut étre exprimé par les cellules tumorales et par les cellules du ME comme les
macrophages, tandis que PD-1 est habituellement restreint aux lymphocytes infiltrant la
tumeur (TIL)'*® .L’expression de PD-1 est décrite presque exclusivement dans les TIL du ME
des LBDGC NOS'’. Le choix de seuils de positivité différents entre le compartiment tumoral
et non tumoral est retrouvé dans les études concernant les tumeurs solides et apporte un
¢lément de confusion. Néanmoins, 1’étude de Kiyasu et al a confirmé la corrélation positive
entre I’expression de PD-L1 par les cellules tumorales et le sous-type non GC de LBDGC
ainsi que 1’association forte entre I’expression de PD-L1 et la présence d’EBV'"®. Ce dernier
résultat est en accord avec d’autres études visant a analyser le lien entre lymphoprolifération
et EBV comme dans les LBDGC EBV+ (100 % de cellules tumorales PD-L1+). la positivité
de PD-L1 a été également rapportée dans des tumeurs EBV®*.

11.3.3.5.3 Impact pronostic de I’expression de PD-1 et PDL-1

La surexpression de PD-L1/L2 est plus fréquemment observée dans les LBDGC de sous-type
non GC que dans les sous-types GC'®'*® et serait de ce fait associée & un pronostic plus
péjoratif mais les deux paramétres ne sont peut-étre pas indépendants'’. La présence d’un taux
¢levé de la protéine PD-L1 dans le sang de patients atteints de lymphomes malins non
hodgkiniens a de plus été rapportée comme un marqueur de mauvais pronostic

I1.4 Facteurs pronostiques

L’age inférieur a 45 ans est un facteur pronostic significatif dans les LBDGC EBV+ par
rapport aux sujets agés°, avec une rémission de plus de 80%'. La variante polymorphe
LBDGC like semble de meilleure pronostic que la variante monomorphe'>”
CD30 et de EBNA2 semble étre corrélée & un mauvais pronostic' ">

. L’expression de
. Les récentes études ont
montré qu’il existe une différence de pronostic chez les différentes populations ethniques. Les
patients de L'Asie, d'Amérique latine et d’Europe de I'Est semblent avoir une survie
relativement courte, alors qu’il n’existe aucune différence de survie entre patients EBV+ et
EBV- chez les Nords Américains'’.

I1.5 Facteurs histo-pronostiques

Parmi les facteurs histo-pronostiques, les LBDGC EBV+ ont un index de prolifération Ki67
¢levé, une forte expression de P53, c-MYC et BCL2%?*, (Cette expression a ¢été
essentiellement notée dans les stades avancés®*,

[1.6 Traitement

Il n’existe pas d’approche standard pour le LBDGC EBV+ et les options de traitement
concordent généralement avec les stratégies actuelles pour le LBDGC NOS.

Les taux de réponse globale (RG) au CHOP varient de 30 a 80 %, et les taux de réponse
compléte (RC), de 30 %. 50%°. Des données plus récentes suggérent des taux de réponse
plus élevés a la chimio-immunothérapie, en particulier le rituximab et le CHOP (R-CHOP)
avec les taux de RG de 50 a 90 % et des taux de RC de 30 a 70 %°.
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II1.1 Matériel

Schéma de I’étude :

Il s’agit d’une étude transversale de 162 LBDGC NOS, diagnostiqués selon les critéres
histopathologiques et phénotypiques de la classification révisée de I’OMS 2016 et colligés au
service d’ Anatomie Pathologique du CHU de Blida sur une période de 44 mois.

— Critéres d’inclusion

Tout patient quelque soit I’age présentant un LBDGC NOS, de novo de siége ganglionnaire
et ou extra-ganglionnaire chez des sujets immunocompétents.

— Ciritéres d’exclusion
-LBDGC secondaires
-LBDGC riche en T/et ou histiocytes
-LBDGC EBV+ avec ulcére cutanéo-muqueux
-LBDGC primitif cutané de type jambe
-LBDGC associé a une inflammation chronique
-LBDGC primitif du médiastin
-LBDGC primitif du SNC

[11.2 Méthodes :

I11.2.1 Source et recueil des données

[II.2.1.1 Données cliniques

Le recueil des données a été réalisé a partir des fiches cliniques pré-établies (Annexe 1),
complétées des dossiers cliniques des patients. La majorité des prélevements ont été adressés
par les services d’hématologie du Centre de lutte contre le cancer (CLCC) de Blida et du
CHU de Blida, de I’oncologie du CLCC Blida et du CHU de Blida, de ’ORL, de la chirurgie
générale de ’EPH Boufarik, de Médéa, d’Ain Defla, de Laghouat, Chlef, Afflou, et du
secteur prive.

Les parameétres cliniques reportés sur la fiche de renseignements pour les LBDGC EBV+
incluent :

e Les données démographiques (Nom, prénom, age, sexe)

e Antécédent du patient : notion de déficit immunitaire (VIH, traitement
immunosupresseur, tuberculose, transplantation....... )

e Syndrome tumoral périphérique et profond

e Le stade clinique d’Ann Arbor (Annexe 3)

e La stratification des patients selon I’index Pronostique International (IPI)
standard (Annexe 4)
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e Réponse thérapeutique : survie globale et survie sans progression

[11.2.1.2 Données anatomopathologiques

Le recueil des données anatomopathologiques, a été établit a partir d’une fiche technique
(Annexe 2), réalisée pour les LBDGC EBV + incluant les paramétres suivants et détaillés
plus loin (voire parametres d’évaluation anatomopathologiques):

111.2.2

Sous type histologique

Phénotype des cellules tumorales

Sous type moléculaire GCB ou ABC

% d’EBER

Type de latence II ou III

Type de voie NF-kB classique ou alternative
Positivité de STAT3

Phénotype du microenvironnement tumoral
% d’expression de PDLI1 des cellules tumorales et du microenvironnement tumoral
Expression de CD30 et CD15

Facteurs histo-pronostiques

Parameétres d’évaluation

[11.2.2.1 Démographiques

L’age, sexe, la localisation ou le si¢ge, notion de déficit immunitaire. L’age de
répartition chez les patients EBV + (4ge <a 50 ans) et (age >50ans).

II1.2.2.2 Cliniques

e La présence de symptomes B (fievre de plus de huit jours sans foyer infectieux,
amaigrissement de plus de 10% du poids du corps dans les six derniers mois,
sueurs nocturnes mouillant le linge)

e Lasérologie EBV si elle a été réalisée

e Le taux de LDH ( Lactate Désydrogénase)

e La présence d’un syndrome tumoral périphérique ou profond, sites ganglionnaires
ou extra-ganglionnaires atteints.

e Les données de la Cytométrie en Flux (CMF) si elle a été réalisée pour le patient

e Le stade clinique

e Les patients sont classés selon la classification d’Ann Arbor modifiée

e La stratification en groupe pronostiques est effectuée selon I’IPI standard :

v Les groupes IPI de risque faible (Score 0-1) et de risque intermédiaire
faible (Score2) sont groupés ensemble en IPI bas risque.

v" Les groupes IPI de risque intermédiaire, élevé (Score 3) et de risque élevé
(Score 4-5) sont groupés en IPI risque élevé.

e Le traitement a base de R-CHOP associé¢ ou pas a une radiothérapie

e [Evaluation de la réponse au traitement apres 03 cycles de chimiothérapie pour
tous les patients sur les résultats de I’examen physique, la radiologie, la
tomodensitométrie, et la biopsie ostéo-médullaire sur les critéres de réponse des
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lymphomes selon « The International Working Group » (IWG), ainsi que le
PETScan. Les réponses sont classées en réponse compléte (RC), réponse partielle
(RP) ou échec.

La RC est définie par la disparition des lésions et des anomalies radiologiques ou
biologiques notés lors de I’examen clinique et I’absence de nouvelles 1ésions apres
huit (06-08) cures de R-CHOP.

La RP est définie par la régression d’au moins 50% de toutes les 1ésions mesurables
et I’absence de nouvelles 1ésions apres huit (06-08) cures de R-CHOP.

L’échec est défini par I’apparition de nouvelles 1ésions ou la diminution des 1ésions
initiales de moins de 25% ou augmentation des 1ésions mesurables qui ont régressé
durant le traitement de plus de 50%.

[11.2.2.3 Anatomopathologiques

I11.2.2.3.1 Phase pré-analytique

Etude macroscopique :

Les prélévements parvenus au service sont représentés par des prélévements
biopsiques quelque soit le siege ou bien par une exérése totale du ganglion s’il s’agit
d’une localisation ganglionnaire. Ces derniers sont de taille variable allant de 2 a 5
cm de grand diamétre avec aspect en chair de poisson a la tranche de section. Dans
tous les cas les prélévements ont fait I’objet d’une inclusion en totalité.

Préparation des prélévements tissulaires

Apres ’étape de fixation au formol, d’une durée de 24 heures pour les prélévements
biopsiques et de 48 heures pour les pieces opératoires ; les prélévements tissulaires
ont été déshydratés et inclus dans des blocs de paraffine suivant les étapes en

Annexe 5 (Tableau 59). Des coupes histologiques de 3p ont été¢ réalisées pour
chaque bloc en utilisant un microtome (Leica). Les coupes ont été étalées sur des
lames porte-objet et séchées dans une étuve a 100 C° pendant 30 minutes. Une
coloration a I’Hématoxyline-¢osine (HE) a été réalisée dans 1’automate de coloration
Leica (ST4040) suivant les étapes en Annexe 5 (Tableau 60).

30 cas ont été adressés au service en blocs de paraffine, en deuxiéme intention pour
avis.

I11.2.2.3.2 Phase analytique

Etude de la prévalence de ’EBV dans les LBDGC NOS

— Etude histopathologique

Le diagnostic de LBDGC NOS a ¢t¢ retenu selon les critéres morphologiques et
phénotypiques de la 4°™ édition de la classification révisée de ’OMS 20167, Les cas ont été
revus par deux pathologistes, un sénior et un junior.
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— Etude immunohistochimique

Une étude THC a été réalisée soit en technique manuelle ou automatique (automate Ventana
Benchmarck ULTRA ou automate Leica BOND III) avec un contrdle externe (positif et
négatif) sur chaque lame (Annexe 6, Tableau 61) selon le principe de polymere
(micropolymeére : Cell marque, Leica, macropolymeére : Dako ou multimére : Ventana) li¢ a
la peroxydase (HRP) en deux ou trois étapes (Annexe 6, Tableau 61).

En premier, le phénotype B a été confirmé par des anticorps de base (CD20, CD79a) et des
anticorps de deuxieme intention (PAXS5, BOB-1 et OCT-2) (Annexe 6, Tableau 61). Pour
le sous groupe moléculaire selon la COO, GCB et ABC selon 1’algorithme de Hans®. Nous
avons utilisé les trois anticorps CD10, BCL6 et MUM1/IRF4 avec un cut off de 30% pour
chaque marqueur (Annexe 6, Tableau 61). Les marqueurs T : CD3 et CD5 ont également
été réalisés systématiquement (Annexe 6, Tableau 65).

— Hybridation in situ chromogénique (CISH)

La recherche de transcrits EBERs positifs a été réalisée par technique d’hybridation in situ
chromogénique (CISH), sur automate Ventana Benchmarck Ultra, utilisant la sonde ARN
Inform EBER de Ventana (Annexe 6, Tableau 62).

Cette technique a été réalisée avec un contrdle externe positif sur chaque lame carcinome
indifférencié du nasopharynx (UCNT). Un cut off minimal de 20% a été retenu pour notre
étude.

e Role de ’EBV dans la lymphomagenése et le microenvironnement tumoral des
LBDGC EBV+, NOS et comparaison des deux groupes LBDGC EBV+ et LBDGC
EBYV-

— Etude histopathologique

Nous avons classé les LBDGC EBV+ selon les criteéres histopathologiques de Montes-
Moreno et al*’ rapportés dans la classification révisée de ’OMS 2016” en deux sous types
histologiques : monomorphique et polymorphique (LBDGC like, Hodgkin like et
lymphoprolifératif like). Nous avons également apprécié¢ la présence d’un aspect en ciel
étoilé, I’architecture nodulaire, la présence de cellules de Reed Sternberg et Hodgkin like ainsi
que la nécrose.

— Phénotype B des cellules lymphoides tumorales

Nous avons apprécié le % des marqueurs de 1’origine B en utilisant les mémes anticorps
sus cités a savoir CD20, CD79a, PAXS5, OCT2 et BOBI.

— Sous type moléculaire GCB ou ABC

Nous avons apprécié le sous type moléculaire prédominant GCB ou ABC

— % d’EBERs

Nous avons estimé le % de transcrits EBERSs positifs dans chaque cas.
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— Profil de latence II ou I11

Le profil de latence II ou IIl a été évaluée par les anticorps LMP1 et EBNA2
(Annexe 6, Tableau 63).

— Les voies de la lymphomagenése

Nous avons recherché I’expression du facteur de transcription NF-xB par son expression
au niveau des cellules lymphoides tumorales essentiellement par deux marqueurs de la
voie canonique : NF-kB P50 et NF-kB P65 (Annexe 6, Tableau 64). Lorsque cette voie
est induite, on a observé une expression nucléaire par les cellules lymphoides tumorales et
cytoplasmique lorsqu’elle n’a pas été induite. La voie non canonique n’a pas pu étre
¢tudiée par non disponibilité de I’AC chez les différents fournisseurs acrédités en Algérie.
La voie de signalisation JAK-STAT3 par ’AC STATS3 thyr 705 dans sa forme
phosphorylée avec un cut off de 40% pour ce dernier selon les données de la
littérature'>*(Annexe 6, Tableau 64).

Nous avons également estimé 1’expression de CD40 et I’IL-6 (Annexe 6, Tableau 64).
Cette derniére a été estimée au niveau des cellules lymphomateuses et au niveau du ME,
selon un H-Score, en se basant sur des données de la littérature'*® 162,

Ce marquage prend en compte le nombre de cellules positives et I’intensité de marquage
selon I’équation suivante : H-score= (% cellules positives et intensité faible X 1) + (%
cellules positives et intensité modérée X 2) + (% cellules positives et intensité forte X 3)=
300.Dix champs aléatoires a forte positivité par patient ont été analysés pour la
quantification. L’évaluation et la quantification du H-score a été revue par un deuxi¢me
investigateur (biologiste et collaboratrice dans notre service) ignorant le statut EBV des
patients. Pour les deux facteurs de transcription NF-kB P65 et NF-kB P50 : étant donné
que la localisation nucléaire représente une transition de la forme inactive (cytoplasmique)
a la forme active (nucléaire), I’expression nucléaire a été évaluée et classée en : 0 négative
ou 1 positive' 1163,

— Phénotype du microenvironnement tumoral

Le phénotype des TIL du ME a été étudié par I’expression de CD3, CDS5. L’expression
de CD5 a ¢ét¢ également estimée par les cellules lymphomateuses selon les
recommandations de I’'OMS?.

Chaque marqueur a été estimé par son absence d’expression (0%), expression faible (10-
30%), expression modérée (40-50%) et une forte expression (> 60%)" 6419
évalué le profil cytotoxique des TIL du ME par les marqueurs : CD8, Granzyme B,

TiAl, et Perforine (Annexe 6, Tableau 65). Leur expression a été estimée, selon les
données de la littérature sur une échelle de 4 niveaux : 0 (négatif), 1+ (faible), 2+
(modéré) et 3+ (fort)'**'%® sauf pour le CD8 qui a été évalué comme pour I’expression de
CD3 et CD5.

Nous avons évalué le profil Treg des TIL, avec les marqueurs CD4 (Lymphocytes T
Helper), CD25 et leur facteur de transcription FOXP3 ainsi que l’expression de la
cytokine TGF-f pour les Treg Th3 (Annexe 6, Tableau 65). L’expression de CD4 a été

., . s , N 164
estimée, selon les données de la littérature sur une échelle a 3 niveaux = :

. Nous avons
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v’ Expression faible 1+ (<10%)

v' Modérée 2+ (20-40%)

v Forte 3+ (>50%)
Le CD25 a été estimé en % d’expression, et le FOXP3 par la somme du % de 10
champs X100 au GX40'?.
Nous avons réalisé un H-score pour le TGF-B = (% cellules positives et intensité
faible X 1) + (% cellules positives et intensité modérée X 2) + (% cellules positives et
intensité forte X 3)= 300. Dix champs aléatoires a forte positivité par patient ont été
analysés pour la quantification.
L’¢évaluation et la quantification de I’H-score ainsi que le FOXP3 ont été revus par un
deuxiéme investigateur (biologiste et collaboratrice dans notre service) ignorant le
statut EBV des patients.
Nous avons également estimé le % d’expression par les cellules lymphoides
tumorales de PD-L1 (PD-L1t) avec un cut off de 30%, et PD-1 avec un cut off de 5%
selon les récentes études publiées®(PD-1t). Le PD-1 a été également éstimé au
niveau du ME (PD-1me).
Facteurs histo-pronostiques
Les facteurs histopronostiques que nous avons étudié sont : BCL2, c-MYC, P53 et
Ki-67 avec un cut off de 50% pour BCL2, 40% pour c-MYC, 30% pour P53 et 40%
pour Ki-67*"'"’(Annexe 6, Tableau 66). Nous avons également recherché le
phénotype double expresseur BCL2 et c-MYC
Expression du CD30 et CD15
Nous avons recherché la positivité de CD15 et CD30 dans chaque cas, avec un seuil
de positivité de 20% pour le CD30 selon les données de la littérature™™*" #1170 Le
CD15 a ét¢é réalisé seulement dans les LBDGC EBV+ (Annexe 6, Tableau 67).

— Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Nous avons utilisé 4 sondes pour 1’hybridation in situ en fluorescence : (BCL2, BCL6, MYC et

IgH).

K/
L X4

BCL2 : La sonde détachable BCL2 (18q21) est optimisée pour détecter les
réarrangements impliquant le locus 18q21 sur des tissus inclus en paraffine fixés au
formol.

BCL6: La sonde détachable BCL6 (3927) est optimisée pour détecter les réarrangements
impliquant le locus 3927 sur des tissus inclus en paraffine fixés au formol.

MYC: La sonde détachable MYC (8q24) est optimisée pour détecter les réarrangements
impliquant le locus 8924 sur des tissus inclus en paraffine fixés au formol.

IgH: La sonde détachable IGH (14q32) est optimisée pour détecter les réarrangements
impliquant le locus (14q32) sur des tissus inclus en paraffine fixés au formol.

La technique FISH a été réalisée sur automate d’hybridation Thermobrite Elite de Leica
(Annexe 6, Tableau 68). Une coupe de Sy a été réalisée sur chaque bloc techniqué.

La lecture des lames a été réalisée sur microscope FISH Zeiss, au service d’Hématologie du
CLCC de Blida.
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II1.2.3 Analyse statistique :

Les effectifs ont été exprimés en proportions pour les variables qualitatives (sexe, localisation,
sous-type moléculaire, sous-type histologique, phénotype B, marqueurs du sous type
moléculaire, profil de latence, CD15, CD30, symptomes B, réponse au traitement,EBER,
CD40, NF-kB P50 et NF-xB P65, CD3, CD5, CDS, CD4, Granzyme B, Tial, Perforine,
PD-1, PD-L1, STAT3) et en moyennes ou médianes pour les variables quantitatives (age,
taux de survie, IPI).

L’analyse descriptive a ét¢ effectuée par I’estimation de la moyenne + écart-types et/ou médianes,
pour les variables quantitatives et par I’estimation des pourcentages pour les variables
qualitatives.

Les tests statistiques du khi2 Fisher, Student, Wilcoxon-Mann-Whitney, ont été utilisés pour
les comparaisons de 2 ou plusieurs variables.

Le test de khi2 de Mantel- Haenszel a été utilisé comme test d’ajustement pour choisir entre
02 variables redondantes liées a la variable dépendante dans I’analyse multivariée par
régression. Les variables associées a la variable dépendante ayant un seuil < a 20% ont fait
I’objet d’une analyse multivariée par régression logistique dichotomique qui a utilisé la
procédure de pas a pas descendant.

Le Khi2 de Mantel Haenszel a été utilis€ pour ajuster les variables redondantes liées a la
variable dépendante.

Le test de I’indice de Breslow a été utilisé pour mettre une interaction entre les différentes
variables

L’estimation du taux de survie (SSR) a été faite par la méthode indirecte de Kaplan Meir.
L’intervalle de confiance a été calculé selon la méthode de Greenwood. La comparaison des taux
de survie a été réalisée par le test de Log rank.

Le seuil de signification statistique a été fixé¢ a 0.05.

Le recueil et le traitement des parametres de I’étude ont été réalisés par outil informatique
(SPSS dans sa 23°™ version).
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IV RESULTATS
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De janvier 2015 a Aout 2018, 379 patients atteints de lymphomes non hodgkiniens ont
été diagnostiqués au service d’Anatomie pathologique du CHU de Blida dont 182
LBDGC NOS, représentant 50,69% des cas. Sur les 182, 20 ont été exclus de notre
série : 16 lors de la phase pré-analytique pour matériel insuffisant (afin de réaliser une
¢tude THC et une HIS) et 04 patients étaient VIH+.

Afin de répondre aux objectifs de notre travail, nous avons organisé notre étude autour
de deux volets :

— D’une part, I’estimation de la prévalence de ’EBV dans les LBDGC NOS, sur
la cohorte initiale de 162 patients, ainsi que 1’étude descriptive des LBDGC
EBV+.

— D’autre part, et ce afin de mieux individualiser le groupe LBDGC EBV+, nous
avons comparé le profil clinique, I’expression du CD30, les voies de
lymphomagenese et les TIL du ME ainsi que les facteurs histopronostiques des
deux groupes LBDGC EBV+ et LBDGC EBV- . Pour ce volet, seulement 78
patients LBDGC EBV- suivis et traités au CLCC et au CHU de Blida ont été
retenus.

IV.1 Volet 1 : Profil épidémiologique des LBDGC NOS / Etude descriptive
des LBDGC EBV+

IV.1.1 Profil épidémiologique des LBDGC NOS
[V.1.1.1 Démographiques

IV.1.1.1.1 Répartition selon I’dge

La moyenne d’age au moment du diagnostic tout sexe confondu était de
58,96 avec une déviation standard de 17,16 (écart type). Les extrémes
d’age étaient de 15 ans et 96 ans (Tableau 5, Figure 38).

Tableau 5 : Répartition des LBDGC NOS selon l'dge

Moyenne 58,96
Médiane 60,00
Mode 66
Ecart type 17,163
Minimum 15
Maximum 96
Percentile 25 47,00
50 60,00
75 71,00
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Age

257 Moyenne = 58 95
Ecart type =17 163
N =182

157

Fréquence

104

Age

Figure 38 : Répartition des patients en fonction de l'dge

1V.1.1.1.2 Répartition selon le sexe

Nos patients étaient répartis en 80 femmes (49%) et 82 hommes (51%), Sex-ratio =
82/80=1.02 (Tableau 6, Figure 39).

Tableau 6 : Fréquence des patients présentant un LBDGC NOS selon le sexe

Effectif Pourcentage
Femmes 80 494
Hommes 82 50,6
Total 162 100,0
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Fréquence de répartition par sexe

B Femmes

B Hommes

Figure 39 : Fréquence de répartition des patients présentant un LBDGC NOS selon le sexe

La moyenne d’age chez les hommes au moment du diagnostic était de 58,80 + 16.9 ans,
et celle des femmes de 59,11 + 17.4 ans (Tableau 7).

