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Professeurs Honoraires

ROUGE Daniel
LAZORTHES Yves
CHAP Hugues

PUEL Pierre
ESCHAPASSE Henri
GEDEON André
PASQUIE M.
RIBAUT Louis
ARLET Jacques
RIBET André
MONROZIES M.
DALOUS Antoine
DUPRE M.

FABRE Jean
DUCOS Jean
LACOMME Yves
COTONAT Jean
DAVID Jean-Frédéric
Mme DIDIER Jacqueline
Mme LARENG Marie-Blanche
BERNADET
REGNIER Claude
COMBELLES
REGIS Henri
ARBUS Louis
PUJOL Michel
ROCHICCIOLI Pierre
RUMEAU Jean-Louis
BESOMBES Jean-Paul
SUC Jean-Michel
VALDIGUIE Pierre
BOUNHOURE Jean-Paul
CARTON Michel

me PUEL Jacqueline
GOUZI Jean-Louis
DUTAU Guy
PASCAL J.P.
SALVADOR Michel
BAYARD Francis
LEOPHONTE Paul
FABIE Michel
BARTHE Philippe
CABARROT Etienne
DUFFAUT Michel
ESCANDE Michel
PRIS Jacques
CATHALA Bernard
BAZEX Jacques
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VIRENQUE Christian
CARLES Pierre
BONAFE Jean-Louis
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LAZORTHES Franck
ROQUE-LATRILLE Christian
CERENE Alain
FOURNIAL Gérard
HOFF Jean

REME Jean-Michel
FAUVEL Jean-Marie
FREXINOS Jacques
CARRIERE Jean-Paul
MANSAT Michel
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ROLLAND
THOUVENOT Jean-Paul
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DELSOL Georges
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Classe Exceptionnelle et 1éere classe

P.U.-P.H.
2eme classe

M. ADOUE Daniel (C.E)

M. AMAR Jacques

M. ATTAL Michel (C.E)

M. AVET-LOISEAU Hervé
Mme BEYNE-RAUZY Odile
. BIRMES Philippe

. BLANCHER Antoine

. BONNEVIALLE Paul

. BOSSAVY Jean-Pierre

. BRASSAT David

. BROUCHET Laurent

. BROUSSET Pierre (C.E)
. CARRIE Didier (C.E)

. CHAUVEAU Dominique

. CHOLLET Frangois (C.E)
DAHAN Marcel (C.E)

. DE BOISSEZON Xavier

. DEGUINE Olivier
DUCOMMUN Bernard

. FERRIERES Jean

. FOURCADE Olivier

. GEERAERTS Thomas

. IZOPET Jacques (C.E)
Mme LAMANT Laurence

. LANG Thierry (C.E)

. LANGIN Dominique
LAUQUE Dominique (C.E)
LAUWERS Frédéric

. LIBLAU Roland (C.E)

. MALAVAUD Bernard
MANSAT Pierre
MARCHOU Bruno (C.E)

. MAZIERES Julien

. MOLINIER Laurent

. MONTASTRUC Jean-Louis (C.E)
Mme MOYAL Elisabeth
Mme NOURHASHEMI Fatemeh (C.E)
. OLIVES Jean-Pierre (C.E)
. OSWALD Eric

. PARIENTE Jérémie

. PARINAUD Jean (C.E)
PAUL Carle

PAYOUX Pierre
PERRET Bertrand (C.E)
RASCOL Olivier (C.E)
RECHER Christian

. RISCHMANN Pascal

. RIVIERE Daniel (C.E)

. SALES DE GAUZY Jéréme
. SALLES Jean-Pierre

. SANS Nicolas

Mme SELVES Janick

M. SERRE Guy (C.E)

M. TELMON Norbert

M. VINEL Jean-Pierre (C.E)
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P.U. Médecine générale
M. OUSTRIC Stéphane

Médecine Interne, Gériatrie
Thérapeutique

Hématologie

Hématologie, transfusion
Médecine Interne

Psychiatrie

Immunologie (option Biologique)
Chirurgie Orthopédique et Traumatologie.
Chirurgie Vasculaire

Neurologie

Chirurgie thoracique et cardio-vascul
Anatomie pathologique
Cardiologie

Néphrologie

Neurologie

Chirurgie Thoracique et Cardiaque
Médecine Physique et Réadapt Fonct.
Oto-rhino-laryngologie
Cancérologie