Tableau 7 : Moyenne d’dge selon le sexe des LBDGC NOS

Sexe Moyenne Effectif Ecart-type
Femmes 59,11 80 17,452
Hommes 58,80 82 16,982

Total 58,96 162 17,163

IV.1.1.1.3 Répartition selon la localisation

104 LBDGC NOS ¢étaient de siége ganglionnaire soit 65%, et 58 de si¢ge extra-
ganglionnaire soit 35% (Tableau 8, Figure 40).

Tableau 8 : Fréquence des LBDGC NOS selon la localisation

Effectif ~ Pourcentage

Ganglionnaire 104 65
Extra-ganglionnaire 58 35
ORL 25 16
Os 5 3
Digestif 18 11
Rétropéritonéal 3 2
Gynécologique 2 1
Urologique 1 1
Tissus mous 1 1
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Répartition par localisation

® Ganglionnaire ™ ORL = 0s ® Digestif
m Rétropéritonéal ™ Gynécologique ™ Urologique ¥ Tissus mous
2% 1%1%1%

Extra-ganglionnaire

Ganglionnaire

Figure 40: Répartition des LBDGC NOS selon la localisation

IV.1.1.2 Anatomopathologiques

IV.1.2 Répartition selon le sous type moléculaire

Le sous type moléculaire prédominant était le sous type ABC non GC avec une
fréquence de 85% n=137. Le sous type GC représentait 15% n=25 (Tableau 9, Figure
41).

Tableau 9 : Fréquence des LBDGC NOS selon le sous type moléculaire

Effectif Pourcentage
GCB 25 15,4
ABC 137 84,6
Total 162 100,0
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Répartition selon le sous type moléculaire

EGCB mABC

Figure 41: Répartition des LBDGC NOS selon le sous type moléculaire
IV.1.3 Prévalence de ’EBV dans les LBDGC NOS

Avec un cut off de 20% pour I’expression de transcrits EBERs au niveau des cellules
lymphoides tumorales, I’EBER était positif chez 13 patients (8%). La prévalence de
I’EBV dans notre série a été de 8% (Tableau 10, Figure 42).

Tableau 10: Prévalence de I'EBV dans les LBDGC NOS

Effectif Pourcentage
Négatif 149 92,0
Positif 13 8,0
Total 162 100,0

Figure 42 : Prévalence de I'EBV dans les LBDGC NOS
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LBDGC NOS

N=182

-16 Blocs
insuffisants

Y
v

Cohorte retenue
LBDGC NOS
N=162
137 ABC /25 GCB

EBV+ ‘ EBV-

N=13/ABC N=149
124 ABC/25GCB

Patients suivis et traités
par R-CHOP

A\ 4

EBV-

71 EBV-Exclus :
Non suivis et non
traités

N=78
67ABC/11GCB

Figure 43: Schéma récapitulatif de l'étude
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IV.1.4 Etude descriptive des LBDGC EBV+
IV.1.4.1 Démographiques
IV.1.4.1.1 Répartition selon [’dge

La moyenne d’age au moment du diagnostic tout sexe confondu était de 59,85+18,65,
avec des extrémes de 22 ans et de 87 ans (Tableau 11, Figure 44).

Tableau 11 : Moyenne d'dge des LBDGC EBV+ NOS

Moyenne 59,85
Médiane 60,00
Mode 44
Ecart type 18,654
Minimum 22
Maximum 87

Histogramme

Moyenne = 59 85
Ecart type =18 654
=13

Fréquence

&0

Age

Figure 44 : Répartition selon l'dge des LBDGC EBV+ NOS
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1V.1.4.1.2 Répartition selon le sexe

Parmi nos 13 patients, 6 (46.15%) étaient des hommes et 7(53.85%) étaient des femmes.
Il existe une légere prédominance féminine avec un Sex ratio de 0,86 (Tableau 12,
Figure 45).

Tableau 12 : Répartition des LBDGC EBV+ selon le sexe

Sexe Effectif Pourcentage
Femme 7 53,8
Homme 6 46,2

Total 13 100,0

Sex ratio = 0,86

SEXE

BFemme W Homme

Figure 45 : Fréquence de répartition des LBDGC EBV+ selon le sexe

La moyenne d’age chez les hommes au moment du diagnostic a ét¢ de 52,83 + 21.2
ans, ct celle des femmes de 65,86 + 15.1 ans (Tableau 13).

Tableau 13 : Moyenne d’age selon le sexe

Sexe Moyenne Effectif  Ecart-type
Femme 65,86 7 15,115
Homme 52,83 6 21,245

Total 59,85 13 18,654
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1V.1.4.1.3 Répartition selon la catégorie d’dge

Afin de mieux individualiser la classe d’age de nos 13 patients EBV+. Nous les avons
classé en deux catégories : sujets de moins de 50 ans (< 50 ans) et sujets 4gés de 50 ans

et plus (> 50 ans), 3 (23.1%) avaient un age < 50 ans et 10 (76.9%) avaient un age > 50
ans (Tableau 14).

Tableau 14 : Répartition des LBDGC EBV+ NOS selon la catégorie d'ige

Catégorie d’age Effectif Pourcentage
SUJETS (< 50 ANS) 3 23,1
SUJETS (=50 ANS) 10 76,9

Total 13 100,0

Parmi les sujets < 50 ans, 2 (15.38%) étaient des hommes et 1 femme (7.69%).

Parmi les sujets >50 ans, 4 (30.77%) étaient des hommes et 6 (46.15%) étaient des
femmes (Tableau 15, Figure 46).

Tableau 15 : Répartition par catégorie d'dge selon le sexe

Catégorie d’age Sexe Total
Femme Homme
SUJETS (< 50 ans) 1 2 3
SUJETS (=50 ans) 6 4 10
Total 7 6 13
Diagramme en barres
Sexe
B Femme
W Homme

Effectif

SUJETS JEUMES (= S0 ans ) SUJETS AGES (= ou=50ans )

ageclass

Figure 46 : Répartition par catégorie d’dge selon le sexe
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IV.1.4.1.4 Répartition selon la localisation

La localisation ganglionnaire était de (77%) n=10, suivie a égale fréquence de la
localisation gastrique (7.7%) n=1, cavaire (7.7%) n=1 et rétropéritonéale (7.7%) n=1
(Tableau 16, Figure 47).

Tableau 16 : Répartition des LBDGC EBV+NOS selon la localisation

Localisation Effectif Pourcentage
Ganglion 10 76,9
Cavum 1 7,7
Estomac 1 7,7
Rétropéritoine 1 7,7
Total 13 100,0

B Ganglion ®™Cavum & Estomac M Rétropéritoine

8% 8%
0

7%

Figure 47 : Fréquence de répartition des LBDGC EBV+ NOS selon la localisation

Quelque soit la catégorie d’age, la localisation ganglionnaire était la plus fréquente de
23.08% chez les sujets < 50 ans n=3 et de 53.85% chez les > 50 ans n=10 (Tableau 17,
Figure 48).

Tableau 17 : Répartition de la localisation des LBDGC EBV+ selon la catégorie d’dge

Catégorie d’age Total
SUJETS JEUNES SUJETS AGES
<50 ans > 50 ans
localisation ~ Ganglion 3 7 10
Cavum 0 1 1
Estomac 0 1 1
Rétropéritoine 0 1 1
Total 3 10 13
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ageclass

:SUJETS JEUNES (< 50 ans )

SUJETS AGES (=ou =230
ans )

Count

Ganglion Cavum Estomac Rétropéritaine

localisation

Figure 48 : Fréquence de répartition de la localisation des LBDGC EBV+ selon la catégorie
d’dge

IV.1.4.2 Anatomopathologiques
1V.1.4.2.1 Répartition selon le sous type histologique

Nous avons class¢ les LBDGC EBV+ selon les critéres histologiques de Montes-
Moreno et al, reconnus dans la classification OMS 2016,

Dans 100% des cas nous avons observé un aspect en ciel étoilé, ainsi que des cellules de
Reed Sternberg et Hodgkin like, dans 50% une architecture nodulaire et dans 30% une
nécrose géographique.

Le sous type histologique le plus fréquent a été¢ le sous type polymorphe LBDGC like
(46%) n=6, suivi du sous type monomorphe (31%) n=1 et du sous type polymorphe
Hodgkin-like (23%) n=3 (Tableau 18, Figure 49).

Le sous type polymorphe LBDGC like était prédominant chez les sujets< 50 ans
(15.38%) n= et les deux sous types monomorphe et polymorphe Hodgkin- like étaient a
¢gale fréquence chez les sujets >50 ans (30.77%) (Tableau 19, Figure 50).
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Tableau 18: Répartition des LBDGC EBV+ selon le sous type histologique

Sous type histologique Effectif Pourcentage
Monomorphe 4 30,8
Polymorphe, 6 46,2
LBDGC Like
Polymorphe, 3 23,1

Hodgkin Like
Total 13 100,0

® Monomorphe ™ Polymorphe, LBDGC Like ® Polymorphe, Hodgkin Like

Figure 49 : Répartition des LBDGC EBV+ selon le sous type histologique

Tableau 19 : Répartition du sous type histologique, selon la catégorie d’dge

Catégorie d’age Sous type histologique Total

Monomorphe  Polymorphe  Polymorph
LBDGC e Hodgkin

Like Like
SUJETS < 50 ans 0 2 1 3
SUJETS >50 ans 4 4 2 10
Total 4 6 3 13
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Diagramme en barres

Sous type
30,77% M30,77% histologique
B Monomarphe
[ Polymorphe, LBDGC Like
O Polymorphe, Hodgkin Like
3—

Effectif

SULETS JEUMNES (= 50 ans ) SLLETS AGES (=ou=50ans )

ageclass

Figure 50: Fréquence de répartition du sous type histologique selon la catégorie d'dge
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C: Extensmn au deld du ttssu adlpeux pert- - D: Cytologte polymorphe GX10
canglionnaire et nécrose eche noire

E: Cytologte polymorphe GX40 F Présence de cellules de cellules de Reed

Sternberg like GX40 fleche noire
Microphotographies Dr Nabila Moulai, Service d’Anapath CHU Frantz-Fanon Blida

Figure 51 : Sous type histologique polymorphe LBDGC like
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A : Architecture nodulaire et fond rich B : Nécrose géographique GX10
en lymphocytes, plasmocytes et histiocytes

GX10

Yera 7 TN

C : Cellules Reed Sternberg-like et odgkin-like GX40

D : Cellules Reed Sternberg-like et E : Cellu

Hodgkin-like GX40
Microphotographies Dr Nabila Moulai, Service d’Anapath CHU Frantz-Fanon Blida

-

les Reed-Stefnberg —like GX100

Figure 52 : Sous type histologique polymorphe Hodgkin-like
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A : Aspect en ciel étoilé GX10 B : Aspect monomorphe GX40

Y

. Y, Sip
C : Immunoblastes GX100

Microphotographies Dr Nabila Moulai, Service d’Anapath CHU Frantz-Fanon Blida

Figure 53 : Sous type histologique monomorphe.

1V.1.4.2.2 Phénotype des cellules lymphoides tumorales
100% des cellules lymphoides tumorales exprimaient le CD20, BOB-1 et OCT-2.

Le PAXS était positif dans 84.6% des cas n=11 et négatif dans 15.4% des cas n=2
(Tableau 20).

Le CD79 était positif dans 30.8 % des cas n=4 et négatif dans 69.2% des cas n=9
(Tableau 21).
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Tableau 20 : Fréquence de la positivité de PAXS

Effectif Pourcentage
Négatif 2 15,4
Positif 11 84,6
Total 13 100,0

Tableau 21 : Fréquence de la positivité de CD79

Effectif Pourcentage

Négatif 9 69,2
Positif 4 30,8
Total 13 100,0
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H : Expression
PAX5 GX10
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1 : Expression nucléaire hétérogene du PAXS5 GX40
Microphotographies Dr Nabila Moulai, Service d’Anapath CHU Frantz-Fanon Blida

.

Figure 54 : Phénotype B des cellules lymphoides tumorales
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1V.1.4.2.3 Répartition selon le sous type moléculaire

Le phénotype ABC, non GC a été retrouvé dans 100% des LBDGC EBV+ (Tableau
22). Le CDI10 et le BCL6 étaient négatifs dans 100% des cas. Le MUMI était positif
dans 100% des cas (Figure 55).

Tableau 22 : Répartition des LBDGC EBV+ NOS selon le sous type moléculaire

Effectif Pourcentage
ABC 13 100,0

W

7 A

D TELT e ekl {
A : BCL6, absence d'expression des cellules B : BCL6 expression nucléaire < 30% des
lymphoides tumorales GX10 cellules lymphoides tumorales GX{Ova

7

Y =2 ; % £ S Ay 2 et oyt 3 e SEL e el ¢ (8 S E i
C : CD10 absence d'expression des cellules D : MUM1 expression nucléaire intense de
Iymphoides tumorales GX10 cellules lymphoides tumorales GX10

Microphotographies Dr Nabila Moulai, Service d’Anapath CHU Frantz-Fanon Blida

Figure 55 : Expression des marqueurs du sous type moléculaire
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1V.1.4.2.4 Pourcentage D’EBERs

Le % d’expression de transcrits EBERs au niveau des cellules lymphoides tumorales
variait, de 20% (7.7%) n=1, 30% (15.4%) n=2 ,50% (7.7%) n=1, 80% (15.4%) n=2 et
90% (7.7%) n=1, 100% (46.2%) n=6 (Tableau 23, Figure 56).

Tableau 23 : % de transcrits EBERs Dans les LBDGC EBV+

% Effectifs Pourcentage

20 1 7,7

100 6 46,2

30 2 15,4

50 1 7,7

80 2 15,4

90 1 7,7
Total 13 100,0

m20 m]100 m30 m50 m80 m90 mTotal

[
W

Figure 56: Répartition du % de transcrits EBERs dans les LBDGC EBV+
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Figure 57: % de transcrits EBER
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A : Variante LBDGC —like GX40 B : Présence de 100% de transcrits
EBERs GX40
Microphotographies Dr Nabila Moulai, Service d’Anapath CHU Frantz-Fanon Blida

Figure 58 : Positivité de I'EBER dans la variante LBDGC-like

IV.1.4.2.5 Répartition selon le profil de latence II et 111

Le profil latence a ¢été déterminée par la positivité ou la négativité¢ des antigénes de
latence LMP1 et EBNA2, par technique d’IHC ainsi que la positivité des transcrits
EBERs par technique d’HIS. I existe 3 types de latence :

-Latence de type I : EBERs+, LMP1-, EBNA2-
-Latence de type Il : EBERs+, LMP1+, EBNA2-
- Latence de type III : EBERs+, LMP1+, EBNA2+

La latence de type III a été retrouvée dans 53.8% n= 6 (Tableau 24, Figure 59) et la
latence de type II représentait 46.2% n=7 (Tableau 23, Figure 60).

La latence de type II a été notée chez 100% des sujets < 50 ans n =6 et la latence de type
IIT a été retrouvée chez 53.85% des sujets > 50 ans n = 7 (Tableau 25, Figure 61).
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Tableau 24 : Répartition des LBDGC EBV+ NOS selon le profil de latence 11 et 111

Profil de latence Effectif Pourcentage
Type II 6 46,2
Type 111 7 53,8
Total 13 100,0

Tableau 25 : Répartition des latences 11 et 111 selon la catégorie d’dge

Catégorie d’age Profil de Total
latence
Type  Type
11 111
SUJETS < 50 ans 3 0 3
SUJETS > 50 ans 3 7 10
Total 6 7 13
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D: EBNAZ + GX10 E EBNA2+ expresszon nucleatre mtense
GX40
Microphotographies Dr Nabila Moulai, Service d’Anapath CHU Frantz-Fanon Blida

Figure 59 : Latence de type 111
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Figure 60 : Latence de type 11
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Diagramme en barres
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ageclass

Figure 61 : Fréquence de répartition des latences 11 et 111 selon la catégorie d’dge

1V.1.4.2.6 Expression du CD15

L’expression du CD15 était négative dans 100% des cas (Figure 62).
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Figure 62: Négativité de ’expression du CD15 GX40
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Tableau 26 : Caractéristiques démographiques et anatomopathologiques des LBDGC

EBV+
Patient  Sexe Age Localisation Sous type Sous type % Profil Expression
histologique moléculaire EBERS de du CDI5
latence
1 H 50  Rétropéritoine  Polymorphe ABC 100 11 -
LBDG -like
2 F 62 Cavum Monomorphe ABC 30 II -
3 F 79 Ganglion Monomorphe ABC 30 11 -
4 H 44 Ganglion Polymorphe ABC &80 11 -
LBDG -like
5 F 82 Ganglion Monomorphe ABC 100 11 -
6 H 22 Ganglion Polymorphe ABC 90 11 -
LBDG -like
7 F 44 Ganglion Polymorphe ABC 30 II -
HDG-like
8 F 52 Ganglion Polymorphe ABC 10 I -
LBDG -like
9 F 81 Ganglion Polymorphe ABC 100 11 -
LBDG -like
10 H 80 Ganglion Polymorphe ABC 50 111 -
HDG-like
11 F 61 Estomac Polymorphe ABC 100 11 -
HDG-like
12 H 87 Ganglion Polymorphe ABC 80 I -
LBDG -like
13 H 60 Ganglion Monomorphe  ABC 100 III -

IV.2 Volet 2 : Comparaison du profil clinique, ’expression de CD30, les voies de
lymphomagenese et les TIL du ME ainsi que les facteurs histopronostiques

des deux groupes LBDGC EBV+ et LBDGC EBV-

Pour ce volet, nous avons étudié les caractéristiques cliniques des LBDGC EBV+ au
préalable (symptomes B, stade clinique, IPI, réponse au traitement et survie) ainsi que
I’expression du CD30, les voies de lymphomagenése, les TIL du ME ainsi que les

facteurs histopronostiques par une étude descriptive.

Pour I’analyse bi-variée, 78 patients LBDGC EBV- ayant recu 6 a 8 cures de R-CHOP
et suivis en hématologie et en oncologie a Blida ont ét¢ retenus et comparés aux 13
patients LBDGC EBV+.

71 patients EBV- ont été exclus, ces patients n’étaient pas suivis et traités a Blida.
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IV.2.1 Profil Clinique

Les parametres cliniques étudiés étaient (Tableau 27) :
® sexe,
e Age (<50 ans et age > a 50 ans),
e présence de symptomes B,
e stade clinique,
e score IPI,
e réponse au traitement
e et survie.

L’analyse bivariée a été réalisée par le test Khi-Deux X* afin d’analyser les différences
de proportion entre les deux groupes LBDGC EBV+ et LBDGC EBV-.
La variable cible était ’EBV avec deux modalités « présent— absent » (Tableau 33).
Nous avons également comparé entre le statut EBV et la sérologie EBV quand elle a été
réalisée.
[V.2.1.1 Caractéristiques cliniques des LBDGC EBV+

Tableau 27: Caractéristiques cliniques des LBDGC EBV+

Patient Sexe Age Symptomes Stade IPI Réponse  Survie Sérologie
B clinique au EBV
traitement
1 H 50 Présents I1IB Haut Echec DCD NF
2 F 62 Absents ITIA faible RP Vivant NF
3 F 79 Présents IVB Haut Echec DCD NF
4 H 44 Présents IVB Intermédiaire RC Vivant +
faible
5 F 82 Présents I1IB Haut Echec DCD NF
6 H 22 Présents I11B Haut Echec DCD NF
7 F 44 Présents I1IB Faible RC Vivant +
8 F 52 Absents IIA Faible RC Vivant +
9 F 81 Présents IVB Haut Echec DCD NF
10 H 80 Présents IVB Intermédiaire Echec DCD +
haut
11 F 61 Présents IVB Haut Echec DCD NF
12 H 87 Présents IVB Intermédiaire Echec DCD NF
faible
13 H 60 Présents IVB Intermédiaire Echec DCD NF
faible

RP : réponse partielle, RC : réponse compléte, DCD : décédé, NF : non faite

+ Symptomes B

84.6% n=11 des patients ont présenté une symptomatologie de type B et 15,4% n=3
une symptomatologie de type A (Tableau 28, Figure 63).
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Tableau 28 : Fréquence des symptomes B LBDGC EBV+

Effectif Pourcentage Pourcentage Pourcentage
valide cumulé
2 15,4 15,4 15,4
11 84,6 84,6 100,0
13 100,0 100,0

Histogramme

Moyenne = 85
Ecart type = 376
MN=13

Fréquence

b

Symptomes B

Figure 63 : Répartition des symptomes B dans les LBDGC EBV+

4 Stade clinique

84.6% n=11 des patients ont présenté un stade clinique avancé (Ill et IV) et 15,4% n=3
un stade clinique précoce (I et II) (Tableau 29, Figure 64).

Tableau 29 : Fréquence du stade clinique LBDGC EBV+

Effectif Pourcentage Pourcentage Pourcentage
valide cumulé
2 15,4 154 154
11 84,6 84,6 100,0
13 100,0 100,0
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Figure 64 : Répartition de la fréquence du stade clinique LBDGC EBV+

+ IPI

46.2% n=6 des patients ont présenté un IPI haut (4 et 5) (Tableau 30, Figure 64).

Moyenne =1 85
Ecart type = 376
N=13

15

stade clinique

Tableau 30 : Fréquence de l'IPI LBDGC EBV+

Effectif Pourcentage Pourcentage Pourcentage
valide cumulé
3 23,1 23,1 23,1
3 23,1 23,1 46,2
1 7,7 7,7 53,8
6 46,2 46,2 100,0
13 100,0 100,0
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Figure 65: Répartition de la fréquence de l'IPI

<4 Réponse au traitement

69.2 % n=9 des patients ont présenté un échec au traitement et 30.8% n= 4 ont répondu
au traitement (Tableau 31, Figure 66).

Tableau 31 : Taux de réponse au traitement

Fréquence Pourcentage Pourcentage  Pourcentage
valide cumulé
9 69,2 69,2 69,2
4 30,8 30,8 100,0
13 100,0 100,0
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Réponse au traitement

Moyenne = 31
Ecart type = 48
N=13
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Réponse au traitement
Figure 66 : Fréquence du taux de réponse au traitement
<+ Survie

69.2 % n=9 des patients sont décédés et 30.8% n=4 sont vivants (Tableau 32,
Figure 67).

Tableau 32: Taux de survie

Fréquence Pourcentage Pourcentage Pourcentage
valide cumulé
9 69,2 69,2 69,2
4 30,8 30,8 100,0
13 100,0 100,0
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Figure 67 : Répartition du taux de survie
— Analyse bivariée
Au terme de I’analyse bivariée, nos résultats ont montré une différence significative
entre les deux groupes LBDGC EBV+ et LBDGC EBV-:

Sur le score IPI (p=0.07), celui-ci était haut chez les patients présentant un LBDGC
EBV+ (46.2%) (Figure 68), et la réponse au traitement R-CHOP (p=0.01) a été faible
(Figure 69). L’échec au traitement a été noté dans 69.2% des LBDGC EBV+.