Epidémiologie, Santé Publique
Anesthésiologie

Anesthésiologie et réanimation
Bactériologie-Virologie

Anatomie Pathologique
Biostatistiques et Informatique Médicale
Nutrition

Médecine Interne

Anatomie

Immunologie

Urologie

Chirurgie Orthopédique

Maladies Infectieuses
Pneumologie

Epidémiologie, Santé Publique
Pharmacologie

Cancérologie

Gériatrie

Pédiatrie

Bactériologie-Virologie

Neurologie

Biol. Du Dévelop. et de la Reprod.
Dermatologie

Biophysique

Biochimie

Pharmacologie

Hématologie

Urologie

Physiologie

Chirurgie Infantile

Pédiatrie

Radiologie

Anatomie et cytologie pathologiques
Biologie Cellulaire

Médecine Légale
Hépato-Gastro-Entérologie

Médecine Générale

Mme BONGARD Vanina
M. BONNEVIALLE Nicolas
M. BUREAU Christophe
M. CALVAS Patrick

M. CARRERE Nicolas
Mme CASPER Charlotte
M. CHAIX Yves

Mme CHARPENTIER Sandrine
COGNARD Christophe
FOURNIE Bernard
FOURNIE Pierre
GAME Xavier
LAROCHE Michel
LEOBON Bertrand
LOPEZ Raphael

MARX Mathieu

MAS Emmanuel
OLIVOT Jean-Marc
PARANT Olivier
PAYRASTRE Bernard
PERON Jean-Marie
PORTIER Guillaume
RONCALLI Jéréme
Mme SAVAGNER Frédérique
M. SOL Jean-Christophe
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P.U. Médecine générale
M. MESTHE Pierre

P.A Médecine générale
POUTRAIN Jean-Christophe

Epidémiologie

Chirurgie orthopédique et traumatologique
Hépato-Gastro-Entéro

Génétique

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Pédiatrie

Thérapeutique, méd. d’'urgence, addict
Neuroradiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Urologie

Rhumatologie

Chirurgie Thoracique et Cardiaque
Anatomie

Oto-rhino-laryngologie

Pédiatrie

Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Hématologie
Hépato-Gastro-Entérologie
Chirurgie Digestive

Cardiologie

Biochimie et biologie moléculaire

Neurochirurgie

Médecine Générale

Médecine Générale
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P.U. - P.H.
Classe Exceptionnelle et 1ére classe

M. ACAR Philippe

M. ALRIC Laurent

Mme ANDRIEU Sandrine

M. ARNAL Jean-Francois

Mme BERRY Isabelle (C.E)

M. BOUTAULT Franck (C.E)

M. BUJAN Louis (C. E)

Mme BURA-RIVIERE Alessandra
M. BUSCAIL Louis (C.E)

M. CANTAGREL Alain (C.E)

M. CARON Philippe (C.E)

M. CHIRON Philippe (C.E)

M. CONSTANTIN Arnaud

M. COURBON Frédéric

Mme COURTADE SAIDI Monique
M. DAMBRIN Camille

M. DELABESSE Eric

Mme DELISLE Marie-Bernadette (C.E)
M. DELORD Jean-Pierre

M. DIDIER Alain (C.E)

Mme DULY-BOUHANICK Béatrice
ELBAZ Meyer

GALINIER Michel

. GALINIER Philippe

GLOCK Yves (C.E)

GOURDY Pierre

. GRAND Alain (C.E)

. GROLLEAU RAOUX Jean-Louis
Mme GUIMBAUD Rosine

Mme HANAIRE Héléne (C.E)

M. KAMAR Nassim

M. LARRUE Vincent

M. LEVADE Thierry (C.E)

M. MALECAZE Francois (C.E)

M. MARQUE Philippe

Mme MAZEREEUW Juliette
MINVILLE Vincent

RAYNAUD Jean-Philippe (C.E)
RITZ Patrick

ROCHE Henri (C.E)
ROLLAND Yves (C.E)
ROUGE Daniel (C.E)
ROUSSEAU Hervé (C.E)
ROUX Franck-Emmanuel
SAILLER Laurent

SCHMITT Laurent (C.E)
SENARD Jean-Michel (C.E)
SERRANO Elie (C.E)
SOULAT Jean-Marc

SOULIE Michel (C.E)