Nous n’avons pas constaté de différence significative pour les paramétres : age (p=0.86),
sexe (p=0.29), symptomes B (p=0.145) et le stade clinique (p=0.34) entre les deux
groupes LBDGC EBV+ et LBDGC EBV-.
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Tableau 33 : Analyse bivariée du profil clinique des LBDGC EBV+ et LEDGC EBV-

Caractéristiques Catégories Total EBV+ EBV- p
n % n %
Homme 44 6 46.2 38 48.7
Sexe Femme 47 7 538 40 513 0.864
<50 ans 33 3 91 30 90.9
Age >50 ans 58 10 17.2 48 82.8 0.362
Absents 30 2 154 28 359 0.14
Symptomes B Présents 61 11 84.6 50 64.1
Stade Clinique I-1I1 26 2 154 24 30.8 0.256
MI-1v 65 11 84.6 54 69.2
91
Score IPI Faible 34 3 231 31 397 0.07
Intermédiaire 23 3 231 20 20
Faible
Intermédiaire 16 1 7.7 15 19.2
Haut
Haut 18 6 462 12 154
Réponse au Echec 34 9 69.2 25 321 0.014
traitement RC/RP 57 4 308 53 679

Graphique a barres

IPl en classes

I Faible

[H Intermédiaire Faible
Ol intermédiaire Haut
I Haut

40

Effectif

m 0

EBY +
STATUT

Figure 68: Fréquence du score de I’Index Pronostic International
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Figure 69 : Fréquence de la réponse au traitement R-CHOP

— Analyse du taux de survie

L’analyse du taux de survie selon la méthode Kaplan Meier a montré une différence
significative du taux de survie entre les LBDGC EBV+ et EBV-. Log Rank (Mantel-
Cox) p=0.0001 (Figure 70).

Cependant, il n’existait pas de différence significative entre le sous type moléculaire
ABC non GC et GC. Log Rank (Mantel-Cox) p=0.5 (Figure 70).

La survie a été significativement associée a I’EBV (p=0.0001). La moyenne de survie a
été de 50,14 IC [41.6-58.6] pour les EBV — versus 8,9 [3,6-14,1]. Elle a « été faible

pour les lymphomes associés a ’EBV (la survie a 10 mois a 29% EBV+ versus 87%
EBV -).
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Figure 70 : Analyse du taux de survie
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— Analyse univariée du profil de latence par rapport a la réponse au

traitement et la survie

Dans le groupe LBDGC EBV+, nous avons également apprécié la réponse thérapeut au

traitement et la survie par rapport au profil de latence.

L’analyse du profil de latence par rapport a la réponse thérapeutique a montré une
différence significative entre les deux profils de latence II et III p=0.009.

77,8% n=7 des patients avec un profil de latence de type III et 22.2% n=2 avec un profil

de latence de type II n’ont pas répondu au traitement (Tableau 34).

66.7% n=4 des patients avec un profil de latence de type II ont répondu au traitement

(Tableau 34).

L’analyse univariée du profil de latence par rapport a la survie a montré une différence

significative entre les deux profils de latence II et III p=0.009.

77.8% n=7 des patients avec un profil de latence de type III et 22.2% n=2 avec un profil

de latence de type II sont décédés (Tableau 35).

66.7% n=4 des patients avec un profil de latence de type Il sont vivants (Tableau 35).

Tableau 34: Fréquence du profil de latence par rapport a la réponse au traitement

Réponse au traitement Profil de latence Total
Latenc  Latence
ell 111
0 Effectif 2 7 9
% dans Réponse au 22.2% 77,8% 100,0
traitement %
% dans Type de 33,3% 100,0%  69,2%
latence
1 Effectif 4 0 4
% dans Réponse au 100,0% 0,0% 100,0
traitement %
% dans Type de 66,7% 0,0% 30,8%
latence
Effectif 6 7 13
% dans Réponse au 46,2% 53,8% 100,0
traitement %
% dans Type de 100,0 100,0% 100,0
latence % %
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Tableau 35: Analyse de la survie par rapport au profil de latence

SURVIE Profil de latence Total
Latence Latence
11 111
0 Effectif 2 7 9
% dans SURVIE 22.2% 77,8% 100,0

%
% dans Type de 33,3% 100,0% 69,2%

latence
1 Effectif 4 0 4
% dans SURVIE 100,0%  0,0% 100,0
%
% dans Type de 66,7% 0,0% 30,8%
latence
Total Effectif 6 7 13
% dans SURVIE 46,2% 53,8% 100,0

%
% dans Type de 100,0 100,0%  100,0
latence % %

[V.2.1.2 Sérologie EBV

La sérologie EBV a ¢été réalisée chez seulement 27 patients, 4 EBV+ et 22 EBV-. La
sérologiec EBV a été positive chez 84% patients EBV — et 100% des patients EBV+
(Tableau 36). Il n’existait pas de différence significative entre les deux groupes.
p=0.82.

Tableau 36 : Sérologie EBV

Sérologie EBV STATUT Total
EBV - EBV +

NON Effectif 55 9 64
FAITE % dans Sérologie 85,9% 14,1% 100,0

EBV %

POSITIVE Effectif 21 4 25
% dans Sérologie 84,0% 16,0% 100,0

EBV %

NEGATIVE Effectif 2 0 2
% dans Sérologie 100,0 0,0% 100,0

EBV % %

Total Effectif 78 13 91
% dans Sérologie 85,7% 14,3% 100,0

EBV %
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IV.2.2 Expression du CD30

Le CD30 était positif chez 76.9% n=10 des patients et négatif chez 23.1% n=3 des
patients (Tableau 38, Figure 71).

Tableau 37 : % d'expression du CD30 dans les LBDGC EBV+

Patient Sexe Age %Expression

de CD30
1 H 50 30
2 F 62 0
3 F 79 0
4 H 44 40
5 F 82 20
6 H 22 20
7 F 44 30
8 F 52 0
9 F 81 80
10 H 80 30
11 F 61 40
12 H 87 30
13 H 60 40

Tableau 38: Fréquence d'expression du CD30 par les LBDGC EBV+

Effectif  Pourcentage Pourcentage Pourcentage
valide cumulé

3 23,1 23,1 23,1

10 76,9 76,9 100,0

13 100,0 100,0
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Figure 71 : Répartition de la fréquence d'expression du CD30 dans les LBDGC EBV+

— Analyse bivariée de I’expression du CD30

L’analyse bivariée a montré une différence significative entre les LBDGC EBV+ et
LBDGC EBV-. (p<0.001). Le CD30 a été positif dans 76.9% des LBDGC EBV+ et
20.5% des LBDGC EBV- (Tableau 39, Figure 72).

Tableau 39 : Analyse bivariée de l'expression du CD30

Caractéristiques Catégories Total EBV+ EBV- P
CD30 CD30- 65 3 23.1 62 795 0.000
CD30+ 26 10 76.9 16 20.5
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Figure 72 : Fréquence d'expression de CD30

L’analyse de corrélation bivariée par le test de Pearson a montré une corrélation

significative entre I’expression d’EBER et I’expression du CD30 (r=0,367, p=<0.000)
(Tableau 40).

Tableau 40 : Corrélation bivariée entre l'expression du CD30 et le statut EBV, test de

Pearson
Corrélations
CD30 EBER
(%)
CD30 Corrélation de 1 367"
Pearson
Sig. (bilatérale) ,000
N 91 90
EBER Corrélation de 367" 1
(%) Pearson
Sig. (bilatérale) ,000
N 90 90
**, La corrélation est significative au niveau 0,01
(bilatéral).
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Figure 73: Expression du CD30 dans les LEDGC EBV+
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IV.2.3 Voies de lymphomagenése
— Profil de lymphomagenése des LBDGC EBV+

La voie de signalisation NF-«kB par le dimére P50 a été induite dans 92.3% n=12 des cas
(Tableau 42) et par le dimere P65 dans 7.7% n=2 (Tableau 43). La voie JAK —STAT3
a été notée dans 100% des cas.

Tableau 41 : Tableau récapitulatif des marqueurs des voies de lymphomagenése des

LBDGC EBV+

Patient Sexe Age CD40 Voie de Voie de Voie de IL-6
signalisation signalisation signalisation H-

NF-kB P50 NF-xB P65 JAK- score

STAT3

1 H 50 + Induite Non induite 50 30
2 F 62 + Induite Non induite 50 20
3 F 79 + Induite Non induite 70 240
4 H 44 + Induite Non induite 50 40
5 F 82 + Induite Non induite 70 240
6 H 22 + Induite Non induite 70 60
7 F 44 + Induite Non induite 50 140
8 F 52 + Non induite Induite 50 270
9 F 81 + Induite Non induite 50 240
10 H 80 + Induite Non induite 50 200
11 F 61 + Induite Non induite 70 75
12 H 87 + Induite Non induite 50 30
13 H 60 + Induite Non induite 40 240

Tableau 42: Fréquence d'induction de la voie de signalisation NF-xB P50

Effectif Pourcentage  Pourcentage Pourcentage
valide cumulé

1 7,7 7,7 7,7

12 92,3 92,3 100,0

13 100,0 100,0

Tableau 43 : Fréquence d'induction de la voie de signalisation NF-kB P65

Effectif Pourcentage  Pourcentage  Pourcentage

valide cumulé
12 92,3 92,3 92,3
1 7,7 7,7 100,0
13 100,0 100,0
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— Analyse bivariée

IV.2.3.1 Expression du CD40

LG O g
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A : EBV+ CD40 expression membranaire B : EBV- CD40 expression membranaire
diffuse GX40 diffuse GX40

Microphotographies Dr Nabila Moulai, Service d’Anapath CHU Frantz-Fanon Blida
Figure 74: Expression du CD40

IV.2.3.2 Voie de signalisation NF-xB

Au terme de I’analyse bivariée, il a €été noté une différence significative entre les
LBDGC EBV+ et EBV- p<0.001 (Tableau 44). Le dimere P50 a été induit dans 91%
des LBDGC EBV+ et P65 dans 96.2% des LBDGC EBV-. Lorsqu’une des deux voies a
été¢ induite, D’expression nucléaire représente une transition de la forme inactive
(cytoplasmique) a la forme active (nucléaire) (Figure 75).

Tableau 44 : Analyse bivariée de la voie de signalisation NF-kB

EBV
Caractéristiques  Catégories Total EBV+ EBV- p
n % n %
0.000
NF-kB P50 Non induite 72 1 7.7 12 923
Induite 19 71 91 7 9
91 72 100 19 100
0.000
NF-kB P65 Non induite 15 12 923 3 38
Induite 76 1 7.7 75 96.2

91 13 100 78 100
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Figure 75: Voie de signalisation NF-kB

L’analyse de corrélation bivariée par le test de Pearson a montré une corrélation
significative entre 1’expression de NF-kB P50 et I’expression de ¢c-MYC (r=0,272
P=0.009) (Tableau 45).
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Tableau 45 : Corrélation bivariée de l'expression du NF-kB et c-MYC

Corr¢lations
NF-xB P50 c-MYC
NF-xB Corrélation de 1 ,272**
P50 Pearson
Sig. (bilatérale) ,009
N 91 91
c-MYC Corrélation de 272" 1
Pearson
Sig. (bilatérale) ,009
N 91 91
**, La corrélation est significative au niveau 0,01
(bilatéral).

1V.2.3.3 STAT3

L’analyse bivariée a montré une différence significative p<0,001 entre les LBDGC
EBV+ et LBDGC EBV-. La voie de signalisation JAK-STAT3 a été exprimée dans
100% des cas par les LBDGC EBV+ et dans 20.5% des LBDGC EBV- (Tableau 46)

par le facteur de transcription phosphorylé STAT3 (Figure 75).

Tableau 46: Analyse bivariée de la voie de signalisation JAK-STAT3

EBV

Caractéristiques Catégories Total EBV+ EBYV - p

n % n %
STAT3- 62 0 0 62 79.5 <0,001
STAT3 STAT3+ 29 13 100 16 20.5
91 13 100 78 100
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Figure 76: Expression du STAT3
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IV.2.3.4 Voie de signalisation IL-6

Le test de Mann-Whitney de I’H —Score de I’IL-6 (Figure 77) a montré une différence
significative entre les LBDGC EBV+ et EBV- p=0,002. Cependant, son expression
différait. Elle a été notée essentiellement par les cellules lymphoides tumorales et le
ME dans les LBDGC EBV+ et par seulement le ME des LBDGC EBV- (Figure 78).

IL-6

300-
0= 0,002

N
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S

o
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IL-6 (IHC Score)
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Figure 77: Test de Mann-Whitney IL-6
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Figure 78: Expression d’IL-6

L’analyse de corrélation bivariée par le test de Pearson a montré une corrélation
significative entre 1’expression d’IL-6 et STAT3 (r=0,368, p=<0.000) (Tableau 47).
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Tableau 47 : Corrélation bivariée de I’expression du STAT3 et IL-6

Corrélations
STAT3 IL-6
STAT3  Corrélation de 1 368"
Pearson
Sig. (bilatérale) ,000
N 91 91
IL-6 Corrélation de ,368** 1
Pearson
Sig. (bilatérale) ,000
N 91 91
**, La corrélation est significative au niveau 0,01
(bilatéral).

IV.2.4 Profil du microenvironnement tumoral

—> Profil du microenvironnement des LBDGC EBV+

Le PD-L1 a été exprimée par 100% des cellules lymphomateuses (Tableau 48) et PD-1
par 15.4% des cellules lymphomateuses (Tableau 49). On a également noté cette
expression par le ME. Cette expression a été observée essentiellement par les
macrophages, histiocytes pour le PD-L1 et par les TIL pour le PD-1. Ce dernier a été
estimé pour le profil immunomodulateur.
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Tableau 48 : Profil d'expression des différents marqueurs du microenvironnement

Patient CD3 CD5 CD4 CD8  Granzyme TiAl Perforine FOXP3 TGFB CD25 PD- PD-

B 1t L1t

1 Forte Forte Non 50 30 Forte Forte 10 30,0 58,33 0 100
induite

2 Forte Forte Non 50 20 Forte Forte 26 60,0 25,00 80 100
induite

3 Modérée  Modérée Non 70 240 Modérée Modérée 32 10,0 58,33 0 100
induite

4 Forte Forte Non 50 40 Modérée Modérée 30 60,0 66,67 0 100
induite

5 Forte Forte Non 70 240 Forte Forte 32 90,0 58,33 0 100
induite

6 Forte Forte Non 70 60 Modérée Modérée 25 240,0 66,67 0 100
induite

7 Modérée  Modérée Non 50 140 Forte Forte 25 270,0 25,00 0 100
induite

8 Modérée  Modérée  Induite 50 270 Forte Forte 23 3,0 58,33 80 100

9 Forte Forte Non 50 240 Modérée Modérée 24 30,0 58,33 0 100
induite

10 Modérée  Modérée Non 50 200 Forte Forte 25 15,0 58,33 0 100
induite

11 Modérée  Modérée Non 70 75 Forte Forte 30 240,0 41,67 0 100
induite

12 Forte Forte Non 50 30 Forte Forte 25 150,0 58,33 0 100
induite

13 Forte Forte Non 40 240 Modérée  Modérée 24 60,0 58,33 0 80
induite

Tableau 49: Fréquence d'expression du PDL-1 dans les LBDGC EBV+

Effectif = Pourcentage  Pourcentage Pourcentage
valide cumulé
13 100,0 100,0 100,0

Tableau 50: Fréquence d'expression du PD1 dans les LBDGC EBV+

Effectif Pourcentage Pourcentage Pourcentage
valide cumulé

11 84,6 84,6 84,6

2 15,4 15,4 100,0

13 100,0 100,0
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— Analyse bivariée

IV.2.4.1 Expression du CD3 et CD5

Le test de Mann-Whitney n’a pas montré de différence significative entre 1’expression
du CD3 et CD5 entre les LBDGC EBV+ et LBDGC EBV- p=0,76 (Figure 79).

Cette expression ¢était comparable entre les deux groupes. Il n’a pas été noté
d’expression du CDS5 par les cellules lymphomateuses. Leur expression a été le plus
souvent modérée a forte (Figure 81).
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Figure 79: Test de Mann-Whitney CD3 et
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Figure 80: Expression du CD3
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Figure 81: Expression du CD5

137



IV.2.4.2 Profil cytotoxique

Le test de Mann-Whitney du profil cytotoxique a montré une différence significative
entre les LBDGC EBV+ et LBDGC EBV-. La comparaison des 2 groupes a révélé une
différence dans la composition des cellules cytotoxiques mis en évidence par les
cellules CD8 p=0,0077, Granzyme B p<0,0001, Tialp<0,0001, Perforine p<0,0005
(Figure 82).

p=00077 pcogopt  p<0,0001  p=0,0005

Marqueurs expression (IHC Score)
N

CD8 GranzymeB Tial Perforine

Figure 82: Test de Mann-Whitney profil cytotoxique
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Figure 83: Expression du CD8
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Figure 84: Expression de la Granzyme B
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Figure 85: Expression de la Tial
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Figure 86: Expression de la perforine
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1V.2.4.3 Profil immunomodulateur

Le test de Mann-Whitney n’a pas montré de différence significative par les marqueurs
des TIL reg CD4 (p=0.49), CD25 (p=0.26), FOXP3 (p=0.06), ainsi que la cytokine
TGF-B (p=0.29) entre les deux groupes (Figure 87).
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Figure 87: Test de Mann-Whitney profil immunomodulateur
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Figure 88 : Expression du CD4
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Figure 89 : Expression du CD25
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Figure 90: Expression du FOXP3
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Figure 91: Expression de la TGFf

Nous avons ensuite cherché a déterminer la contribution du microenvironnement
immunomodulateur et sa relation avec 1’axe PD-1 et PD-L1, par I’expression de PD-1
au niveau du ME. Le test de Mann-Whitney a montré une différence significative entre
les LBDGC EBV+ et EBV- p=<0.0001 (Figure 92).

L’analyse de corrélation bivariée par le test de Pearson a montré une corrélation
significative entre I’expression du PD-1 et FOXP3 (r=0,56, p=<0.0001) (Figure 93).

50~

40-

30+

20+

PD1 (IHCScore)

10-

PD1
p< 0,0001

EBV- (n=78) EBV+ (n=13)

Figure 92 : Test de Mann-Whitney PD-1 microenvironnement

146



Correlations PD1/ Foxp3
200+

150 -
r= 0,56, p< 0,0001

Foxp3

Figure 93 : Corrélation linéaire PD-1me et FOXP3

IV.2.4.4 Immune-checkpoints

L’analyse bivariée a montré une différence significative de I’expression de PD-L1 par
les cellules lymphomateuses p<0,0001. Cette expression a été retrouvée dans 100% des
LBDGC EBV+ et dans 24.4% des LBDGC EBV-. Le PD-1 exprimé par les cellules
lymphoides tumorales n’a pas montré de différence significative entre les deux groupes
p=0.261 (Tableau 51).

Tableau 51: Analyse bivariée des immune-checkpoints

EBV

Caractéristiques Catégories Total EBV+ EBV- p

n % n %

PD-1t PD-1t- 84 11 84.6 73 93.6
PD-1t + 7 2 154 S5 64 0.261
91 13 100 78 100
PD-L1t- 59 0 0 59 75.6 0.000
PD-L1t PD-L1t+ 32 13 100 19 244
91 13

L’analyse de corrélation bivariée par le test de Pearson a montré une corrélation
significative entre I’expression du PD-L1et du STAT3 (r=0,287, p=0.006)
(Tableau 52).
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Tableau 52: Corrélation bivariée de l'expression du STAT3 et du PD-L1

Corrélations
STAT3 PD-L1
STAT3 Corrélation de 1 287"
Pearson
Sig. (bilatérale) ,006
N 91 91
PD-L1 Corrélation de 287" 1
Pearson
Sig. (bilatérale) ,006
N 91 91
**, La corrélation est significative au niveau 0,01
(bilatéral).
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Figure 94: Expression du PD-1
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Figure 95: Expression du PD-L1
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IV.2.5 Facteurs histo-pronostiques

L’analyse bivariée a montré une différence significative de I’expression du c-MYC et
P53 par les cellules lymphomateuses p<0,0001. Celle-ci a été retrouvée dans 100% des
LBDGC EBV+ (Tableau 53).

Il n’a pas été constatée de différence significative pour la co-expression du c-MYC et
BCL2 entre les deux groupes p=0.66

L’expression de 1’index de prolifération Ki67 était élevée dans les deux groupes.

Tableau 53 : Analyse bivariée des facteurs histopronostiques

EBV
Caractéristiques Catégories Total EBV+ EBYV - p
n % n %
BCL2- 50 9 69.2 41 52.6 0,26
BCL2 BCL2+ 41 4 30.8 37 474
91 13 100 78 100
c-MYC- 48 0 0 48 61.5 0.000
c-MYC c-MYC+ 43 13 100 30 385
91 13 100 78 100
P5S3- 53 0 0 53 67.9 0.000
PS3 P53+ 38 13 100 25 321
91 13 100 78 100
Co-expression c-MYC- 48 0 0 48 61.5 0.66
c-MYC -BCL2 c-MYC+ 43 13 100 30 385
91 13 100 78 100
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Figure 96 : Expression du BCL2
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Figure 98: Expression du Ki67
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Figure 99: Expression de la P53
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IV.2.6 Hybridation in situ par fluorescence FISH

Nous avons réalisé trois tentatives pour la technique FISH, avec des protocoles
différents notamment sur la durée de I’enzyme pepsine. Nous avons inclus a chaque
tentative les 13 EBV+ et 20 EBV-. Cependant, aucun signal n’est apparu. Il est
probable que la fixation a la phase pré-analytique, a donné des résultats non contributifs,
sachant que cette technique est sensible a la fixation.

Photographies Pr Souaad Taoussi CLCC Blida

Figure 100: Résultats de la technique FISH

IV.2.7 Analyse multivariée par régression

Les variables associées a la variable dépendante a un seuil <a 20% (15) ont
fait 'objet d’une analyse multivariée par régression logistique dichotomique
qui a utilisé la procédure de pas a pas descendant.

Le Khi2 de Mantel Haenszel a ét¢ utilisé pour ajuster les variables
redondantes liées a la variable dépendante.

Le test de I’indice de Breslow a été utilis€¢ pour mettre une interaction
entre les différentes variables (mémes variables liées au méme profil)

Au total, 8 variables binaires ont été introduites dans le modéle (symptomes B,
Score IPI, Réponse au traitement, CD30, CD8, FOXP3, C-MYC, P53).

Le modele final, a retenu trois variables qui sont la réponse au traitement p=0.02,
Pexpression du CD30 p=0.01 et CD8 p=0.03.
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Tableau 54 : Analyse multivariée par régression

38(48. d 0.64-14.9
7)
Présents 7(53.8) 40(51.
3)

Faible 323.1) | 31(39.
IPI score 7

Symptomes B Absents 6(46.2)

Intermédia | 3(23.1) 20(20)
ire Faible
Intermédia 1(7.7) 15(19.
ire Haut 2)

Haut 6(46.2) | 12(15.
4

. Echec 9(69.2) 25(32.
Reéponse au 1

traitement RC/RP 430.8) | 5367
9)
CD30- 9(69.2) 25(32.
1)
CD30+ 10(76.9) 16(20.
5
PD-L1t- 59(75.
6)
PD-L1t+ 13(100) | 19(24.
4
Faible 49(62.
8)
Modérée 5(38.5) 17(21.
8)
Forte 8(61.5) 12(15.
4

. Faible 4(30.8) 62(79.
Perforine 5)

Modérée 4(30.8) 9(11.5

)
Forte 7(37.4) 24(30.
8)
Faible 26(33.
3)
Modérée 6(46.2) 28(35.
9)
Forte 7(37.4) 24(30.
8)
Non 1(7;7) 709)
induite
Induite 12(92.3) | 71091)

NF-xB P50
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Non 12(92.3) | 3(3.8)
NF-xB P65 induite i ;z <0.001 = =
Induite 1(7.7) 75(96. '
2)
STAT3- 0 62
(79.5) 3. 1.5- <0.001 - -
STAT3+ | 13100) | 1e0. | 9.3
5)
C-MYC- 0 43(61.
5) 3. 12-8 | <0.001 | - -
cMYC+ | 13619 | 30038 | !
5)
P53- 0 5356 | 3.5 1.4-9.1 _ _
7.9) <0.001
P53+ 13(100) | 25(32.
1)
EBV+ 13 140.38 0.002
+-
99.89
EBV- 78 63.78
+/-
61.06

*Test de Mann-Whitney
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IV.2.8 Courbes de survie (variables indépendantes)

IV.2.8.1 Réponse au traitement

La survie a été significativement associée a la réponse thérapeutique ajustée au statut
EBV (p=0.0001). La survie en cas d’échec thérapeutique a été de 0% a 10 mois pour les
EBV + versus 60% pour les EBV-.

Fonctions de survie
StatutEBV = EBV +

104 — Réponse au
! traitement
—Echec
TIRCRP
}Echec-censuré
0,34 ——RC/RP-censuré
L]
0
5 06
E
3
]
2
£
5 04
1]
0,29
0,01
T T T T T T
i 500 10,00 15,00 20,00 25,00
TP_mois
Fonctions de survie
StatutEBY = EBV -
104 Réponse au
' B t + traitement
—Echec
IRCIRP
{—Echec-censuré
0,57 ——RC/RP-censuré
o
a
S 06
E
3
o
2
F.
5 04
n
0,2-
0,0-
T T T T T
oo 20,00 40,00 50,00 80,00

TP_mois
Log Rank (Mantel-Cox) = 0.000

Figure 101 : Taux de survie en fonction de la réponse au traitement
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Iv.2.8.2 CD30

Le taux de survie a ¢€té significativement associée a 1’expression du CD30 ajusté au
statut EBV + (p=0.0008).
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Figure 102: Taux de survie en fonction de l'expression de CD30
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IV.2.8.3 CD8

La survie n’a pas été significativement associée a ’EBV (p=0.25).
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Figure 103: Taux de survie en fonction de l'expression du CD8
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V DISCUSSION
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Le LBDGC est un groupe tres hétérogéne sur le plan clinique, morphologique,
phénotypique et moléculaire.
Il représente 30% a 40% de tous les lymphomes™’. D’aprés le registre des tumeurs
d’Alger de I’année 2016'"", la pathologie maligne au niveau des ganglions lymphatiques
et du systéme hématopoiétique représentaient respectivement :

> les 7™ et 8™ cancers chez la femme avec une fréquence relative de 2.4% et

2.7%.
> chez I’homme, les 8™ et 9“™cancers avec une fréquence relative de 3.7% et
3.2%.

Cependant, le type histologique n’a pas été précisé mais, il est le plus fréquent en
Algérie d’aprés une étude multicentrique réalisée en 2014 par un groupe associant de
nombreux services de pathologie de la Région Centre d’Algérie et portant sur 206 cas
de lymphomes non hodgkiniens'’*, dont la majorité a été diagnostiquée par les membres
du comité de lecture des lymphomes de la région centre et revus a Alger en 2012 par
des experts hématopathologistes internationaux' '~
Le LBDGC NOS représentait 52.8% de tous les sous types histologiques.
Comparativement a d’autres séries de I’Europe de I’Ouest et d’Amérique du Nord, il
représentait respectivement 36.4% et 34.3%' "%,
La médiane d’age était de 49 ans en Algérie, 62.5 ans en Europe de I’Ouest et 69 ans en
Amérique du Nord.
Allouda a rapporté une série nationale de 124 cas de LBDGC'” et Mekhlef 57 cas de
LBDGC exclusivement ganglionnaires'’* avec une moyenne d’age de 53 ans et de 54
ans dans les deux séries et une prédominance masculine.
Dans notre série de 162 cas, la moyenne d’age était de 59 ans et une fréquence de 51%
avec une légere prédominance masculine.
D’autres séries notamment, Algéro-Tunisienne de 1432 cas'”, étude multicentrique de
971 cas regroupant I’Algérie, les pays Orientaux et I’Inde*’, la série Marocaine de
Benayoune'” et Asiatique' *'"’
diagnostic, respectivement de 52 ans, 59,5 ans, 50 ans, 53 a 57 ans par rapport aux
séries Occidentales'”®.
Le siége ganglionnaire était le plus fréquent dans notre série (64%) et de (39%) dans la
série de Mekhlef'™*. Le groupe sous moléculaire ABC ou non GCB était de 66% dans la
série de Mekhlefm, il était de 85% dans la notre, contrairement aux séries Européennes
et Américaines ou le sous groupe GCB est prédominant variant de 42% a 49 % selon les
séries. Nos résultats se rapprochent plus de la série Marocaine de Benayoune'”
sous type ABC est de 84,1%, Japonaise (68%) et Chinoise (78% et 67%)" """,

ont montré un dge moyen plus jeune au moment du

, ou le

La fréquence élevée de ce sous type de lymphome, ainsi que 1’dge d’apparition plus
précoce suggerent de réaliser d’autres études afin de mieux préciser certains facteurs
¢étiologiques encore inconnus chez nous. Et au vu du profil phénotypique non GC, ABC
¢levé des séries Algériennes et Maghrébines, nous nous sommes fixés pour objectif
principal dans notre travail de thése, la recherche de la fréquence de ’EBV comme
facteur étiologique dans les LBDGC NOS ainsi que son role dans la lymphomageneése et
le ME des LBDGC NOS.
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En outre, dans la derniére classification, des entités lymphoproliférations B viro-
induites liées a ’EBV ont été bien identifiées, soulignant le réle important de ce virus
dans la lymphomagenése des lymphomes.

L’EBV est endémique au Maghreb, mais, a I’heure actuelle aucune étude de grande
envergure sur la prévalence de ’EBV dans les LBDGC n’a ¢été publiée ni méme
réalisée.

En effet et a ce jour, seules de petites études et des séries de cas ont donné des résultats
disparates en ce qui concerne des taux de prévalence de 4-5% dans les pays
occidentaux' "™ a 10%-15% en Asie et Amérique du Sud''®'. Les raisons de cette
différence ne sont pas claires, mais certains facteurs virologiques (souche EBV) et
génétiques (HLA) joueraient un role™.

La plus forte prévalence (14,9%) et (28%) a été rapportée au Pérou'>"®!?*. Elle est de
8% dans notre série, la rapprochant des séries Asiatiques. Cependant la plupart de ces
études ont été réalisées chez les sujets agés.

Depuis la premiére publication rapportée par Oyama et al en 2003'° de 22 cas de
LBDGC EBV+ chez des patients, sans antécédent de déficit immunitaire et agés de plus
de 50 ans, d’autres publications Japonaises et Coréennes ont montré une prévalence de
8-10%"**'" chez des sujets dgés, sans précision du statut immunitaire.

Le LBDGC EBV+ a été ensuite introduit dans la classification OMS 2008'" comme
entité provisoire sous le terme de « LBDGC EBV+ du sujet agé». Le critere d’age
retenu était de 50 ans et plus.

L’étude réalisée par Tracy et al'™ publiée en 2018 a été la premiére analyse prenant en

compte les criteres de la nouvelle classification OMS 2016, chez les sujets
immunocompétents dans une large cohorte de patients Nords Américains. La prévalence
était de 4.4% (16/362).

Ces résultats étaient similaires a I’étude d’Ok et al'” en 2014, sans discrimination d’4ge
dans les pays Occidentaux regroupant 1I’Europe et I’Amérique du nord ou la prévalence
était de 4% (28 /732).

Dans la série Chinoise de Lu et al'®'en 2015 , la prévalence était 10.4% (26/250) et de
14% (32/250) avec des cut off de 20% et 50% pour I’EBER, celle-ci a été recherchée
chez les sujets jeunes comme chez les sujets agés ( 50 ans et plus).

La seule étude réalisée sur la prévalence de ’EBV dans les LBDGC en Europe de I’Est
est celle de Ziarkiewicz et al en 2016'** en Pologne ; elle était de 12,2% (9/74) tout 4ge
confondu et de 9.5% (7/44) chez les sujets ageés.

Dans la derniére étude Péruvienne de Beltran et al en 2018'°, 1a prévalence était de 28%
(33/117) , cependant elle a été estimée seulement chez les sujets de plus de 60 ans.

Les autres études de prévalence dans les séries Mexicaines, Péruviennes et Turques ont
été réalisées seulement chez les sujets agés ainsi que les premieres séries Coréennes,
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Chinoises, Japonaises et Occidentales. Les taux de prévalence constatés ont été les
suivants :

Pérou de 14.9% (28/188),

Mexique 7% (9/136),

Turquie 5.3% (18/340),

Corée 8.1-8.9% (34/380 et 18/222),

4.7% au Nord de la Chine (10/222),

Japan 11.4% -8.7%-6.9% (13/114, 156/1792,14/225),
7.4% (16/217) en Arabie Saoudite.

YV VVVVVY

Hofscheier et al'’ont comparé la prévalence entre le Mexique et I’Allemagne chez

les sujets agés, la prévalence en Allemagne était de 2% ( 4/169) (Tableau 55).

Tableau 55 : Etudes comparatives des différentes prévalences selon les variations
géographiques avec cut off d'Eber

Pays Année Catégorie Prévalence  Cut off

Auteur d’age d’Eber

Kuze' Japan 2000 Sujets agés 11.4 Non
%(13/114) spécifié

Oyama'® Japan 2007 Sujets 4gés  8.7% Non
(156/1792) spécifié

Park'* Corée 2007 Sujets 4gés  8.9% 20%
(34/380)

Hoeller'® Suisse/Italie/Autriche 2010 Sujets agés 3.1% 10%
(8/258)

Uner'* Turquie 2011 Sujets agés 6.7% Non
(12/178) spécifié

Beltran" Pérou 2011 Sujets agés 14.9% 20%
(28/188)

Hofscheier”  Mexique 2011 Sujets agés 7% 20%
(9/136)

Hofscheier”  Allemagne 2011 Sujets agés 2.4% 20%
(4/167)

Bavi'"’ Arabie saoudite 2011 Sujets agés 7.4% Non
(16/217) spécifié

Pan'® Chine du Nord 2012 Sujets 4gés  4.7% 50%
(10/212)

Ahn* Corée 2013 Sujets 4gés  8.1% 10%
(18/222)

Chang'® Taiwan 2013 Sujets 4gés  16.9% 20%
(15/106)

Sato' Japan 2014 Sujets agés 6.9% 30%
(14/225)

ok" Amérique 2014 Tout age 4% (28/732)  10%

du nord/Europe
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Lu'™ Chine 2015 Tout Age 10.4% 20%

(26/250)
14% 50%
(32/250)

Hong" Corée 2015 Tout age 8.4% 20%
(48/571)

Ziarkiewicz'® Pologne 2016 Tout age 12,2% 5%
(9/74)

Beltran'® Pérou 2018 Sujets agés 28% 20%
(33/117)

Tracy'™ Amérique du nord 2018 Tout dge 4.1% 20%
(16/362)

Notre série Algérie 2019 Tout dge 8% 20%
(13/162)

Dans notre série, le taux de prévalence de 8% (13/162) a été estimée selon les critéres
de la derniére classification OMS 2016 sans discrimination d’4ge.

A notre connaissance, c’est la premiére étude en Algérie ; elle n’a pas été multicentrique
méme si le recrutement au sein du CHU de Blida a concerné plusieurs régions
d’Algérie, notamment le centre, le sud et I’ouest.

La limite de notre étude a été dictée de fait, par la non disponibilité¢ de la sonde EBER
dans les services de pathologie ; ce qui a été un obstacle a la réalisation d’une étude
multicentrique. Cette derniére serait souhaitable, afin de mieux estimer cette prévalence
et confirmer cette fréquence de 8%.

Le Cut off de ’EBER n’a toujours pas été standardisé. Toutes ces études de prévalence
ont ¢té réalisées avec un seuil différent (Tableau 55), il variait selon les séries en étant
fixé 3 5% 183 1091740 . 90y, 1416.19.124.180,181189 . 5 0/ 188,190

Ces résultats peuvent étre dus a une différence de cohortes objectives, notamment de
seuils et I'nétérogénéité géographique de l'infection a ’EBV.

Le seuil de positivité dans notre série a été fixé a 20% sur la base de nombreuses
publications réalisées avec ce cut off. Le pourcentage de transcrits ’EBERSs variait dans
notre série de 20% a 100%. 20 % d’expression a été retrouvée chez un seul patient
(n=1) et a été confirmé par deux techniques d’HIS. Cette positivité a été recherchée au
niveau des cellules lymphoides tumorales, et distinguée par la possible expression au
niveau des cellules péri-tumorales et intra-tumorales (petits lymphocytes et
immunoblastes activés), qu’on retrouve communément dans les lymphomes T et le
LHC.

Cette expression par les cellules microenvironnantes du LBDGC EBV- a été rapportée
pour la premiére fois par Quintanilla-Martinez et al (1997)'”' dans une étude
comparative chez des patients Mexicains et Allemands. Les cellules EBV+ du ME des
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LBDGC EBV- ont été retrouvées chez les patients Mexicains (7/136, 5,1%) et les
patients Allemands (1/169, 0,6%).

Plus tard, Stuhlmann-Laeisz et al (2015)'%, ont montré également une expression <10%
de cellules de morphologie blastoide péri- et intra-tumorales dans 04 cas de LBDGC
EBV-. Ces auteurs ont expliqué cette expression par 1’échappement immunitaire des
cellules B non néoplasiques dii @ une immunosuppression induite par le lymphome dans

. . . . .. . 192
le ME, mais les implications cliniques ne sont pas encore claires .

Récemment, 1’équipe de Kato (2017)'° a comparé les caractéristiques clinico-

pathologiques de 30 LBDGC EBV+ et 29 et 604 LBDGC EBV- avec et sans cellules
du ME EBV + (age médian d'apparition de 71, 67 et 62 ans, respectivement). Les 30
patients LBDGC EBV+ et les 29 patients, porteurs de cellules positives EBV + péri-et
intra-tumorales faciles a distinguer des cellules lymphoides tumorales, avaient un IPI
haut et intermédiaire dans plus de 60% des cas et une atteinte pulmonaire

. . . r r 193
significativement plus élevée .

En outre, les patients LBDGC EBV+ et LBDGC EBV- porteurs de cellules EBV + dans
le ME, avaient un pronostic plus sombre que les patients sans cellules EBV +
détectables (survie globale médiane [SG] 100 et 40 mois vs non atteintes, p <0,01). Ces
patients traités par du Rituximab ont présenté des courbes de survie chevauchantes (OS,
p = 0,77, survie sans progression, p = 1,0).

Cette équipe Japonaise a conclu que le LBDGC EBV-, avec des cellules EBV + dans le
ME, présente des caractéristiques cliniques similaires a celles du LBDGC EBV +. Elles
seraient liées a la sénescence immunitaire du ME liée a 1'dge. Ces cellules ont été
retrouvées chez des patients 4gés. Et dans cette étude, la prévalence de ’EBV (4.4%)
était similaire a la série Mexicaine de Quintanilla-Martinez (5.1%). Ceci peut refléter la
plus grande susceptibilité des populations Asiatiques et Mexicaines a 1’infection EBV.
La prévalence de LBDGC EBV+ est également épidémiologiquement plus élevée chez
ces populations que dans les populations occidentales.

Des investigations supplémentaires avec un grand nombre de patients devraient a
l'avenir clarifier la signification clinico-pathologique et biologique des cellules B non
néoplasiques EBV +, afin de permettre un traitement codifié.

L HIS est la technique gold standard et est obligatoire pour le diagnostic du LBDGC
EBV+. Elle permet aussi de le définir. La variabilit¢ des seuils de positivité des
différentes études publiées notamment 10% et 20% est discutable et pose le probléme
de la possible expression de I’EBV par les cellules B non néoplasiques péri et intra-
tumorales.

C’est pour cela que Nicolae et al'> ont suggéré d'utiliser une valeur seuil > 90% de
cellules tumorales. Hofscheier et al Yont également suggéré d'utiliser un cut off > 80%.
Ce débat concernant le seuil de positivité reste ouvert.

Il n’existe pas a I’heure actuelle de critéres définissant ce seuil, ce qui constitue une
limite a I’estimation réelle de cette prévalence.

166



D’autres études notamment moléculaires sur de grandes séries pourraient mieux définir
a ’avenir ce seuil de positivité. Un double marquage HIS EBER et IHC CD79a peut
étre réalis¢ en cas de doute. Le CD79a étant moins exprimé dans ce type de lymphome,
ce que I’équipe de Kato a réalisé dans 08 cas'™.

Dans notre travail de thése nous n’avons pas pu établir ou proposer un cut off, vu le
faible échantillonnage, de méme que dans les séries publiées.

L’expression des différents marqueurs des voies de lymphomagenése réalisés dans notre
¢tude, dans le but d’identifier ce virus comme un des facteurs étiologiques du
lymphome, était homogene mais les résultats abortifs de notre étude cytogénétique par
technique FISH (causes : défaut de fixation, non disponibilit¢é du formol tamponné a
10%, non disponibilit¢ d’outils moléculaires) dont les résultats auraient été plus
significatifs, ne nous a pas permis d’explorer encore mieux cette voie.

Des recommandations concernant les procédés de fixation des tissus avec formation de
tout le personnel impliqué dans le circuit du prélévement doivent étre mises en ceuvre
ainsi que la généralisation du formol tamponné a 10% a tous les services de pathologie.
Ceci permettrait de réaliser a I’avenir des études moléculaires chez nous et surtout de ne
pas passer a coté de résultats faux négatifs ou faux positifs.

L’age n’est plus un critere majeur dans les LBDGC EBV+ NOS chez les sujets
immunocompétents d’ou sa définition comme entité définitive dans cette derniére
révision de la classification *'*'°.

Beltran (2011) et Cohen (2014) ont été les premiers a rapporter des cas chez les sujets
jeunes (< 50ans), avec un cut off d’EBERs respectivement de 10% et 20%'*'**.

La premiere étude sur la prévalence de I’EBV chez les sujets jeunes a été publiée par
Hong et al, elle était de 6.7% (13/195)"* avec un seuil de positivité de 20%. Par la suite,
Nicolae et al ont rapporté la plus grande série de sujets jeunes immunocompétents dont
I’Age était < 45 ans avec un cut off d’EBERs a 90%". Les caractéristiques clinico-
pathologiques de ces patients jeunes ont été¢ discutés. Ces auteurs avaient suggéré qu’il
pourrait s'agir d'une entité clinico- pathologique qui ne serait pas limitée aux patients
agés. Par ailleurs, quelques séries pédiatriques ont été également publiées'*'>19>1%.

07 cas de LBDGC EBV+ pédiatriques ont été rapportés dans la région de Baghdad dans
une série Irakienne de 231 lymphomes pédiatriques chez des enfants
immunocompétents'?. L’incidence chez les sujets jeunes et les enfants est probablement
sous-estimée au vu des faibles cohortes publiées.

L’age de survenue est plus précoce dans les séries Sud-Américaines, par rapport aux
- o . 17,19,158,180,182,197
séries Asiatiques et Occidentales =™ "> "5,

- Dans notre série, nous avons choisi de classer nos patients en sujets jeunes <50 ans et
agés >50 ans en référence a toutes les publications antérieures
10.13,14.16,19.40.41.78,124,180,181,183,185.187-189.189.198 o4 11 pmieny individualiser la proportion
de sujets jeunes par rapport aux sujets agés dans notre population.

La moyenne d’adge des LBDGC EBV+ ¢tait de 59 ans avec une légere
prédominance féminine chez les sujets agés (=50 ans) et masculine chez les sujets
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jeunes (<50ans). 10 (76%) de nos patients étaient agés de plus de 50 ans et 3 (14%)
d’age inférieur a 50 ans. Dans les séries Asiatiques, Sud-Américaines, Européennes et
Nord-Américaines, il existait une prédominance masculine chez le sujet agé.

Hong et al ont montré une faible prévalence de 6,7% de I’EBV dans les LBDGC chez
les sujets jeunes par rapport aux sujets agés 9.3% (35/376)'*. Dans notre série une
prévalence de 14% chez les sujets jeunes a été observée.

Les LBDGC EBV+ touchent le plus souvent les hommes surtout dans la catégorie des
sujets jeunes”™™’®. Les sujets jeunes présentent dans 89% des cas une atteinte
ganglionnaire, posant des problémes de diagnostic différentiel avec le LHC'"%.

Contrairement, aux jeunes, I’atteinte extra-ganglionnaire est observée dans plus de 30%
des cas chez les sujets agés. La localisation ganglionnaire a été la plus fréquente dans
notre série (77%), et (23%) de siege extra-ganglionnaire. Sur les 10 sujets agés de notre
série 7 (70%), ont présenté une atteinte ganglionnaire. Les patients jeunes avaient dans
100% des cas une atteinte ganglionnaire.

Contrairement aux premieres publications, les dernicres séries ont rapporté une
o : : . : 10,164,194,199

localisation ganglionnaire prédominante " ™"

concordantes avec les données de la littérature.

. Nos données sont donc

Il a été également démontré, que le pronostic et la réponse thérapeutique sont meilleurs
chez les sujets jeunes. Les sujets de plus de 50 ans, ont une survie plus courte aprés un
traitement conventionnel par R-CHOP®.

-Le LBDGC EBV+ NOS est considérée actuellement comme une entité clinico-
pathologique distincte dans la derniére classification révisée de ’OMS 2016 chez les
sujets immunocompétents quel que soit 1’age.

Sur le plan histologique, nous avons classé nos 13 cas de LBDGC EBV+ selon les
critéres histopathologiques de Montes et Moreno®’, qui sont a la base de leur
classification actuelle dans la 4™ édition révisée de ’OMS 2016,

Le sous type polymorphe LBDGC like, a été retrouvé dans 6 cas (46,2%) et suivi du
sous type monomorphe dans 4 cas (30,8%) et polymorphe Hodgkin —like dans 3 cas
(23,1%).

Nos résultats sont concordants avec les données de la littérature, ou le sous type
polymorphe est le plus fréquent™.

Dans 100% des cas, nous avons retrouvé un aspect en ciel étoilé, ainsi que des cellules
de Reed Sternberg et Hodgkin like, dans 50% une architecture nodulaire, et dans 30%
une nécrose géographique.

Le sous type polymorphe LBDG like a été noté chez les sujets jeunes comme chez les
sujets agés. Cette constatation a ét¢ également observée dans les séries Asiatiques ou il
n’existait pas de prédominance d’un sous type par rapport a I’age’®.
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Sur le plan morphologique, la distinction entre le sous type monomorphe et polymorphe
n’a pas d’impact pronostic clinique '*%. De plus cet aspect histologique peut se voir dans
les LBDGC EBV-.