SUC Bertrand

Mme TAUBER Marie-Thérese (C.E)
Mme URO-COSTE Emmanuelle
M. VAYSSIERE Christophe

M. VELLAS Bruno (C.E)
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Pédiatrie

Médecine Interne
Epidémiologie

Physiologie

Biophysique

Chirurgie Maxillo-Faciale et Stomatologie
Urologie-Andrologie
Médecine Vasculaire
Hépato-Gastro-Entérologie
Rhumatologie
Endocrinologie

Chirurgie Orthopédique et Traumatologie
Rhumatologie

Biophysique

Histologie Embryologie
Chirurgie Thoracique et Cardiovasculaire
Hématologie

Anatomie Pathologie
Cancérologie

Pneumologie

Thérapeutique

Cardiologie

Cardiologie

Chirurgie Infantile

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Endocrinologie

Epidémiologie. Eco. de la Santé et Prévention
Chirurgie plastique
Cancérologie

Endocrinologie

Néphrologie

Neurologie

Biochimie

Ophtalmologie

Médecine Physique et Réadaptation
Dermatologie
Anesthésiologie Réanimation
Psychiatrie Infantile

Nutrition

Cancérologie

Gériatrie

Médecine Légale

Radiologie

Neurochirurgie

Médecine Interne

Psychiatrie

Pharmacologie
Oto-rhino-laryngologie
Médecine du Travail
Urologie

Chirurgie Digestive

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Gynécologie Obstétrique

Gériatrie

Professeur Associé de Médecine Générale

Pr STILLMUNKES André

Doyen : E. SERRANO

P.U. - P.H.
2eme classe

M. ACCADBLED Franck

M. ARBUS Christophe

M. BERRY Antoine

M. BONNEVILLE Fabrice

M. BOUNES Vincent

Mme BOURNET Barbara

M. CHAUFOUR Xavier

M. CHAYNES Patrick

Mme DALENC Florence

M. DECRAMER Stéphane

M. DELOBEL Pierre

M. FRANCHITTO Nicolas

M. GARRIDO-STOWHAS Ignacio
Mme GOMEZ-BROUCHET Anne-Muriel
M. HUYGHE Eric

Mme LAPRIE Anne

. MARCHEIX Bertrand

. MAURY Jean-Philippe

. MEYER Nicolas

. MUSCARI Fabrice

. OTAL Philippe

. SOLER Vincent

Mme SOTO-MARTIN Maria-Eugénia
M. TACK Ivan

M. VERGEZ Sébastien

M. YSEBAERT Loic

M
M
M
M
M
M

P.U. Médecine générale
Mme ROUGE-BUGAT Marie-Eve

Chirurgie Infantile
Psychiatrie
Parasitologie
Radiologie

Médecine d’'urgence
Gastro-entérologie
Chirurgie Vasculaire
Anatomie
Cancérologie

Pédiatrie

Maladies Infectieuses
Addictologie

Chirurgie Plastique
Anatomie Pathologique
Urologie

Radiothérapie
Chirurgie thoracique et cardiovasculaire
Cardiologie
Dermatologie

Chirurgie Digestive
Radiologie
Ophtalmologie
Gériatrie et biologie du vieillissement
Physiologie
Oto-rhino-laryngologie
Hématologie

Médecine Générale

Professeur Associé en O.R.L

Pr WOISARD Virginie
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M.C.U.-P.H

M. ABBO Olivier

M. APOIL Pol Andre

Mme ARNAUD Catherine
M. BIETH Eric

Mme CASPAR BAUGUIL Sylvie
Mme CASSAING Sophie
M. CAVAIGNAC Etienne
M. CONGY Nicolas

Mme COURBON Christine
Mme DAMASE Christine
Mme de GLISEZENSKY Isabelle
Mme DE MAS Véronique
Mme DELMAS Catherine
M. DUBOIS Damien

M. DUPUI Philippe

M. FAGUER Stanislas
Mme FILLAUX Judith

M. GANTET Pierre

Mme GENNERO Isabelle
Mme GENOUX Annelise
M. HAMDI Safouane

Mme HITZEL Anne

M. IRIART Xavier

Mme JONCA Nathalie

M. KIRZIN Sylvain

Mme LAPEYRE-MESTRE Maryse
M. LAURENT Camille

M. LHERMUSIER Thibault

M. LHOMME Sébastien

Mme MONTASTIER Emilie
Mme MOREAU Marion

Mme NOGUEIRA M.L.