Le diagnostic différentiel se pose essentiellement avec le LHC surtout dans la variante
polymorphe Hodgkin-like. Le LHC est également caractéris¢é par un fond
granulomateux compos¢é, de petits lymphocytes, plasmocytes, ¢osinophiles et
histiocytes. L'une des principales différences est que, dans le LHC les cellules
néoplasiques représentent généralement environ 0.1%-10% de l'infiltrat cellulaire®. Ces
cellules malignes co-expriment CD30 et fréquemment CD15. L’expression du CD15 est
généralement négative dans le LBDGC EBV+?. Aussi, les cellules de Reed-Sternberg
et Hodgkin sont négatives au CD45, et le CD20 est moins exprimé’. Le LHC peut
¢galement étre associ¢ a l'expression de I'EBV, bien que cette expression soit tres
variable en fonction du sous type histologique. Le sous-type scléro-nodulaire montre
une positivité a ’EBER dans 10 a 40%, tandis que le sous-type a cellularité est positif a
’EBER dans 75% des cas®. D’ou la nécessité d’intégrer les données cliniques, et
d’interpréter le profil immunohistochimique dans son contexte.

Sur le plan phénotypique, les cellules lymphoides tumorales ont exprimé les marqueurs
B (CD20, OCT-2 et BOB-1) dans 100% de nos 13 cas. L’expression de PAXS a été
notée dans 84,6% des cas et une absence d’expression de CD79a a été constatée dans
69,8 % des cas. Cette absence d’expression de CD79 a été notée essentiellement dans le

sous type polymorphe. Ces données rejoignent les données de la littérature™>.

Le phénotype sous moléculaire activé, non GCB ou ABC, a été retrouvé dans 100% de
nos cas concordant avec les données de la littérature de toutes les séries publiées a ce
jour! 191 IBLIS2 T o mhénotype ABC est prédominant dans ce sous type de lymphome.
L’expression de BCL6 était négative dans 100% des cas. L’expression de BCL6 est
variable, négative dans la majorité des articles ',

53,8% (7) de nos patients ont présenté une latence de type III (LMP1+, EBNA2+).
Cependant, elle a été constatée chez 70% des sujets agés. 100% des sujets jeunes ont
exprimé une latence de type Il (LMP1+, EBNA2-).

La latence de type III est observée chez les patients atteints de mononucléose et dans les
lymphoproliférations EBV post transplantation et les sujets VIH.

La latence de type II est observée dans le LHC, le lymphome T/NK extra- ganglionnaire
de type nasal, PUCNT et également dans les lymphoproliférations EBV post
transplantation et chez les sujets VIH.

Tous nos patients étaient des sujets immunocompétents, sans aucun antécédent de
déficit immunitaire. Nos résultats sur le profil de latence rejoignent ceux de la
littérature. Les deux types de latences II et III ont été retrouvées dans les quelques
publications sur le profil de latence associ¢ au LBDGC EBV-+'?!82-185192.193,193.200

La latence de type III a été plus observée chez les sujets agés et les cas pédiatriques ' ;
d’ou la nécessité de préciser le statut immunitaire. La présence d’un réarrangement des
genes des Ig peut étre une aide au diagnostic différentiel. La latence de type II a été plus
observée chez les sujets jeunes'
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Bien que l'implication pronostique de la latence de type III reste a confirmer, il est trés
probable que les patients porteurs de celle-ci, avaient un statut d’immunodépression. Le
pronostic est généralement sombre dans ce cas. Selon cette hypothése, Stuhlmann-
Laeisz et al ont démontré, dans une importante cohorte de patients Européens, que ceux
atteints de lymphomes EBNAZ2-positifs, qui représentaient un tiers des patients,
présentaient une survie globale beaucoup plus faible, un stade clinique avancé et un IPI

éleve!™.

Dans une plus petite série de 14 patients EBV+, Sato et al ont démontré que le taux de
survie des patients avec un profil de latence de type III était plus faible que celui des
patients atteints de latence de type II*'. De plus, les patients atteints de latence de type
IIT sont décédés moins d'un an apres le diagnostic, méme lorsqu'ils ont été traités par du
Rituximab. Par ailleurs, le LBDGC gastrique a EBV + semblait résister a la
chimiothérapie conventionnelle particuliérement chez les patients présentant une latence
de type III'"%. Cependant, la positivit¢ d’EBNA2 n'a pas montré de valeur pronostique
dans I’étude d’Ok et al réalisée dans une série de jeunes patients, dont la moitié
provenait des Etats-Unis’®. Parmi nos cas, une patiente (n=1) LBDGC EBV+ de si¢ge
gastrique avec une latence de type I1I est décédée rapidement.

Nos résultats rejoignent ceux de Sato et al, nous avons constat¢ une différence
significative entre le profil de latence de type II et IIl par rapport a la réponse au
traitement et a la survie avec un p=0,009. La latence de type III semble li¢e a une faible
réponse au traitement et a un faible taux de survie.

Il apparait ainsi de plus en plus important dans la physiopathologie des LBDGC
d’évaluer la présence ou non d’une association au virus EBV par HIS afin de rechercher
des transcrits EBERs dans les cellules lymphoides tumorales ainsi que déterminer le
type de latence.

L’expression du CD15 dans les LBDGC EBV+ a été¢ rapportée dans 23% des cas dans
une seule étude'. Elle était négative dans 100% de nos cas. Cette expression a été
réalisée de fagon systématique devant la présence de cellules Reed —Sternberg —like,
posant un probléme de diagnostic différentiel avec un LHC. Il est souhaitable de réaliser
ce marqueur de fagon systématique, afin d’éliminer un LHC.

Sur le plan clinique, dans notre série, les LBDGC EBV+ ont présenté une
symptomatologie B fréquente (84.6%), un stade clinique avancé (84.6%), un IPI haut
(46.2%), et un faible taux de réponse au traitement et de survie (69.2%), concordant
avec les données de la littérature®*>".

Nos résultats ont montré une différence significative entre les deux groupes LBDGC
EBV+ et LBDGC EBV- sur le score IPI (p=0.07) ; celui-ci était haut chez les patients
présentant un LBDGC EBV+ (46.2%) et la réponse au traitement R-CHOP (p=0.01)
ainsi que sur le taux de survie (p=0.01)
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En revanche, nous n’avons pas constaté de différence significative pour les parameétres :
age (p=0.86), sexe (p=0.29), symptomatologie B (p=0.15) et le stade clinique (p=0.34)
entre les deux groupes LBDGC EBV+ et LBDGC EBV-.

Le stade clinique avancé (III et IV) a été constaté chez nos patients quelque soit le
statut de I’EBV, 84.2% chez les LBDGC EBV+ et 69.2% chez les EBV-
comparativement aux séries occidentales de 50%°, possiblement en rapport avec le
retard diagnostic.

Plusieurs études ont montré que les LBDGC EBV+ du sujet agé avaient un pronostic
inférieur par rapport aux LBDGC EBV-'"'?2404183I81 "1 sevolution clinique est
souvent agressive avec un taux de survie médiane de 2 ans et un taux de survie globale a
5 ans d'environ 25%> 124182,

D’autres publications ont également montré que la réponse au traitement par R-CHOP
chez les patients jeunes était médiocre'®'**'**?  Cependant, I'étude de Hong et al
(6.7%, 13/195) a révélé que les patients LBDGC EBV+ avaient un résultat similaire a
ceux qui étaient LBDGC EBV- quelque soit 1’age'”.

En l'absence de seuil uniforme pour la positivit¢ de 'EBER, certaines publications ont

attribué des résultats incohérents aux différentes valeurs de seuil utilisées dans diverses
étudesl4,l7,40,l98,201,202

Toutefois, en appliquant la valeur seuil de 20% la plus fréquemment utilisée, notre
¢tude a indiqué que les patients LBDGC EBV+ présentaient un score IPI haut et un
faible taux, de réponse au traitement et de survie.

La survie chez nos patients a été significativement associée a ’EBV (p=0.0001). La
moyenne de survie a été de 50,14 IC [41.6-58.6] pour les EBV — versus 8,9 [3,6-14,1].
Elle a été faible pour les lymphomes associés a I’EBV (la survie a 10 mois a 29%
EBV+ versus 87% EBV -).

Nous avons comparé nos résultats avec les quelques publications récentes de séries
comparatives avec analyse multivariée des caractéristiques clinico-pathologiques des
deux groupes LBDGC EBV+ et EBV- traités par R-CHOP sans discrimination d’age ;
méme si pour le moment une seule étude a été réalisée selon les critéres de la
classification révisée 2016, celle de Tracy et al'® (Tableau 56).
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Tableau 56: Différentes études comparatives des caractéristiques cliniques des LBDGC

EBV+ et EBV-
Auteur Pays Année N Caractéristiques
cliniques
Beltran Pérou 2011 8 Différence

significative chez
les sujets agés
Ahn* Corée 2013 18 Différence
significative chez
les sujets agés

oKk" Amérique 2014 28 Pas de différence
du nord/Europe significative
Sato! Japan 2014 14 Différence

significative chez
les sujets agés
Lu™ Chine 2015 35 Sexe (homme),
stade clinique,
IPI, Mauvaise
réponse au
traitement, dans
les deux
catégories d’age
et un cut off
différent 20% et
50%
Hong" Corée 2015 14 Différence
significative chez
les sujets agés

Tracy'™ Amérique du 2018 16 Pas de différence
nord significative/
Notre série Algérie 2019 13 Score IPI,

Réponse au
traitement et
survie

Dans 1I’¢tude de Tracy et al, la cohorte initiale était de 1081 patients, 711 ont été exclus
pour tissus insuffisants dans les blocs.

Aucune différence significative n'a ¢té trouvée pour I’Indice de performance selon
ECOG, les stades d'Ann Arbor, les taux de LDH et le score IPI et aucune sur I’impact
pronostic'™.

Ces résultats contrastaient avec les caractéristiques cliniques défavorables des patients
asiatiques LBDGC EBV+ '*',

Seulement deux études Asiatiques antérieures, celles de Sato et Ahn ont été réalisées
dans I’¢ére de R-CHOP et ont montré que le statut EBV avait un impact sur le pronostic

qui était plus sombre dans cette population Asiatique**".
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A noter dans 1’é¢tude de Tracy que le groupe EBV + avait une proportion légérement
plus élevée de patients agés de moins de 50 ans (42% EBV+ contre 19% EBV -; p =
0,053; si on inclut les patients immunodéprimeés, 31% contre 18%; p = 0,19).

Néanmoins, cette ¢tude a révélé que le LBDGC EBV+ était associé a une fréquence
plus ¢élevée d'atteinte de la moelle osseuse (43,8% contre 18,5%; p = 0,03).

Que Datteinte médullaire soit associée a un pronostic inférieur ou favorable,
respectivement n’a pas été précisé'™.

Ces conclusions concordaient avec les conclusions d'études antérieures menées par Ok
et al''impliquant 732 patients de tous 4ges provenant de pays Occidentaux, regroupant
I’Amérique du Nord et des pays Européens. Ces auteurs ont suggéré que la variation
génétique géographique dans le génome de I'EBV devrait étre considérée comme un
facteur de cette différence. La faible prévalence aussi dans les pays Occidentaux

pourrait avoir un faible impact sur le pronostic.

La sérologie EBV a été réalisée chez seulement 27 patients, 4 EBV+ et 22 EBV-. Celle-
ci n’est pas demandée systématiquement par les hématologistes aux patients en pratique
quotidienne. Dans le cadre de notre travail de thése, nous avons demandé a nos
collaborateurs cliniciens de la prescrire dans le but de la corréler a 1’expression de
I’EBER dans le tissu. Cependant, celle —ci a été réalisée dans 27 cas.

La sérologie EBV (IgM) a été positive chez 84% patients EBV — et 100% des patients
EBV+, il n’existait pas de différence significative entre les deux groupes p=0.82. La
sérologie EBV peut étre positive chez des patients EBV-, sans corrélation avec la
positivit¢ de ’EBER dans le tissu. Sa signification semble liée plus a un état
d’immunodépression li¢ a la maladie. Elle est utile dans les cas pédiatriques, ou la
morphologie lors d’une virose peut étre trompeuse et poser probléme de diagnostic
différentiel avec un LHC.

L’ADN du virus EBV présent dans le plasma (virémie), signe de réactivation du virus et
d’échec possible du contrdle viral par les lymphocytes T CD8 +, a été associé¢ au
vieillissement’”. Un groupe Chinois d'étude a notamment découvert que I'ADN
détectable de ’EBYV dans le sang total, considéré comme un indicateur de la présence de
virions dans le sang périphérique, était un biomarqueur pronostique plus fort que la
recherche de transcrits EBERs par HIS dans les tissus pour le diagnostic ; de plus, dans
le suivi des patients aprés une chimiothérapie, I'ADN du virus EBV dans les
échantillons de sang total s'est révélé utile pour prédire 'évolution clinique'”*®.

I1s avaient noté une concordance entre I'ADN de 'EBV dans le sang total et ’EBER par
HIS.

Le CD30 (Ki-1) est une protéine membranaire de la famille des récepteurs du facteur de
nécrose tumorale (TNF). L'expression du CD30 est corrélée a 1'activation des cellules B
et T. Depuis sa description initiale au début des années quatre-vingt, I’antigéne CD30 a
¢été associ¢ principalement au lymphome de Hodgkin classique et au lymphome
anaplasique a grandes cellules. L’expression du CD30 est limitée a une petite
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population de lymphocytes B et T activés, de cellules NK et a de rares monocytes et
204

¢osinophiles activés™ .

Des études récentes ont montré que 1’expression du CD30 est associée a un mauvais
pronostic chez les patients avec un IPI intermédiaire haut et haut**. Cependant, il ya des
constatations contradictoires concernant I'impact pronostique de la positivit¢ du CD30
par les cellules tumorales. Les seuils assez variables utilisés dans les différentes études
ainsi que les criteres de sélection hétérogénes pourraient expliquer les différentes
implications pronostiques de ce marqueur. Actuellement, le cut off proposé est de
20%°2% La positivité du CD30 a été plus observée dans le sous type moléculaire non
GC ABC. Aussi, il a été¢ démontré que son expression serait liée a un réarrangement de
c-MYC®.

La fréquence élevée d’expression de CD30 dans les LBDGC EBV+ dans la littérature
nous a mené a la rechercher systématiquement devant tout LBDGC NOS.

Dans notre série, il existait une différence significative entre 1’expression du CD30
LBDGC EBV+ et LBDGC EBV- (p<0.001). Le CD30 a ¢été positif dans 76.9% des
LBDGC EBV+ et 20.5% des LBDGC EBV-. De facon générale, il a été exprimé dans
70% des LBDGC de sous type moléculaire non GC ABC. L’analyse de corrélation
bivariée par le test de Pearson a montré une corrélation significative entre 1’expression
d’EBER et I’expression du CD30 (r=0,367, p=<0.000). Le CD30 est significativement
associ¢ au statut EBV et la survie chez les patients a la fois positifs au CD30 et a ’EBV
a montré un taux de survie trés bas Log Rank (Mantel-Cox)=0.0008. Nos données sont
concordantes avec les données de la littérature.

Et au final, I’analyse multivariée par régression Cox a retenu une des variables
indépendantes : le CD30 (p=0.03).

Ces caractéristiques pathologiques et moléculaires distinctes ont été observées dans des
, . . o 15,17,19,170,181
études antérieures Occidentales et Asiatiques'>' 7170181,

Fait intéressant, dans I’étude d’Ok et al, bien qu’il n’y ait pas de différence significative
dans la survie des patients avec ou sans LBDGC EBV+, les patients avec une
expression a la fois de EBV + et du CD30 avaient un résultat significativement plus
médiocre' ™", également observé par Slack et al dans une étude sur des patients
immunocompétents de la Colombie-Britannique'’’. Ok et al ont conclu que l'infection a
EBYV n’est pas prédictive d’un mauvais pronostic dans les pays développés Occidentaux
si le CD30 n'est pas exprimé. Il s'agissait de la premiere étude exhaustive portant sur ce
groupe de patients'"’. Elle fournit une justification solide au traitement ciblé sur la voie
d'activation du CD30 pour ces patients positifs a la fois au CD30 et a ’EBV. Ce constat
a été également relevé dans notre étude, en plus de la différence significative du taux de
survie dans les deux groupes.

Avec I’avénement du Brentuximab vedotin (BV) qui est un anticorps conjugué dirigé
contre le CD30, approuvé par la FDA pour une utilisation dans le LHC en rechute et le
lymphome anaplasique a grandes cellules en rechute. De nombreuses publications
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concernant son utilité dans d'autres tumeurs malignes, telles que le LBDGC, le mycosis
fongoide, le syndrome de Sézary, les lymphomes T, le lymphome primitif médiastinal et
les lymphoproliférations post-greffe sont en cours *”’. Dans le LBDGC NOS, une étude
en phase II est en cours d’évaluation™’. Il serait une option thérapeutique pour les
LBDGC EBV+, mais a I’heure actuelle aucune étude n’a été publiée dans ce sens.

Un des objectifs principaux de notre travail de thése a été d’étudier les voies de
lymphomagenése de L’EBV dans le but de prouver son implication dans les LBDGC
EBV+ comme facteur principal.

L’EBV participe aux mécanismes de la lymphomagenése grace a 1’expression des
protéines de latence qui détournent au profit du virus les mécanismes cellulaires
normaux de I’homéostasie. Parmi les protéines de latence, la protéine LMP-1 est
responsable d'une grande partie des effets cancérigénes du virus. En effet, 1’activation
constitutive de LMP-1 aboutit a la dérégulation des voies de signalisation cellulaire,
dont les voies d’activation du facteur de transcription NF-«B.

Les voies de signalisation NF-kB, JAK/STAT3 et IL-6 ont été¢ étudiées vu la
disponibilité des anticorps par technique IHC déja évaluées par d’autres auteurs et a
défaut de la non disponibilité d’outils moléculaires notamment le NGS et la GEP. A
noter qu’a notre connaissance aucune publication sur la voie de signalisation IL-6 dans
les LBDGC EBV+ n’a été réalisée a ce jour.

La protéine NF-kB fonctionnelle existe sous forme de dimeres composés de molécules
de classe I et de classe II. Les molécules de classe I, p50 et pS2, contiennent des régions
de localisation nucléaire sans action de transcription''*. Les molécules de classe II, p65
(RelA), RelB et c-Rel possédent un domaine d'activation de la transcription.
L’accumulation nucléaire du dimere p50 / p65 ou p50 / c-Rel est observée dans la voie
canonique. En comparaison, les dimeres p52 / RelB se déplacent vers le noyau dans la
voie alternative'’. Une augmentation significative de l'expression de p50 dans les
LBDGC EBV+ suggére que l'activation de NF-kB se produit par la voie canonique®'.

Etant donné que l'activation de NF-kB est plus courante dans les LBDGC de type non
GC ABC, l'expression nucléaire des composants canoniques de NF-kB dans les
LBDGC EBV+ suggere une activation de NF-xB induite par I’EBV dans les cellules
tumorales’'. Dans les LBDGC ABC, l’activation de NF-kB est due soit a I’auto-
activation du signal CD40, soit a une mutation de NF-kB. Parmi lesquelles les
mutations de TNFAIP3 (A20) ou MYDS88 (la plus fréquente avec 39% des LBDGC-
ABC). L’induction de la voie NF-kB est due a l'expression de LMP1 principale

oncoprotéine de I'EBV. L'inhibition de NF-kB induit l'apoptose'®’.

Et dans cette hypothése, nous avons recherché 1’expression du facteur de transcription
NF-«B par son expression au niveau des cellules lymphoides tumorales essentiellement
par deux marqueurs de la voie canonique : NF-kB P50 et NF-kB P65. Lorsque cette
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voie est induite, on a observé une expression nucléaire par les cellules lymphoides
tumorales et cytoplasmique lorsqu’elle n’a pas été induite.

I1 a été noté une différence significative entre les LBDGC EBV+ et EBV- p<0.001. P50
a été exprimé dans 91% des LBDGC EBV+ et P65 dans 96.2% des LBDGC EBV-.

Cette constatation a été également rapportée par Montes-Moreno et al, ou I’expression
nucléaire de P50 était significative entre les deux groupes EBV+ et EBV- avec un
p<0.001%. Aussi, Ok et al ont évalué par technique IHC 1’expression des composants de
NF-kB (p50, p65 et c-Rel). L'expression de p50 était plus communément observée dans
le LBDGC EBV+ comparé au LBDGC EBYV - (65,2% contre 35,9%, p = 0,007).

En revanche, 1’expression de p65 et c-Rel n'a montré aucune différence entre les deux
groupes suggérant ainsi que la voie canonique est activée en utilisant a la fois la
dimérisation et p65 et c-Rel partenaires pour p50'". La p65 dans notre série n’a pas
démontrée son rdole dans les LBDGC EBV+, c’est peut-étre du a la variabilité de
I’anticorps utilisé.

Nos résultats par technique IHC et les résultats des deux publications suggerent une
induction de la voie canonique par EBV. Cependant, Ok et al ont montré aucune
corrélation significative de LMP1 ou EBNA2 avec aucune des molécules de NF-xB

(P> 0,05)."

L’expression de CD40 a été ¢également estimée, cependant elle n’était pas
discriminative entre les deux groupes puisque qu’elle a été exprimée dans 100% des
cas.

Le CD40 est une glycoprotéine transmembranaire de type I appartenant a la
superfamille des récepteurs des facteurs de nécrose tumorale (TNFRs). Il est exprimé a
la surface des cellules hématopoiétiques, principalement les cellules B, et les cellules

non hématopoiétiques telles que les cellules épithéliales et les fibroblastes®.

Le CD40 joue un role important dans la réponse immunitaire humorale. Son
engagement avec son ligand CD154 induit la prolifération et la différenciation des
cellules B, la commutation isotypique des anticorps, la formation du centre germinatif,
I’augmentation de la génération de cellules B mémoire et la survie des cellules B.

D'autres études ont démontré son implication dans la mort cellulaire. La signalisation
via CD40 conduit a une mort rapide des cellules B, principalement observée dans les
lignées de cellules B transformées par ’EBV alors qu'il est bien documenté que son
engagement sur des cellules B immatures les protége de la mort induite via le récepteur
des cellules B (BCR)™. 1l n’est cependant pas connu si I’effet apoptotique du CD40 se
produit dans des lignées de lymphocytes B qui ne sont pas transformées par EBV.

Des ¢études ont montré que la surexpression de c-MYC augmentait la prolifération
induite par le virus de la latence IIl de ’EBV en fonction de NF-kB'**. In vitro,
I'induction de c-MYC a augmenté la prolifération de lymphocytes B, activation de
MYDS8S8 dépendante de TLR9, avec diminution de l'apoptose. Dans le modele de souris
Ac-Myc transgénique présentant une surexpression de c-MYC dans les cellules B,
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l'activation in vivo de MYDS88 par la splénomégalie induite par TLR9 était liée a une
entrée accrue de cellules B en phase S™°.

La signalisation CD40 continue dans les cellules B et le transgéne Ac-Myc développe
des lymphomes trés agressifs présentant les caractéristiques de LBDGC activés (ABC).

Les principales signatures de profils d'expression génique de ces tumeurs étaient celles
de la prolifération et du métabolisme énergétique. Ces résultats suggerent que c-MYC
est un co-transformateur de NF-kB.'*

David A et al ont montré que la surexpression de c-MYC conduit a la prolifération des
cellules B immortalisées en programme de latence III, d’une mani¢ére dépendante de
NF-kB'*. ¢-MYC apparait comme un acteur majeur de la prolifération des cellules B
immortalisées par I’EBV. Cela expliquerait pourquoi NF-kB est associ¢ a des
lymphomes tant indolent qu’agressif et ouvre de nouvelles perspectives sur la possibilité
de thérapies combinatoires ciblant a la fois le programme de prolifération de c-MYC et
les voies d'activation de NF-kB dans les LBDGC EBV+.

Pour cela, nous avons réalisé une corrélation entre NF-kB P50 et c-MYC par le test de
Pearson qui a montré une corrélation significative entre les deux (r=0,272 P=0.009).

Le facteur de transcription c-MYC est significativement associé a la voie canonique
NF-«kB.

La voie JAK-STAT3 a été évaluée par technique IHC et ceci par I’expression de ’AC
STAT3 Thyr 705 dans sa forme phosphorylée (p STAT3) ; son expression nucléaire
intense dont le cut off a été déterminé a 40% selon les données de la littérature et a été
retrouvée dans 100% des LBDGC EBV+.

Il a été¢ constaté une différence significative p<0,001 entre les LBDGC EBV+ et
LBDGC EBV-. La voie de signalisation JAK-STAT3 a été exprimée dans 100% des cas
par les LBDGC EBV+ et dans 20.5% des LBDGC EBV- par le facteur de transcription
phosphorylé STATS3.

Cette différence a été également rapportée par Ok et al par technique d’IHC. STAT3
était plus communément exprimé dans les LBDGC EBV+ par rapport aux LBDGC
EBV- (56,5% contre 34,9%, p=0,044). Cependant, STAT3 n'a pas montré de corrélation
significative avec LMP1 (Test de Pearson> 0,05)"".

Le STATS3 est l'un des sept membres de la famille du STAT (STATI1, STAT2, STATS3,
STAT4, STASa, STAS5a, STATSb, et STAT6) facteurs de transcription, et réside dans
une zone inactive dans le cytoplasme des cellules non stimulées. L’activation de STAT3
est médiée par la phosphorylation d'une substance particuliére résidu de tyrosine
(Tyrzg)OS), qui favorise la dimérisation par l'interaction du domaine phosphotyrosine-
SH27 .

Le STAT3 dimérisé migre vers le noyau et agit comme un facteur de transcription.

L'activité constitutive STAT3 peut étre vue dans les cancers du sein, du poumon, du
pancréas et de la prostate®'’ . Les études ont montré que STAT3 peut étre activé par
LMP1?''?"2 De plus, EBNA2 s'est avéré étre un co-activateur transcriptionnel de
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STAT3?". Les résultats pourraient confirmer qu'un effet synergique de la LMPI et
EBNAZ2 est nécessaire lors de 'activation de STAT3.

p STAT3 peut interagir physiquement avec le dimere NF-kB p50/p65 et le dimeére
NF-«B peut recruter de 1'acétyl transférase d'histone p300. Par la suite, p300 peut
activer l'acétylate activé (phosphoryl¢) p65 et augmenter sa rétention nucléaire de
maniére a prolonger 1’activité transcriptionnelle de la NF-kB .

Notre étude a montré que le LBDGC EBV+ est un sous-type génétiquement unique
avec une activation accrue des voies canoniques NF-kB et JAK / STAT. Méme si, cette
conclusion a été constatée par Ok et al, cependant la prévalence de ’EBV dans leur
cohorte de 732 patients Occidentaux a été faible de 4% et notre étude présente un
échantillonnage plus faible. Une étude de grande envergure doit étre envisagée afin de
mieux I’individualiser. D’autant plus que ces voies représentent de nouvelles options
thérapeutiques.

LMP1 stimule également les voies MAPK, phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) -Akt et
les voies kinase c-Jun-N-terminal (JNK)/AP1. L'activation de toutes ces voies favorisera

la prolifération et la survie cellulaire'".

Les ¢tudes par GEP ont montré que le LBDGC EBV+ est distinct du LBDGC EBV- au
niveau moléculaire. Les genes distinctement régulés dans le LBDGC EBV+ participent
a I’activité accrue de NF-«xB, prolifération cellulaire, progression du cycle cellulaire et
métabolisme cellulaire. Pendant ce temps, les génes régulés négativement suggerent une
possible résistance a la chimiothérapie, un mauvais pronostic et EBV associ¢ a
I’expression du CD30'"!. Ce que nous avons constaté dans notre étude.

Enfin les études antérieures réalisées par technique cytogénétique FISH a la recherche
de translocations majeures impliquant IgH, c-MYC, BCL6 et BCL2 ont suggéré que les
altérations fréquemment observées dans les LBDGC NOS sont rarement observées dans
les LBDGC EBV+.%° Ces résultats ont été constatés essentiellement chez les personnes
agées. Aucune étude ne prenant en compte les sujets jeunes n’a été réalisée a ce jour ; ce
qui nous avait poussé a la réaliser secondairement dans notre étude, malheureusement
cette technique n’a pas pu aboutir.

L’IL-6 est une cytokine de la phase aigué¢ de I’inflammation. Ubiquitaire, elle est
produite par les lymphocytes T, les lymphocytes B, les monocytes, les macrophages, les
cellules mésothéliales, les fibroblastes, les cellules endothéliales, les kératinocytes et
diverses cellules tumorales. Elle se lie au récepteur de I’'IL-6 (IL-6R), existant sous deux
formes[: soluble ou membranaire. Ce récepteur est composé de deux chaines alpha se
liant a I’IL-6 et de deux chaines béta — gp130 —, agissant comme transducteur de signal.
Le complexe IL-601/1IL-6R[1/[1gp130 est capable d’activer les deux voies de
signalisation intracellulaires, STAT3 et MAPK, via I’activation de JAK?"?,

Le rdle possible de 1'L-6 dans une croissance autocrine des myélomes a été déja
étudié*'*. En outre, I'L-6 pourrait jouer un role dans la pathologie liée a L’EBV
puisqu'elle favorise 1'établissement in vitro de lignées lymphoblastoides B induites par
ce virus.
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Dans les carcinomes du nasopharynx, IL-6 est liée a I’expression de 1’oncoprotéine
virale LMP-1. A son tour, LMP-1 induit la production de I’'[L-6 via I’activation de
STAT3 induisant d’une maniére autocrine 1’expression de LMP-1. Enfin, I’IL-6 induit
I’expression de NOS2 via NF-kB.>"” . En revanche, Villavicencio et al ont montré que la
surexpression de la NOS2 pouvait inhiber I’expression de I’'IL-6 et 1’activation de
STAT3*'.

Aussi, les études ont montré le role de I’IL-6 dans D’entretien chronique de la
prolifération des lymphocytes B est une cible thérapeutique potentielle.

Dans cette hypothése, nous nous sommes intéressé a étudier cette voie de signalisation
IL-6, dont le role d’activation des deux voies NF-kB et JAK / STAT3 a été bien établi
dans les carcinomes.

Dans notre étude, il a été noté une différence significative de I’expression d’IL-6 entre
les LBDGC EBV+ et EBV- p=0,002. Cependant, son expression différait. Elle a été
notée essentiellement par les cellules lymphoides tumorales et le ME dans les LBDGC
EBV+ et par seulement le ME des LBDGC EBV-.

L’analyse de corrélation bivariée par le test de Pearson a montré une corrélation
significative entre [’expression d’IL-6 et STAT3 (r=0,368, p=<0.000) et entre
I’expression d’IL-6 et NF-kB P 50 (r=0,272, p=0.009).

Nous suggérons que I’'IL-6 a role clé dans la lymphomagenése des LBDGC EBV+
L’expression d’IL-6 par les cellules lymphoides tumorales et par les cellules du ME
activerait les facteurs de transcription STAT3 et NF-kB P50.

L’expression notée dans le ME essentiellement des LBDGC EBV- pourrait étre
attribuée a I’induction de IL-17 cytokine clé des cellules Thl7, a effet pro-tumoral.
L’IL-17 induit ’expression de 1I’'IL-6 par les cellules tumorales et dans le stroma qui a
son tour active le facteur de transcription STAT3 régulant positivement les génes de
survie et de I’angiogénése'*’ .

A D’¢re de I’'immunothérapie, la compréhension des mécanismes d’échappement des
cellules lymphoides tumorales au contréle du systéme immunitaire parait de plus en
plus cruciale

Des progreés considérables ont été réalisés dans la caractérisation des cellules
immunitaires au sein des cancers. La majorité des travaux ont été réalisés par technique
IHC grace au développement d’anticorps monoclonaux performants dirigés contre des
sous-populations de plus en plus spécifiques au plan phénotypique comme au plan
fonctionnel.

Ces travaux ont porté essentiellement sur les tumeurs solides, carcinomes ou
mélanomes, mais peu dans les lymphomes.

Dans cette optique, nous nous sommes intéressés a étudier la composition et le
phénotype du ME des LBDGC EBV+.
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L’¢tude de ce ME a pour objectif de fournir une meilleure compréhension du rdle de
I’EBV dans la lymphomagenese des LBDGC.

Et dans le but de caractériser ces TIL, nous avons étudié :

— L’expression des marqueurs Pan T : CD3 et CD35,

— Le profil cytotoxique,

— Le profil immunomodulateur (Treg),

— Et les inhibiteurs des points de contrdles immunitaires dont les
publications sont de plus en plus nombreuses.

Les marqueurs Pan T : CD3 et CDS5 ont été exprimés de facon quasi égale dans les
deux groupes. Il n’existait pas de différence significative de leur expression par rapport
au statut EBV. Cette constatation a été également notée dans des publications
antérieures” .

Les TIL CD3+ et CD5+ ¢taient la population T prédominante n’ayant pas d’impact
quelque soit le statut EBV.

Ainsi, nous n’avons pas constaté 1’expression du CD5 par les cellules lymphomateuses
dans les deux groupes dont I’expression doit étre recherchée impérativement devant tout

LBDGC selon les recommandations actuelles de la classification OMS?.

Concernant le profil cytotoxique, nous avons noté une différence significative entre les
LBDGC EBV+ et LBDGC EBV- avec un p significatif des différents marqueurs de
cytotoxicit¢ CD8 p=0,0077, Granzyme B p<0,0001, Tialp<0,0001, Perforine p<0,0005.

Il n’a pas été constaté de différence significative pour les marqueurs des TIL reg CD4
(p=0.49), CD25 (p=0.26), FOXP3 (p=0.06) ainsi que la cytokine TGF-B (p=0.29) entre
les deux groupes.

Le profil T reg a un réle immunosuppresseur dans les lymphomes quelque soit le statut
de ’EBV.

Quant aux immunecheckpoints, il a été observé une différence significative de
I’expression de PD-L1 par les cellules lymphomateuses p<0,0001. Cette expression a
été retrouvée dans 100% des LBDGC EBV+ et dans 24.4% des LBDGC EBV-.

Le PD-1 exprimé par les cellules lymphoides tumorales n’a pas montré de différence
significative entre les deux groupes p=0.261.

L’expression du récepteur PD-1 et de son ligand PD-L1 a été également observée au
niveau des cellules microenvironnantes dans tous les cas avec des pourcentages
variables.

Cependant, dans notre travail nous nous sommes focalisés essentiellement sur
I’expression de PD-1 par les lymphocytes du ME et leur relation avec les TIL
régulateurs. L’expression de ce dernier a montré une différence significative entre les
deux groupes EBV+ et EBV- avec un p<0.0001.

Peu d’articles sur I’étude des caractéristiques des cellules non tumorales des LBDGC
EBV+ ont été publiés a ce jour.
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Cohen et al (2017) ont été les premiers a réaliser une étude dans ce sens, prenant en

compte les critéres de la derniére classification de ’OMS.'**

Les publications antérieures ont été réalisées chez les sujets agés, mais avant la nouvelle
définition de cette entité dans la classification OMS 2016, certains auteurs ont comparé
le phénotype du ME, entre les sujets jeunes et 4gés' % .

Dans les LBDGC EBV+ du sujet ag¢, la sénescence du systéme immunitaire lors du
processus de vieillissement jouerait un role majeur dans la lymphomagenéese. C’est un
processus associ¢ a I'immunité physiologique. Un vieillissement caractérisé par une
série de changements dans la fonction de I'organisme du systéme immunitaire :

e La dérégulation de la réponse des lymphocytes T,

e [’atrophie thymique,

e une réduction de l'incidence de l'infection par l'apparition de nouvelles cellules
T,

e le développement de cellules mémoire anergiques,

e la perte de I'i'mmunosurveillance

Les déficiences dans la production de cytokines, ainsi que dans le répertoire des
récepteurs des lymphocytes T sont des processus qui sont associés a la sénescence du
systeme immunitaire. Ce qui explique l'incidence élevée de ce type de lymphome chez
les sujets agés'**'*.

Chez les sujets jeunes, il a ét¢ démontré dans une publication portant sur 46 patients
LBDGC EBV+, une dysrégulation des points de controle immunitaires, de I’axe PD-1 /

, . . . e , \ 15
PD-L1 réalisant un environnement immunitaire inhibiteur et tolérogéne.

Les lymphomes associés a I'EBV utilisent divers mécanismes pour supprimer les
réponses des cellules T>". Néanmoins, de nombreuses publications, sur plusieurs types
de lymphomes a l'exception du LHC, ne différencient pas la présence de I'EBV. Cette
distinction est importante car, plusieurs différences telles que la composition du ME
immunitaire de la tumeur pourraient exister.

Nous avons comparé nos résultats avec la seule étude publiée a 1’heure actuelle sur les
LBDGC EBV+, celle de Cohen et al'®. Ces auteurs ont étudié l'association entre
l'infection tumorale par 'EBV, les caractéristiques cliniques et 1'expression d'un certain
nombre de marqueurs cellulaires, de cytokines et de chimiokines dans le ME tumoral
par des techniques moléculaires et immunohistochimiques, afin de mettre en lumiére
certains aspects de la relation entre l'infection, I'immunité de la tumeur et 'note'®*.

Leurs résultats sur le profil d'expression des geénes de cytokines et de chimiokines ont
révélé qu’une des caractéristiques les plus notables dans les LBDGC EBV+ est la
régulation positive de la cytokine immunosuppressive 1'lL-10, notée a la fois par les
cellules tumorales et le ME. Aucune différence statistiquement significative n'a été
détectée en fonction du statut EBV.
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Dans notre série, nous avons plutét étudié la cytokine immunosuppressive TGFp,
principale cytokine exprimée par les Treg Th3.

TGFp joue un rdle crucial dans I’établissement de leurs effets immunosuppressifs dans
le ME tumoral et a un réle dans la régulation de la survie, la différenciation, la
prolifération et 1’apoptose des cellules.

Nos résultats sont comparables aux résultats de Cohen, puisque aucune différence
signification n’a été notée entre les deux groupes EBV+ et EBV-. TGFp a été également
exprimé a la fois par les cellules lymphomateuses et le ME.

Les études réalisées sur le LHC EBV+ ont montré une augmentation similaire de
l'expression des génes de cytokines immunosuppresseurs (IL-10 et TGFB)*’. Quant a
I’expression des TIL reg CD4+, CD25+ et leur facteur de transcription FOXP3, nos
constatations sont également concordantes, aucune différence significative n’a été
notée quelque soit le statut de ’EBV.

Plusieurs études ont associé¢ le nombre ¢levé de Treg dans les tumeurs des patients

, . , .. . . 144
cancéreux avec la progression tumorale, la métastase et une diminution de la survie ™.
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Dans le ME, les Treg peuvent étre recrutées ou induites par différents mécanismes = .

En effet, les Treg peuvent étre recrutées vers le site tumoral via la cytokine CCL-22,
produite dans le ME. Mais les Treg peuvent étre également induites a partir des cellules
T naives par le TGF-f.

Cohen et al n’ont pas trouvé pour l'expression du transcrit de 1'1L-10, ni CCL20 ni IFNy,
ni analysé la moindre preuve d'association avec la présence d'EBV, contrairement a ce
qui avait été décrit dans les études du LHC in vitro.

De plus, l'absence de différences dans la population de lymphocytes T, en particulier
concernant Treg, analysée entre le ME des LBDGC EBV + et les LBDGC EBV-
renforce les résultats sus-mentionnés.

Ainsi, leurs observations et les résultats de notre série suggerent que le profil
immunosuppresseur induit par les TIL reg n’est pas nécessairement modifi¢ par la
présence du virus. Sachant que la cohorte de patients dans la série de Cohen a été de
102 LBDGC avec une prévalence d’EBV a 12.6% (12 /102).

La fonction suppressive dans les lymphomes en général a été classée en quatre groupes:
(a) Tregs suppresseurs,

(b) Tregs malins,

(c) Tregs tuant directement les tumeurs,

(d) Tregs incompétents.
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La classification en quatre groupes est significative dans la prédiction du pronostic et la
conception d'immunothérapies a base de Tregs pour le traitement de ces lymphomes' ™.
Dans les LBDGC, le profil Treg est celui de Treg killers ou la cytotoxicité anti-tumorale

est renforcée.

Les résultats préliminaires pour I’expression de FOXP3 dans les LBDGC EBV- sont
contradictoires, possiblement expliqués par le faible nombre de publications réalisées.

Dans un modele de régression de Cox, en tenant compte des résultats cliniques par
stades et ages, les nombres de FOXP3 + Treg ont été de signification pronostique
indépendante pour la maladie dans les LBDGC-GC'™.

En revanche, les Tregs sont de mauvais pronostic dans les LBDGC-non GC, ABC. La
raison de ces divergences reste obscure, les auteurs ont suggéré que l'expression de
FOXP3 + par les cellules Th1 activées pourrait fournir une explication'>.

Une étude récente publiée en 2017 a montré que le nombre de FOXP3+ Tregs, était un

marqueur de bon pronostic dans les LBDGC'?’,

Des recherches supplémentaires sont nécessaires sur l'utilit¢ de Tregs comme facteurs
pronostic et dans les stratégies thérapeutiques des LBDGC.

Inversement, comme on pouvait s'y attendre, un profil de ME a prédominance
cytotoxique, caractérisé par un nombre élevé de lymphocytes T CD8 + et d'expression
de Granzyme B, de perforine et de Tial a été observé dans notre série avec une
différence statistiquement significative entre les EBV+ et les EBV-.

Nos résultats, similaires avec ceux de Cohen, n’ont été évalués que pour I’expression de
164
CDS8 et de Granzyme B ™"

Perforine et Tial sont des marqueurs cytotoxiques a action cytolytique a la fois des LT
cytotoxiques et des cellules NK activés.

Leur évaluation dans notre travail, a ét¢ motivée par une publication antérieure dans les
LBDGC NOS associant ces deux protéines avec CD8 et CD56 dont les résultats ont
montré dans une cohorte de 195 LBDGC NOS, que la présence d’un faible pourcentage
de TIL Tial dans le ME des LBDGC était associée & un bon pronostic'®.

Les LT cytotoxiques sont un composant essentiel du systéme immunitaire. Ces cellules
sont responsables de la destruction des cellules tumorales, des cellules infectées par un
virus et du controle des infections virales persistantes et réactivantes, soit par la

sécrétion d’interféron-y et/ou la destruction de la cellule hote par apoptose.

La mort d’une cellule est induite par I'excrétion de Perforine et de sérines protéases
comme les granzymes qui sont contenus dans des granules intracellulaires et activent
diverses voies de signalisation aboutissant a I’apoptose de la cellule cible.

Parmi ces granzymes, le Granzyme B est I’un des principaux inducteurs de 1’apoptose ;
il est exclusivement délivré dans le cytoplasme des cellules cibles par la perforine®’.

Il est clair que le virus EBV est capable de moduler le ME échappant ainsi au contréle du

systéme immunitaire par une importante réponse cytotoxique?* .
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La présence d’infections persistantes, telles que le virus EBV ou d’autres antigénes
persistants, induit également un phénoméne appelé épuisement immunitaire, qui
contribue a la perte de ’immuno-surveillance et il pourrait en résulter une prolifération

incontrdlée de lymphocytes B infectés par PEBV'*,

Dans notre modele d’analyse multivariée par régression Cox, le CD8 a été retenu
comme variable indépendante avec un p=0.03.

Ce profil cytotoxique du ME semble faire partie des mécanismes de lymphomagenése
dans les LBDGC EBV+.

Ainsi, la cellule tumorale peut échapper a la lyse par une cellule cytotoxique T CD8+
selon différents mécanismes :

» comme la non-reconnaissance (via la diminution ou 1’absence d’expression de
molécules du CMH de classe I),

» mais aussi, par I’échappement via I’expression de certaines molécules — les
immune-checkpoints —, dont I’attachement a leur récepteur sur les cellules
immunitaires module et/ou inhibe la réponse immune.

L’interaction entre le récepteur PD-1 (exprimé par les lymphocytes T et B) et son ligand
PD-L1 (exprimé par les cellules tumorales et par les cellules immunitaires et notamment
par les CPA) induit une inhibition des lymphocytes T effecteurs et ’augmentation de
I’activité des cellules T régulatrices jouant ainsi un role clé dans I’échappement tumoral
a la réponse immunitaire. De ce fait, la stratégie d’utilisation d’anticorps ciblant ces
différentes molécules du verrou immunologique comme les anti-PD-1 et anti-PD-L1 est
parfaitement légitime dans les LBDGC”’.

PD-L1 peut étre exprimé par les cellules tumorales et par les cellules du ME comme les
macrophages, tandis que PD-1 est habituellement restreint aux TIL'>*'°.

L’expression de PD-1 est décrite presque exclusivement dans les TIL du ME des
LBDGC*****, De rares observations ont cependant décrit dans un faible pourcentage de
cas, ’expression de PD-1 a la surface des cellules lymphomateuses et la possible

co-expression de PD-1 et de PD-L1 par les mémes cellules tumorales™*.

Dans notre série, I’expression de :

v' PD-L1 a été notée dans 100% des cellules lymphoides tumorales EBV+ et
24.4% des cellules lymphoides tumorales EBV-.

v' Le PD-1 a été exprimé par 15.4% des LBDGC EBV+ et 6.4% des LBDGC
EBV-.

Cependant, la différence d’expression dans les TIL du ME a été significative entre les
deux groupes avec un p<0.0001.

Kiyasu et al ont rapporté que le nombre de TIL PD-1+ était plus élevé dans les LBDGC
du groupe GC, et inversement corrélé au nombre de cellules tumorales et/ou immunes

PD-L1+, mais ces résultats sont controversés'>® .
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La fréquence d’expression de PD-L1 dans les LBDGC est de I’ordre de 20% a 30%,
mais dépend du seuil de positivité retenu (celui-ci allant de >5% a 30%) et du
compartiment cellulaire analysé, tumoral ou environnemental.

Nos résultats sont concordants avec les données de la littérature avec un seuil de
positivité a 30%.

Une méta-analyse publiée trés récemment (2019), a indiqué que 1’expression de PD-L1
par les cellules lymphomateuses est significativement associée a une survie globale
inférieure chez les patients LBDGC NOS™.