M. PILLARD Fabien

Mme PUISSANT Bénédicte
Mme RAYMOND Stéphanie
Mme SABOURDY Frédérique
Mme SAUNE Karine

M. SILVA SIFONTES Stein

M. TAFANI Jean-André

M. TREINER Emmanuel

Mme TREMOLLIERES Florence
Mme VAYSSE Charlotte

M. VIDAL Fabien

Chirurgie infantile
Immunologie
Epidémiologie
Génétique
Nutrition
Parasitologie

Chirurgie orthopédique et traumatologie

Immunologie

Pharmacologie

Pharmacologie

Physiologie

Hématologie

Bactériologie Virologie Hygiéne
Bactériologie Virologie Hygiéne
Physiologie

Néphrologie

Parasitologie

Biophysique

Biochimie

Biochimie et biologie moléculaire
Biochimie

Biophysique

Parasitologie et mycologie
Biologie cellulaire

Chirurgie générale
Pharmacologie

Anatomie Pathologique
Cardiologie
Bactériologie-virologie

Nutrition

Physiologie

Biologie Cellulaire

Physiologie

Immunologie

Bactériologie Virologie Hygiéne
Biochimie

Bactériologie Virologie
Réanimation

Biophysique

Immunologie

Biologie du développement
Cancérologie

Gynécologie obstétrique

M.C.U. Médecine générale

M. BRILLAC Thierry
Mme DUPOUY Julie

Mme ABRAVANEL Florence
Mme BASSET Céline

Mme CAMARE Caroline

M. CAMBUS Jean-Pierre
Mme CANTERO Anne-Valérie
Mme CARFAGNA Luana
Mme CASSOL Emmanuelle
Mme CAUSSE Elizabeth

M. CHAPUT Benoit

M. CHASSAING Nicolas

M. CLAVEL Cyril

Mme COLLIN Laetitia

Mme COLOMBAT Magali

M. CORRE Jill

M. DE BONNECAZE Guillaume
M. DEDOUIT Fabrice

M. DELPLA Pierre-André

M. DESPAS Fabien

M. EDOUARD Thomas
Mme ESQUIROL Yolande
Mme EVRARD Soléne

Mme GALINIER Anne

Mme GARDETTE Virginie
M. GASQ David

Mme GRARE Marion

Mme GUILBEAU-FRUGIER Céline
M. GUILLEMINAULT Laurent
Mme GUYONNET Sophie

M. HERIN Fabrice

Mme INGUENEAU Cécile

M. LAIREZ Olivier

M. LEANDRI Roger

M. LEPAGE Benoit

Mme MAUPAS Francoise

M. MIEUSSET Roger

Mme NASR Nathalie

Mme PRADDAUDE Francoise
M. RIMAILHO Jacques

M. RONGIERES Michel

Mme SOMMET Agneés

Mme VALLET Marion

M. VERGEZ Frangois

Mme VEZZOSI Delphine

Bactériologie Virologie Hygiene
Cytologie et histologie

Biochimie et biologie moléculaire
Hématologie

Biochimie

Pédiatrie

Biophysique

Biochimie

Chirurgie plastique et des bralés
Génétique

Biologie Cellulaire

Cytologie

Anatomie et cytologie pathologiques
Hématologie

Anatomie

Médecine Légale

Médecine Légale

Pharmacologie

Pédiatrie

Médecine du travail

Histologie, embryologie et cytologie
Nutrition

Epidémiologie

Physiologie

Bactériologie Virologie Hygiene
Anatomie Pathologique
Pneumologie

Nutrition

Médecine et santé au travail
Biochimie

Biophysique et médecine nucléaire
Biologie du dével. et de la reproduction
Biostatistiques et Informatique médicale
Biochimie

Biologie du dével. et de la reproduction
Neurologie

Physiologie

Anatomie et Chirurgie Générale
Anatomie - Chirurgie orthopédique
Pharmacologie

Physiologie

Hématologie

Endocrinologie

M.C.U. Médecine générale

M. BISMUTH Michel
Mme ESCOURROU Brigitte

Maitres de Conférences Associés de Médecine Générale

Dr ABITTEBOUL Yves

Dr CHICOULAA Bruno

Dr IRI-DELAHAYE Motoko
Dr FREYENS Anne

Dr BOYER Pierre

Dr ANE Serge

Dr BIREBENT Jordan
Dr LATROUS Leila

Médecine Générale

Médecine Générale
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A Notre Maitre et Présidente du jury,

Madame le Professeur Laurence LAMANT
Professeur des Universités - Praticien Hospitalier

Anatomie Pathologique et Histologie - Cytologie

Vous me faites 'honneur de présider ce jury de thése et je vous en suis tres
reconnaissante.