Les analyses de sous-groupes ont démontré que 1’expression de PD-L1 était un
marqueur de mauvais pronostic dans les populations Asiatiques, en particulier chez les
Chinois. Une des raisons de ces différences pourrait étre la diversité génétique parmi les
différentes ethnies. En outre, cette équipe a constaté que le role pronostique de PD-L1
dans LBDGC a démontré une importance accrue lorsque le cut off de 30% est utilisé™.
Malgré ces réserves quant au seuil et de ce fait la variabilité¢ de fréquence d’expression
de PD-L1 dans les LBDGC, les données de la littérature sont concordantes sur la
fréquence plus élevée de cellules tumorales PD-L1+ dans les LBDGC de phénotype non
GC'"*** ainsi que I’association forte entre 1’expression de PD-LI et la présence
d’EBV™.

Ce dernier résultat est en accord avec d’autres études visant a analyser le lien entre
lymphoprolifération et EBV comme dans les LBDGC EBV+ (100% de cellules
tumorales PD-L1+)***, dans les syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation
(SLPT) EBV+ (60% de cellules tumorales PD-L1+), ou dans les lymphomes
plasmablastiques EBV+ (20% de cellules tumorales PD-L1+)**'*® Toutefois, dans les
SLPT et les lymphomes plasmablastiques, la positivit¢ de PD-L1 a été également
rapportée dans des tumeurs EBV-.

Ainsi nos résultats sur I’expression de PD-L1 dans 100% de nos cas est similaire aux
données de la littérature.

Par ailleurs, I’infection par EBV induit une activation constitutive de la voie AP1 et de
ses composants cJUN et JUN-B activant directement le promoteur de PD-L1 ou via
I’activation de JAK3-STATS"".

Le facteur de transcription STAT3 est connue pour induire 1’uprégulation de
I’expression de PD-L1'%. Une récente publication (2018) par I’équipe de Kwon a mis
en évidence I’implication clinico-pathologique de PD-L1 et I’expression du facteur de
transcription phosphorylé pSTAT3'**
L'altération génique et l'expression protéique de PD-L1 et de pSTAT3 étaient
étroitement liées dans LBDGC et plus notées dans le sous-type non-GCB. En plus de la
signification clinique connue de pSTAT3, l'expression des cellules immunitaires de
PD-L1 avait également une valeur clinique liée a pSTAT3. Ces résultats peuvent fournir
¢galement une nouvelle stratégie immunothérapeutique.

, influant sur une survie inférieure.

L’analyse de corrélation bivariée par le test de Pearson a montré une corrélation
significative entre 1’expression de PD-L1let STAT3 (r=0,287, p=0.006) dans notre série,
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sachant aussi que la majorité de nos lymphomes étaient de sous type non GC ABC,

. , 154
corroborant ainsi les résultats de Kwon .

Quan et al (2015) ont démontré que le nombre de cellules T effectrices / mémoire et de
cellules PD-1 positives infiltrant les LBDGC (EBV + et EBV-) sont plus élevés que
leurs homologues dans le sang périphérique indiquant ainsi une inhibition ou une fuite
immunitaire malgré la présence d'EBV. De plus, il a également ét¢ démontré que les
cellules lymphoides EBV + augmentaient l'expression de PD-1 sur les cellules T,
réduisaient leur prolifération et la sécrétion de plusieurs cytokines in vitro>®.

PD-1 est exprimé par les TIL dans le ME dans plusieurs hémopathies malignes,
notamment: le lymphome folliculaire et le lymphome de Hodgkin. ***

Il a déja été démontré que le nombre de PD-1 + TIL est corrélé a un mauvais pronostic
dans les tumeurs solides?>**° tandis que la présence d’un nombre élevé de PD-1 + TIL
était facteur pronostique favorable chez les patients atteints de LBDGC NOS'°.

Cohen et al, ont démontré que les TIL PD-1+ ¢levé fournissent un environnement
tolérogene, qui peut inhiber la réponse immunitaire locale spécifique de la tumeur.

Cette expression a été associée a une survie inférieure. Ces auteurs ont suggéré que cet
environnement immunosuppresseur dans un contexte d’une infection a EBV pourrait
affecter la réponse immunitaire cytotoxique locale virale spécifique et probablement la
survie du patient'®*.

Dans cette hypothése, nous avons corrélé dans notre travail I’expression de PD-1 et de
FOXP3. Le score de corrélation de Pearson a montré une corrélation significative entre
I’expression de PD-1 et FOXP3 (r=0,56, p=<0.0001) avec une régression linéaire. Nos
résultats renforcent I’hypothése émise par Cohen selon laquelle une réponse cytotoxique
spécifique de I’EBV peut entrainer une inhibition de cette réponse immunitaire, par les
cellules PD-1 +, entrainant ainsi une survie inférieure.

Par conséquent, la régulation de 1'immunosuppression induite par ’EBV en inhibant le
PD-1 et ses ligands pourrait non seulement améliorer les résultats de I’immunothérapie,
mais également améliorer l'efficacité du traitement conventionnel du LBDGC NOS.

D'autres études in vitro et in vivo seront nécessaires pour ¢valuer les effets du ME
tolérogeéne dans le contexte de la réponse cytotoxique spécifique de I'EBV dans les
LBDGC et leur impact clinique.

Dans notre travail de these, I’analyse de I’immunophénotype du ME des LBDGC EBV+
en comparaison aux LBDGC EBV- a montré que le ME des LBDGC EBV+ a des
caractéristiques spécifiques associées a un immunophénotype immunosuppresseur avec
une augmentation des cellules T CD8 + et des cellules effectrices cytotoxiques :
Granzyme B, Perforine et Tial.

Cependant, cette réponse spécifique co-existe avec un milieu tolérogéne, par
I’expression de PD-1, dans le ME des LBDGC EBV +.
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Nous avons également estimé dans notre travail, les facteurs histo-pronostiques connus
dans les LBDGC NOS.

On a noté une différence significative de 1’expression de c-MYC et P53 par les cellules
lymphomateuses entre les LBDGC EBV+ et EBV- p<0,0001.

Leur expression a été constatée dans 100% des LBDGC EBV+.

Il n’a pas été constaté de différence significative pour I’expression de BCL2 p=0.26
ainsi que la co-expression de c-MYC et BCL2 entre les deux groupes p=0.66.

L’expression de I’index de prolifération Ki67 était élevée dans les deux groupes.

Une seule étude publiée en 2017 a été réalisée évaluant I’impact clinique de
I’expression de ces 4 marqueurs dans les LBDGC NOS dans une cohorte de 97 LBDGC
NOS?*’. Cependant cette étude a une limite d’étre rétrospective. Celle ci a démontré que
I’expression de ces 4 marqueurs était corrélée & un mauvais pronostic et un taux de
survie faible.

BCL2 est une protéine régulatrice de I’apoptose. Elle est exprimée de maniére
hétérogene dans les LBDGC NOS. Dans les LBDGC GC la t (14,18) translocation est
impliquée, contrairement aux LBDGC non GC ABC ou une amplification génique et
une uprégulation de la transcription est responsable de son expression. Les LBDGC GC
exprimant BCL2 présentent une faible réponse au traitement R-CHOP classique par
rapport aux LBDGC non GC. Elle a été exprimée dans 30.8% des LBDGC EBV+ et
47.4% des LBDGC EBV-.

La protéine c-MYC est exprimée jusqu’a 30% des LBDGC NOS. L’expression de
c-MYC ne semble pas €tre corrélée a un mauvais pronostic, mais plutét la co-
expression de c-MYC et BCL2 semblent indiquer une survie globale faible et sans
maladie’’. C’est pour cela qu’elle doit faire partie actuellement du panel d’anticorps
dans les LBDGC NOS ; cette co-expression est recommandée par la classification OMS
2016°.

De plus, la co-expression c-MYC — BCL2 semble avoir une incidence plus élevée dans
les LBDGC non GC ABC et apparait comme facteur pronostic plus important que la
CO0™".

L’expression de c-MYC a été retrouvée dans 100% des LBDGC EBV+ et 38.5% des
LBDGC EBV-. Nos résultats sont concordants avec les données de la littérature, et
comme nous 1’avion susmentionné, 1’expression ¢élevée de c-MYC est corrélée au statut
EBYV, et est incriminée dans le processus de lymphomagenése de ce dernier.

La co-expression c-MYC-BCL2 a été retrouvée dans 23.1% des LBDGC EBV+ et
17.9% des LBDGC EBV-. Cette co-expression a été significative sur la survie globale
des patients dans le travail de thése de Mekhlef' ™.

P53, en revanche, joue un réle controversé en tant que marqueur pronostique, comme le
montrent les résultats de plusieurs études. Cette discordance peut étre expliquée par des
seuils différents de positivité ou une taille réduite de 1’échantillon **”°. Cependant, les
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études récentes avec un seuil de positivité > a 30% était en corrélation avec un taux de
survie globale faible et de survie sans maladie®”. Son expression a été notée dans 100%
des LBDGC EBV+ et 32.1% des LBDGC EBV-.

Cette forte expression dans les LBDGC EBV+ serait probablement due plus au taux de
survie plus bas que celui notée dans les LBDGC EBV-. Cette hypothése doit étre aussi
vérifiée par une étude pronostique. D’autant plus qu’une seule publication antérieure,
celle de Song et al a démontré une expression élevée de ces marqueurs histo-
pronostiques dans les LBDGC EBV+7,

L’index de prolifération Ki67, malgré de nombreuses tentatives de corrélation de son
expression a d'autres marqueurs biologiques ou a certains résultats cliniques et
thérapeutiques, n’a pas €té concluante. C’est plus un marqueur utile pour le diagnostic

en routine??®

Dans I’analyse multivariée par régression cox, le modele final a retenu trois variables
indépendantes qui sont la réponse au traitement p=0.02, 1’expression du CD30 p=0.01
et du CDS8 avec un p=0.03 qui sont liées au statut EBV, et sembles étre discriminatives
entre les deux groupes EBV+ et EBV-.

Ces résultats sont concordants avec les publications Asiatiques et Sud-Américaines.
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Le LBDGC EBV+ est un lymphome agressif peu commun associé a un pronostic plus
défavorable a I'ére de la chimio-immunothérapie. Des études en cours ont montré que
I'EBV a un impact sur l'environnement de personnes d'origines ethniques différentes.
Les patients de I'Asie, d'Amérique latine et d'Europe de 1'Est semblent avoir une survie
relativement faible, alors que les patients Nord-Américains n'ont montré aucune
différence de survie par rapport aux patients atteints de LBDGC EBV-.

Sa prévalence est encore sous-estimée car, il n y a toujours pas d’étude de grande
envergure dans ce sens et I’hybridation in situ EBER n’est pas réalisée
systématiquement devant une morphologie d’un lymphome a grandes cellules.

L’absence de déficit immunitaire est un critére majeur pour porter ce diagnostic.

La prévalence de ’EBV dans les LBDGC est estimée a 8% dans notre série, rejoignant
les séries Asiatiques. Celle-ci reste élevée par rapport aux pays Occidentaux et
I’incidence des LBDGC est considérable avec un age plus jeune dans notre pays d’aprés
les différentes études Algériennes publiées ainsi que dans notre travail de these. Ceci
suggere de rechercher d’autres facteurs étiologiques, liés a ce type de lymphome et
surtout de réaliser des études multicentriques afin de confirmer ou de déterminer cette
prévalence.

Le cut off a 20% largement publié peut étre utilisé si I’expression des transcrits EBERs
est notée dans les cellules lymphomateuses, et surtout ne pas confondre cette expression
avec les cellules microenvironnantes qui peuvent exprimer I’EBV.

Les sujets agés sont plus touchés par rapport aux sujets jeunes avec une légére
prédominance féminine chez les sujets agés et masculine chez les sujets jeunes.

La localisation est le plus souvent ganglionnaire.

Le LBDGC EBV+ NOS est une entité clinico-pathologique distincte. L'OMS reconnait
qu'il existe un polymorphisme histologique avec, un continuum allant d’une
prolifération polymorphe a une prolifération diffuse de grandes cellules, avec souvent
un aspect en ciel étoilé sur un fond réactif doté de nombreux petits lymphocytes ou
histiocytes ; la nécrose est fréquente. Le sous type polymorphe LBDGC like avec
présence d’un ciel étoilé et aspect nodulaire avec parfois de la nécrose ainsi que la
présence de cellules Reed Sternberg et Hodgkin like a été le plus constaté dans notre
série.

Cet aspect morphologique peut étre problématique en routine. Cependant, la recherche
de I’expression du CD15 dans tous les cas peut aider a éliminer un LHC.

Ces lymphomes sont essentiellement de phénotype non GC, ABC qui est lié & un
mauvais pronostic et a un stade clinique avancé.

Le type de latence II est plus fréquent chez les sujets jeunes et III chez les sujets ageés.

Notre étude a montré que le LBDGC EBV+ est un sous-type génétiquement unique
avec une activation accrue des voies canoniques NF-kB et JAK / STAT3, c-MYC et IL-
6. Cette dernicre voie n’a toujours pas €t¢ explorée ou publiée.
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L'expression de NF-kB et de STAT3 phosphorylé et IL-6 est observée de maniere plus
importante en comparaison aux LBDGC EBV- ce qui suggére de nouvelles cibles
thérapeutiques.

Nous avons également démontré que I’immunophénotype du ME réalisé dans le but de
mieux comprendre les mécanismes de la lymphomagenése des LBDGCB EBV+ et la
connaissance du mécanisme de résistance aux traitements a des caractéristiques
spécifiques associées a un immunophénotype immunosuppresseur avec une
augmentation des cellules T CD8 + et des cellules effectrices cytotoxiques : Granzyme
B, Perforine et Tial.

Cependant, cette réponse spécifique coexiste avec un milieu tolérogéne par,
I’expression de PD-1 dans le ME des LBDGC EBV+ en plus de I’expression du PD-L1
dans 100% des cas.

Cette constatation ouvre la voie a I’utilisation des inhibiteurs des immune-checkpoints
comme cible thérapeutique surtout a I’ére de I’immunothérapie.

La recherche de I’expression de CD30 parait de plus en plus importante en routine.
Cette expression dans les LBDGC EBV+ est liée a un taux de survie plus faible et a une
mauvaise réponse au traitement suggérant une justification solide au traitement ciblé sur
la voie d'activation de CD30 pour ces patients positifs a la fois au CD30 et a ’EBV.

Les progrés dans la connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans la
lymphomagenése du LBDGCB EBV+ a permis d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques spécifiques pour le traitement de ces lymphomes, suggérant de nouvelles
possibilités d'améliorer le pronostic de ces patients.

Une connaissance précise des voies immunologiques ciblées par les nouvelles
biothérapies est nécessaire pour que le clinicien puisse apprécier au mieux les
indications de ces traitements.

Les 3 variables indépendantes (CD30, réponse au traitement et CDS8) retenues par le
modele final, dans notre analyse multivariée par régression sont fortement
discriminatives dans les deux groupes LBDGC EBV+ et EBV-.

Notre étude est en grande partie conforme aux conclusions antérieures et apporte de
nouvelles considérations aux hématologues au cours de leur pratique. Cependant, ces
résultats doivent étre confortés dans une cohorte plus élevée avec un traitement
homogene, le seuil de positivité de I’EBV par technique HIS et la définition des sous-
types histologiques LBDGC EBV+ doivent étre mieux considérés.

Ainsi, la fréquence élevée du LBDGC NOS dans notre pays et tous les facteurs étudiés
dans notre série, dont la plupart sont considérés comme facteurs pronostiques dans les
LBDGC NOS, nous poussent a réaliser une ¢étude pronostique multicentrique,
permettant ainsi d’ouvrir la voie a de nouvelles perspectives thérapeutiques.
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Les points forts de ce travail sont : premiére étude de prévalence de ’EBV

dans les LBDGC en Algérie et au Maghreb, nombreux anticorps utilisés par

technique automatique de pointe avec controles dont certains n’ont pas encore

¢été publiés ou peu documentés. D’autres voies de lymphomagenése ont été

étudiées.

Les limites : étude unicentrique, durée moyenne de suivi des patients, faible cohorte de
patients EBV- traités par R-CHOP étudiés et non disponibilité d’outils moléculaires.
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Au terme de ce travail de recherche et compte tenu des points forts identifiés et des

limites essentiellement matérielles rencontrées, il nous semble opportun d’indiquer des

pistes d’amélioration qui assureraient un approfondissement de la connaissance (Ou
investigation) du LBDGC NOS ainsi que I’identification de schémas thérapeutiques
plus performants :

>

>

Réaliser une étude multicentrique afin de mieux estimer la prévalence de
I’EBV.

Intégrer la recherche de transcrits EBERs par HIS en routine, ou au plus devant
une architecture diffuse ou nodulaire, aspect en ciel étoilé, nécrose, cellules de
Reed Sternberg like (Proposition d’un algorithme décisionnel (Annexe 8,
Figure 106). Le cut off de 20% peut étre utilisé si les cellules lymphomateuses
sont exprimeées.

Réaliser une étude pronostique sur les LBDGC NOS et intégrer tous les facteurs
¢tudiés ainsi que le statut EBV comme facteur pronostic.

Mettre en place un groupe d’étude des LBDGC en Algérie, intégrant cliniciens
et pathologistes experts en hématopathologie.

Améliorer le pronostic des patients atteints de LBDGC NOS par des
campagnes de sensibilisation des médecins généralistes.

Réaliser la sérologie EBV de fagon systématique surtout chez les sujets jeunes
Explorer toutes les voies de lymphomagenése ainsi que les inhibiteurs des
points de contréle immunitaires dont les résultats sont prometteurs dans les
nouvelles stratégies thérapeutiques dans ce type de lymphome.
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Annexe 1
CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE FRANTZ-FANON BLIDA
SERVICE D’ANATOMIE PATHOLOGIQUE
Pr. W. OUAHIOUNE

Fiche d’Hématopathologie/ Données Cliniques

Nom :............ Prénom: ............... Sexe ;: H, F.

Nom de jeune fille : ..cccovvviiniiiiinnnnnnnn. N° de dossier
A

Age: covevennn. N° d'examen
T I

Hopital/clinique :........cceeveinnne. Préleveur:
Hématologiste : .......cccoevveiiniiniinnnnn

Date du préléevement: | | | /| _|_| / |_|_|_|_|Siége du
ganglion :..................

Heure de la biopsie ou de la biopsie exérése ................. Heure de mise dans le
formol ........

RCP: [COnon Cloui Date: | | |/ | |/ |||
Cytoponction[Onon [[oui Résultats.................. Prélévement pour

cytogénétiqueInon Joui

Biopsie antérieure (Jnon Joui Diagnostic............... Lieu 1°° Lecture ...........
N° Anapath.....

Traitement antérieur Cnon COoui
Préciser...cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e

Renseignements Cliniques :

Antécédents du patient : Notion de déficit
IMMUNItaIre....ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienaee,

ADP périphériques, ADP profondesTaille............ Siege coevvveiine verenn Syndrome
tumoral

SplénomégalieHépatomégalieEtat général......... FiévreSueursAmaigrissement
Echographie[non Ooui Résultats
TDM : Thoraciquenon Ooui Abdominale[non Ooui
Résultats......ccccevveiieiiniiiiiiniiiinnnnen
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Examen ORL....ccciiiiiiiireniierenceenennnes

PBO [COnon [oui Résultats  ....ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie N°
Anapath........ccoovnneee.

StadeClinique

ScorelPI

Réponse thérapeutique
Cytométrie en flux[Onon Ooui Résultats : Score de
Matutes...ccovveeiieiiieeiieiiinieiineeinecnens

Biologie: Hb ...... GB ..... % Lympho ....... Plaq ........ PhosphAlc ...... Gamma G:
VS ... LDH .......... Coombs direct ........... Sérologie : EBV
......... HépatiteB......

Hépatite C........ HIV...cocovenneenn.
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Annexe 2
CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE FRANTZ-FANON BLIDA
SERVICE D’ANATOMIE PATHOLOGIQUE
Pr. W. OUAHIOUNE
Fiche d’Hématopathologie/ Données Anatomopathologiques

Nom :............ Prénom: ............... Sexe ; H, F.

Nom de jeune fille : ....cooeviniiiniinnnannes N° de dossier

Age: coeevennn. N° d'examen

Hopital/clinique :........cccceenneee. Préleveur:

---------------------------------

Hématologiste : .....ccovvvviiiniiiniinnnn

Date du préléevement: | | | /| | | /| _|_| | |[Siége du

Heure de la biopsie ou de la biopsie exérése ................. Heure de mise dans le
formol ........

RCP: [Onon Coui Date:| | [/ | [/ | | | |
Cytoponction[Onon  [Toui Résultats.................. Prélévement  pour
cytogénétiqueInon Joui

Biopsie antérieure CJnon Joui Diagnostic............... Lieu 1¢ Lecture ...........
N° Anapath.....

Sous type
11T 0] 107 0 T
Sous type moléculaire CGB ou ABC

%

-----------

Type de latence I ou



Type de voie NF-xB classique ou alternative

Positivité de
N I 07 NU
Phénotype des cellules
L0011 0 1 U

Phénotype du microenvironnement tumoral

---------------------------------------------------------------

% d’expression de PDL1 des cellules tumorales et du microenvironnement
tumoral...............
Expression de CD30 et

Facteurs
RIStOPIrONOStIQUES...ciiuiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiietiiatetestseascsnscsnssennees

------

---------------------------------------------------------------------------------------------------------
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Annexe 3 : Classification d’Ann Arbor modifiée

I Atteinte d’une seule aire ganglionnaire ou
d’une seule structure lymphoide extra-
ganglionnaire (IE)

II Atteinte de 2 aires ganglionnaires ou plus
du méme c6té du diaphragme,
éventuellement associée a une seule
atteinte extra-ganglionnaire de contiguité
(ITIE)

IIT Atteintes ganglionnaires de part et d’autre
du diaphragme, éventuellement associée a
une atteinte splénique (III S ), atteinte
d’un seul organe extra-ganglionnaire de
contiguité (II1E)

IV Atteintes extra-ganglionnaire distincte
d’une localisation extra-ganglionnaire
contigué

Signes généraux, absents (A)
Présence d’un ou plusieurs signes généraux
(B):

- Fiévre supérieure 38°C pendant plus d’une
semaine sans infection documentée
- Amaigrissement de plus de 10 % du poids
du corps au cours des six derniers mois
- Sueurs nocturnes profuses obligeant le
patient a se changer

X : Masse tumorale volumineuse :
-masse médiastinale de diamétre égal ou
supérieur au tiers du diametre transverse

thoracique au niveau du disque intervertébral
T5-T6 (rapport MT > 0.33 sur un cliché
thoracique de face)
-ou masse ganglionnaire égale ou supérieure a
10 cm

E : Atteinte d’un seul viscére contigu ou
situé a proximité d’un territoire
ganglionnaire atteint

S : Si atteinte splénique
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Annexe 4 : Index Pronostic International

Index pronostique international (IPI): Facteurs défavorables

+ Age =60 ans

* Localisations extraganglionnaires =1

+ Stade d'Ann Arbor =12

« LDH = MNormale
* Indice de performance selon 'ECOG =2

Index pronostique international adapté a I'age (aalPl):
facteurs défavorables

* Stade d'Ann Arbor =2
+ LDH = Normale
* Indice de performance selon [ECOG =12

L’IPI permet de distinguer 4 groupes en fonction du nombre de facteurs présents :

Nombre de facteurs Risque

0-1 Faible

2 Intermédiaire faible
3 Intermédiaire haut
4-5 Haut

Indice de performance selon ECOG : L'état général du patient est évalué par un score de
gravité croissante élaboré par I'ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), qui va
conditionner I'intensité du traitement.

Stade 1 Une seule aire ganglionnaire atteinte
Stade IE Atteinte d’un seul territoire extra-ganglionnaire
Stade 11 > deux (02) aires ganglionnaires atteintes d’'un méme co6té du
ade .
diaphragme
Préciser le nombre d’aires ganglionnaires atteintes par I1(1) et II(2)
Stade I1E . ) . . s
Associé a une atteinte extra-ganglionnaire de contiguité
Stade II1 . . . . .
Atteinte ganglionnaire sus et sous diaphragmatique
Stade I1IS s ) L.
Associé a une atteinte splénique
Stade IIIE s . . . .,
Associé a une atteinte extra-ganglionnaire localisée
Stade - ) . . -
IIES Associé a une atteinte extra-ganglionnaire et splénique
Stade TV Existence d’une atteinte viscérale : cutanée, digestive, foie, poumon,
ade . . .
moelle osseuse, os avec ou sans atteinte ganglionnaire
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Tableau 57 : Classification d'Ann Arbor modifiée Classification d'Ann Arbor modifiée.

A | Absence des signes cliniques d’évolutivité

B | Présence d’au moins un des signes cliniques d’évolutivité

a Absence de syndrome inflammatoire

b Présence d’un syndrome inflammatoire

X | Présence d’une masse bulky

E | Présence d’une atteinte viscérale de contiguité

S Si atteinte splénique

Tableau 58: Echelle d'activité selon 'ECOG

ECOG 0 Absence de symptdmes

ECOG 1 Sujet symptomatique, mais pouvant poursuivre une activité ambulatoire
normale

ECOG 2 Sujet alité moins de 50% de la journée

ECOG 3 Sujet alité plus de 50% de la journée

ECOG 4 Sujet alité en permanence, nécessitant une aide pour les gestes quotidiens

L'TPI permet de distinguer quatre (04) groupes pronostiques en fonction du

nombre de facteurs présents.

Tableau 59: IPI standard

F
Variable zrlcteur Score IPI Pronostic
défavorable
Age > 60 ans 0-1 Faible
Taux de LDH Elevé 2 Injcermedlalre
faible
Intermédiai
ECOG 2 ou plus 3 fretmediatre
haut
Ann Arbor III ou IV 4-5 Haut
Nor‘nbre d’organes 2 ou plus U’n (01) point par facteur
atteints défavorable
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Annexe 5 : Préparation des prélévements tissulaires

Tableau 60 : Protocole de déshydratation et inclusion en paraffine des tissus Automate ST404

Solution Durée Température
d’immersion (T°)
Ringage PBS / T° ambiante
PBS / T° ambiante
Ethanol 80%(v/v) 30 min T°ambiante
Déshydratation  Ethanol 95 60 min T° ambiante
%(v/v)
Ethanol 95%(v/v) 60 min T° ambiante
Ethanol 60 min T° ambiante
100%(v/v)
Ethanol 60 min T° ambiante
100%(v/v)
Ethanol 30 min T° ambiante
100%(v/v)
Xyléne (sous 30 min T° ambiante
agitation)
Eclaircissement  Xyléne (sous 60 min T° ambiante
agitation)
Va Paraffine- 60 min 60°C
V2 Xyléne
Inclusion Paraffine liquide 24 heures 60°C
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Tableau 61 : Protocole de coloration a I'Hématoxyline-Eosine des coupes histologiques

Solution Durée d’immersion
Xyléne 2 min
Déparaffinage Xylene 2 min
Xyléne 2 min
Ethanol absolu 2 min
Ethanol absolu 2 min
Réhydratation Ethanol absolu 2 min
Eau distillée 2 min
Hématoxyline de Harris 2 min
Eau 2 min
Acide chlorydrique 0,001% 2 min
(v/v)
Coloration Ammoniaque 0,001%(v/v) 2 min
Eosine 2 min
Ethanol absolu 2 min
Ethanol absolu 2 min
Ethanol absolu 2 min
Déshydratation Xyleéne 2 min
Xyléne 2 min
Xyléne 2 min

Montage lame et lamelle
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Annexe 6 : Anticorps utilisés pour I’étude et technique
d’HIS

Tableau 62 : Principaux anticorps utilisés dans les LBDGC NOS

AC

CD20

CD79a

PAXS

BOB-1

OCT-2

CD10

BCL6

MUM1

Clone

L26

JCBI11

Dak-
Pax5
EP156
SP92

MRQ-

56C6

G/A18

MRQ-
48

Dilution

RTU

RTU

RTU

RTU

RTU

RTU

RTU

RTU

Technique
/Démasquage
Benchmark/
CC1 Standard
(64 minutes)
Benchmarck
/CC1
Standard (64
minutes)
Manuelle/
Autocuiseur
40 min
Manuelle/
Autocuiseur
40 min
Manuelle/
Autocuiseur
40 min
Bond I11I/ 20
min

Benchmarck
/CC1
Standard (64
minutes)
Manuelle/
Autocuiseur
40 min

Hybridation in situ chromogénique (CISH)

Durée
d’incubation
32 min

32 min

40 min

40 min

40 min

30 min

32 min

40 min

Révélation

Ultraview
Polymeére/HRP 2
¢tapes
Ultraview
polymére HRP 2
étapes

Envision
polymere HRP /
2 étapes
Envision
polymére HRP /
2 étapes
Envision
polymére HRP /
2 étapes
Polymere Bond
refine HRP /3
¢tapes
Optiview
Ventana/ 3étapes

Envision
polymére HRP /
2 étapes

Expression

Membranaire

Cytoplasmique

Nucléaire

Nucléaire

Nucléaire

Membranaire

Nucléaire

Nucléaire

Le kit de détection contient un anticorps primaire et un anticorps secondaire conjugué a
de la biotine, tous deux conjugués a de la phosphatase alcaline (AP) utilisée comme
enzyme chromogene. Au cours du processus de coloration bleue par ISH, la sonde
marquée a la fluorescéine s’hybride a des séquences d’ARN cible spécifiques dans les
cellules ou les tissus. Cette étape est suivie de 1’addition d’un conjugué enzymatique
streptavidine-phosphatase alcaline qui se lie a la biotine présente sur 1’anticorps
secondaire. La sonde marquée a la fluorescéine est alors visualisée a I’aide de 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) et de chromogene nitro-bleu de tétrazolium

(NBT), qui produit un précipité bleu rapidement détecté par microscopie optique
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Tableau 63 : Protocole de technique d'hybridation in situ EBER sur automate Ventana

Benchmarck Ultra

Déparaffinage 72°

CC2 T° 82° 4 Min Moyen

ISH Protéase 3 4 min

Sonde INFORM EBER Probe 10 min

Révélation U INFORM iVIEW Blue ISH

Contre coloration

Red Counterstain II 4 min

<

chévre anti-souris

~ phosphatase alca
Anticorps biotinylé de V p osp(gA_sF?Ae;came
s

Anticorps de

souris anti-

fluorescéine

HO
Hapténe- . o
fluorescéine Sonde marquée ala
Séquence ., _ fluorescéine
cible ’
ISH VIEWes: Detection
S—

Amplificateur

Signal bleu
BCIP
“\_/ .
Streptavidine-

Figure 104: Principe de l'hybridation in situ CISH
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Tableau 64 : Marqueurs du profil de latence

AC Clone Dilution Technique Durée Révélation Expression
/Démasquage d’incuba
tion
LMP1 CS.14 RTU Benchmarck 16 min Ultraview Cytoplasmique
Ultra Ventana/ HRP 2
CCI1 standard 64 étapes
min
EBNA2 Polyclo 1/100 Benchmarck 32 min Optiview + Nucléaire
nal Ultra Ventana/ amplifica
CC1 standard 64 tion,
min 3 étapes
Tableau 65 : Principaux marqueurs des voies de la ymphomagenése
AC Clone Dilution Technique Durée Révélation Expression
/Démasquage d’incub
ation
NF-kB Polyclon 1/100 Benchmarck 12 min Optiview Nucléaire
P65 al Ultra Ventana/ amplificatior
CCl1 léger 20 3 étapes
min
NF-xB Polyclon 1/100 Benchmarck 40 min Optiview Nucléaire
P50 al Ultra Ventana/ +
CC1 étendu 94 amplificat
min ion
3 étapes
STAT3 B-7 1/100 Benchmarck 32 min Optiview Nucléaire
thyr 705 Ultra Ventana/ +amplific
CC1 standard 64 ation
min 3 étapes
CD40 E3701 RTU Benchmarck 32 min Ultraview Membranaire
Ultra Ventana/ HRP/2
CCl1 standard 64 étapes
min
IL-6 10C12 1/100 Manuelle 24 HiDEF Membranaire
Autocuiseur PH heures HRP cell
6 Déclére marque /2
étapes
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Tableau 66 : Principaux marqueurs du phénotype du microenvironnement tumoral

AC Clone Dilution Technique Durée Révélation Expression
/Démasquage d’incubat
ion
CD3 Polyclo 1/100 Benchmarck 12 min Optiview + Nucléaire
nal Ultra Ventana/ amplification
CCl1 léger 20 3 étapes
min
CD5 Polyclo 1/100 Benchmarck 40 min Optiview + Nucléaire
nal Ultra Ventana/ amplification
CC1 étendu 94 3 étapes
min
CD4 B-7 1/100 Benchmarck 32 min Optiview + Nucléaire
Ultra Ventana/ amplification
CCl1 standard 64 3 étapes
min
CDS8 E3701 RTU Benchmarck 32 min Ultraview Membranaire
Ultra Ventana/ HRP/2
CCl1 standard 64 étapes
min
Gran Polyclo RTU Benchmarck 32 min Ultraview Granulations
zyme nal Ultra Ventana/ HRP/ 2 cytoplasmiques
B CCl1 standard 64 étapes
min
Tial 2G9A10 1/100 Manuelle/ 40 min Hidef HRP Granulations
5 Autocuiseur 30 cell marque /  cytoplasmiques
min étapes
Perfo MRQ- 1/100 Benchmarck 32 min Ultraview Granulations
rine 23 Ultra Ventana/ HRP/ 2 cytoplasmiques
CCl1 standard 64 étapes
min
CD25 4C9 RTU Benchmarck 40 min Ultraview Nucléaire
Ultra Ventana/ HRP/2
CCl1 standard 64 étapes
min
FOX 236A/E 1/100 Benchmarck 40 min Ultraview Nucléaire
P3 7 Ultra Ventana/ HRP/2
CC1 étendu 90 étapes
min
TGF- TB21 1/100 Bond I11/20 min 40min Bond Refine  Cytoplasmique
B PH6 HRP/3
étapes
PD- CAL10 1/100 Benchmarck 32 min Optiview + Membranaire
L1 Ultra Ventana/ amplification
CCl1 standard 64 3 étapes
min
PD-1 NAT RTU Benchmarck 32 min Ultraview Membranaire
105 Ultra Ventana/ HRP/2
CCl1 standard 64 étapes

min
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Tableau 67 : Marqueurs histopronostiques

AC Clone Dilution Technique Durée Révélatio Expression
/Démasquage d’incubat n
ion
BCL2 124 RTU Benchmarck 32 min Ultraview Nucléaire
Ultra Ventana/ HRP/2
CC1 léger 20 étapes
min
¢c-MYC Y -69 RTU Benchmarck 40 min Optiview Nucléaire
Ultra Ventana/ +
CC1 standard 64 amplificat
min ion
3 étapes
P53 Do-7 RTU Bond I11/40 min 20 min Polymere Nucléaire
PH6 refine
Bond
HRP /3
étapes
Ki-67 SP6 RTU Benchmarck 32 min Ultraview Nucléaire
Ultra Ventana/ HRP/2
CCl1 standard 64 étapes
min
Tableau 68 : CD15 et CD30
AC Clone Dilution Technique Durée Révélation Expression
/Démasquage d’incubat
ion
CD15 MMA RTU Bond 111/40 min 20 min  Polymére refin Cytoplasmi
PH9 Bond HRP /3 que
étapes
CD30 Ber-H2 RTU Benchmarck 16 min Optiview +  Nucléaire
Ultra Ventana/ amplification
CCl standard 64 3 étapes
min
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Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Nous avons utilis¢ 4 sondes pour I’hybridation in situ en fluorescence : (BCL2, BCL6,

MYC et IgH).

Tableau 69: Protocole de technique d'hybridation in situ FISH

Prétraitement

Préchauffage du citrate de sodium 0.01M
(PH=6) a 96C°-98C* pour rompre les liaisons
covalentes, et incubation des lames pendant
15 minutes suivies de 2 lavages a 3mn a
température ambiante.

Digestion protéolytique

Déshydratation
Préparation des sondes

Co-dénaturation et hybridation

Lavages stringeants

Déshydratation

Pepsine a HCL 0.01M concentration finale de
0.025% a 37C°, durée d’incubation 30 min,
suivi d’un lavage au Wash buffer
Ethanol & 70%, 85% et 100% pendant 1min

Dép6t manuel de 10 pl par lame.
Sceller au Fixogum autour de la lamelle.
Noyaux cibles et sondes sont dénaturés

ensemble 5 minutes a 80°C dans notre
Thermobrite, puis incubés toute la nuit a 37C°
dans le Thermobrite

Wash Buffer a 72C° Pendant 2 min
200 ml dans le tampon de lavage Wash Buffer
[J, incubation pendant 2 min a température
ambiante sans agiter

Bains d’éthanol croissants pendant une minute
puis séchage rapide a I’air

Contre coloration

Application de 16 pl de contre-colorant DAPI
puis déposer la lamelle en verre.

Le DAPI peut étre dilué dans un diluant
contre-colorant pour obtenir la concentration
souhaitée. (1ml de d’éluent DAP + 0.5ml de

DAPI)
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FISH : Principe
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Figure 105: Principe de l'hybridation in situ FISH

211

11 14

!

iAAEGﬂTC

ADN couble
brin {mitoses
ou noyaux
interphasiques)

Hybridation
compléamentaire
37°C O/N




CD20
CD79a
PAXS
BOB-1
OCT-2
CD10
BCL6
MUMI11
LMP1
EBNA2
NF-kB P65
NF-xB P50

STAT3 thyr 705

CD40
IL-6
CD3

CD5

CD4
CDS8
Granzyme B
Tial
Perforine
CD25
FOXP3
TGF-p
PD-L1
PD1
BCL2
c-MYC
P53
Ki-67
CD15
CD30
EBER

Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Rein
Amygdale
Amygdale
L Hodgkin
SLP EBV+
ADK prostate
ADK prostate
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale

LLC/B

Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Amygdale
Prostate
Amygdale
Amygdale
Lymphome de Hodgkin
Lymphome de Hodgkin

Carcinome indifférencié
du nasopharynx
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Tableau 70: Tissus de contréles négatifs et positifs

Plasmocytome
Epithélium amygdale
Epithélium amygdale
Epithélium amygdale
Epithélium amygdale
Epithélium amygdale

LBDGC BCL6-
ADK
Amygdale
Amygdale
Poumon
Poumon
Epithélium amygdale
Epithélium amygdale
Epithélium amygdale
Cellules B de
I’amygdale-
Centre germinatif de
I’amygdale
Lymphome de Hodgkin
CG
CG
CG
CG
CG
CG
Epithélium amygdale
Appendice epithélium
Epithélium amygdale
CG
CG
CG
CG
Amygdale
Amygdale
Amygdale



Annexe 7 : Protocole d’IHC technique manuelle

Préparation des coupes tissulaires :

Des coupes de 5 um des blocs de paraffine sont faites 1’aide d’un microtome sous forme
de rubans qui seront déposés dans un bain marie puis étalés et séchés sur une lame.
Déparaffinage:

Les lames sont mises a 1’étuve a 37C°pendant 24 heures ou a 56°C pendant une heure
puis dans des bains d’alcool comme suit :

-2 bains de Xyléne pendant 10 minutes

- 5 bains d’alcool de concentrations décroissantes : 100%(10min), puis 90%(5min)
,70% et 50% (1min) pour la réhydratation des tissus

Restauration antigénique :

On ajoute une solution d’EDTA a pH = 9 ou du citrate a pH= 6 selon I’anticorps utilisé
afin de rompre les liaisons chimiques créés par le formol lors de la fixation.

Nous avons utilisé une restauration antigénique a la chaleur a 95 °C pendant 30 minutes
pour certains Anticorps et ceci en technique manuelle.

On effectue deux lavages dans un tampon pendant 5 minutes. On laisse les lames
refroidir a température ambiante pendant 20 minutes puis on les rince a 1’eau distillée
pendant 5 minutes.

Blocage des peroxydases endogénes :

On procede par 1’élimination du tampon de lavage en exces en tapotant et essuyant
soigneusement le contour de 1’échantillon pour éliminer tous le liquide restant et
maintenir le réactif a ’intérieur de la zone spécifiée par utilisation d’un crayon
hydrophobe.

Ensuite une solution de peroxydase blocking est ajoutée au tissu pendant 5 minutes.
Puis ringage des lames 2 fois par la solution de lavage pendant Smin.

Incubation de I’anticorps primaire :

v On ¢élimine le tampon de lavage en excés en tapotant les lames.

v On ajoute 100 pl de la solution d’anticorps primaire pour recouvrir I’échantillon et on
laisse incuber a la température correspondante a I’ AC.

v L’incubation varie selon I’anticorps utilisé.

v Les lames sont lavées 2 fois pendant 5 minutes par la solution de lavage.

Application du complexe polymere couplé a la peroxydase :

v On ajoute le polymeére couplé a la peroxydase et on laisse incuber pendant 30 minutes
puis on procede au lavage 2 fois pendant 5 minutes.

v On applique par la suite 100 pl de la solution de DAB qui réagit avec la peroxydase
(HRP) et transforme le DAB en un produit coloré qui ce dernier donne une couleur
brune.

v On laisse incuber pendant 5 minutes puis on rince a 1’eau distillé 3 fois pendant 5
minutes. La contre-coloration :

v On ajoute a nos lames de I’hématoxyline de Mayer: 3minutes.

v On rince a I’eau de robinet pendant 3 minutes et a 1’eau distillé pendant 5 minutes.

v La déshydratation des tissus est réalisée par la suite dans 4 bains d‘alcool pendant 5
minutes chacun dans un ordre croissant de concentration (70%, 90 % et 2 bains100%) et
dans 3 bains de xyléne pendant 3 minutes.

Montage :

On colle des lamelles par-dessus grace a la résine synthétique afin de préserver les
préparations tissulaires.
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Annexe 8 : Algorithme décisionnel devant tout LBDGC
de novo chez les sujets immunocompétents

Architecture diffuse ou nodulaire, aspect en ciel étoilé, nécrose, cellules de
Reed Sternberg like

CD20, CD79a, CD3, CD5, CD30 et CD15, BCL6, CD10 et MUMI1

Hybridation in situ EBERs avec cut off de 20%, si positive
Faire LMP1 et EBNA2 pour le profil de latence
Faire systématiquement BCL2, P53 et c-MYC

Figure 106 : Arbre décisionnel dans les LBDGC NOS
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Résumé

Le Lymphome B diffus a grandes cellules EBV+ (LBDGC EBV+) est un lymphome agressif, peu
commun, associé a un pronostic plus défavorable a I'ére de la chimio-immunothérapie.

L’EBV a un impact sur l'environnement de personnes d'origines ethniques différentes. Les patients de
I'Asie, d'Amérique latine et d'Europe de I'Est semblent avoir une survie relativement faible, alors que les
patients Nord-Américains n'ont montré aucune différence de survie par rapport aux patients atteints de
LBDGC EBV-.

Sa prévalence est encore sous-estimée car, il n y a toujours pas d’étude de grande envergure dans ce sens
et I’hybridation in situ EBER n’est pas réalisée systématiquement devant une morphologie d’un
lymphome a grandes cellules.

L’absence de déficit immunitaire est un critére majeur pour porter ce diagnostic.

La prévalence de ’EBV dans les LBDGC est estimée a 8% dans notre série, rejoignant les séries
Asiatiques. Celle-ci reste considérable par rapport aux pays Occidentaux et I’incidence des LBDGC est
¢élevée avec un age plus jeune dans notre pays d’apres les différentes études Algériennes publiées ainsi
que dans notre travail de these.

Notre étude a montré que le LBDGC EBV+ est un sous-type génétiquement unique, avec une activation
accrue des voies canoniques NF-kB et JAK / STAT3, c-MYC et IL-6. Cette derniére voie n’a toujours pas
été explorée ou publice.

L'expression de NF-kB et de STAT3 phosphorylé et IL-6 est observée de maniére plus importante en
comparaison aux LBDGC EBV- ce qui suggere de nouvelles cibles thérapeutiques.

Nous avons également démontré que 1I’immunophénotype du microenvironnement réalisé dans le but de
mieux comprendre les mécanismes de la lymphomagenése des LBDGCB EBV+ et la connaissance du
mécanisme de résistance aux traitements a des caractéristiques spécifiques associées a un
immunophénotype immunosuppresseur avec une augmentation des cellules T CD8 + et des cellules
effectrices cytotoxiques : Granzyme B, Perforine et Tial. Cependant, cette réponse spécifique co-existe
avec un milieu tolérogene par, I’expression de PD-1 dans le microenvironnement des LBDGC EBV en
plus de I’expression du PD-L1 dans 100% des cas ouvrant ainsi la voie & de nouvelles perspectives
thérapeutiques.

Mots clés : EBV, Lymphome, NF-«B, CD8, PD-L1.

Abstract

EBV + diffuse large B cell lymphoma is an aggressive, uncommon lymphoma associated with a poorer
prognosis in the era of chemo-immunotherapy.

EBV has in impact on the environment of people from different ethnic origins. Patients from Asia, Latin
America and Eastern Europe appear to have relatively low survival, whereas North Americans show no
difference in survival compared to patients with diffuse large B cell lymphoma EBV -.

Its prevalence is still underestimated because there is still no large-scale study in this sense and the EBER
in situ hybridization is not systematically performed in front of morphology of a large cell lymphoma.
The absence of immunodeficiency is a major criterion for the diagnosis.

The prevalence of EBV in diffuse large cell B lymphoma is estimated at 8% in our series, joining the
Asian series. This is still considerable compared to Western countries. The incidence of diffuse large B
cell lymphoma is high with a younger age in our country according to the various published Algerian
studies as well as our thesis work.

Our study has shown that EBV + diffuse large B cell lymphoma is a genetically unique subtype, with
increased activation of the canonical pathways NF-kB and JAK / STAT3, ¢c-MYC and IL-6. This last path
has still not been explored or published.

The expression of NF-kB and phosphorylated STAT3 and IL-6 is observed to a greater extent compared
with EBV- large B-cell lymphoma, which suggest new therapeutic targets.

We have also demonstrated that immunophenotype of the microenvironment performed in order to
understand the mechanism of lymphomagenesis of EBV + diffuse large B cell lymphoma better and
knowledge of the mechanism of resistance to treatment has specific characteristics associated with an
immunosuppressive immunophenotype with increased CD8 + T cells and cytotoxic effector cells :
Granzyme B, Perforine and Tial. However, this specific response co-exists with a tolerogenic milieu by
the expression of PD-1 in the microenvironment of diffuse EBV + large B cell lymphoma in addition to
the expression of PD-L1 in 100% of cases, thus opening the pathway to new therapeutic perspectives.

Key words: EBV, Lymphoma, NF-xB, CD8, PD-L1.
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