J'ai une profonde admiration pour votre travail, votre pédagogie et votre rigueur
scientifique. ]'apprécie particulierement votre sens de I’équité et votre bienveillance.

Je vous remercie pour votre enseignement tout au long de mon internat.

Soyez assurée de ma sinceére reconnaissance et de mon plus profond respect.



Aux membres du jury,

Monsieur le Professeur Pierre BROUSSET
Professeur des Universités - Praticien Hospitalier

Anatomie Pathologique et Histologie - Cytologie

Je vous remercie d’avoir accepté de participer a ce jury et de juger mon travail.

J'ai eu la chance de bénéficier de votre enseignement et de votre savoir tout au long de
mon internat et je vous en suis tres reconnaissante. Je vous remercie de me permettre
de continuer a travailler dans votre service.

Soyez assuré de ma sincere reconnaissance et de mon plus profond respect.



A ma directrice de these,

Madame le Professeur Camille LAURENT
Professeur des Universités - Praticien Hospitalier

Anatomie Pathologique et Histologie - Cytologie

Tu m’as fait 'honneur de me proposer ce travail et de m’encadrer. Je te remercie pour ta
confiance et espere en étre digne.

Je te remercie surtout pour ton enseignement de qualité et ton soutien tout au long de
mon internat et de mon master 2. J'ai eu I'honneur de faire mes premiers pas dans le
monde de la recherche a tes cotés, ce fut une véritable aventure et un grand plaisir.
Jadmire tes nombreuses qualités humaines, médicales et scientifiques. J’admire tout
particulierement ta persévérance, ta fiabilité et ton optimisme a toute épreuve! La
capacité que tu as d’entreprendre et de mener, avec succes, tes multiples projets, sans
compter tes heures, force le respect. Merci de t'étre toujours montrée juste.

Je suis heureuse que tu me permettes de continuer a travailler a tes coOtés et
enthousiaste a I'idée de ces futurs projets !

Sois assurée de ma sincere reconnaissance et de mon plus profond respect.



Aux membres du jury,

Madame le Docteur Soléne EVRARD
Maitre de Conférences des Universités - Praticien Hospitalier

Anatomie Pathologique et Histologie - Cytologie

Je te remercie d’avoir accepté de participer a ce jury et de juger mon travail.

J'ai eu la chance de bénéficier de ton enseignement mais aussi de travailler a tes cotés
durant mon internat. J'admire ton travail et ta rigueur scientifique. J'apprécie ton
accessibilité et ta gentillesse.

Je te suis reconnaissante de m’avoir associée a tes récents projets et espére avoir
I'occasion d’en entreprendre d’autres avec toi dans le futur.

Sois assurée de ma sinceére reconnaissance et de mon plus profond respect.



Aux membres du jury,

Madame le Docteur Lucie OBERIC
Praticien Hospitalier

Hématologie clinique

Je te remercie d’avoir accepté de participer a ce jury et de juger mon travail.

Je n’ai pas encore eu le plaisir de travailler a tes c6tés mais de futurs projets nous le
permettront et j’en suis heureuse. Je te remercie d’apporter a ce travail ton expertise et
tes connaissances.
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INTRODUCTION

Les lymphomes représentent un groupe tres hétérogene de tumeurs hématologiques
dont I'incidence en France est relativement faible, d’environ 10000 nouveaux cas par an.
La classification de ces tumeurs est basée sur la cellule d’origine dont dérive la cellule
tumorale. On distingue deux grandes classes de lymphomes: les lymphomes
Hodgkiniens (LH) et les lymphomes non hodgkiniens (LNH). Parmi les LNH, 70 % sont
des lymphomes B et 30 % sont des lymphomes T.

L. Généralités sur le lymphome de Hodgkin (LH)

A. Epidémiologie, clinique, facteurs pronostiques et traitement

Le terme de lymphome de Hodgkin (LH) regroupe en fait deux entités distinctes tant sur
le plan histopathologique que sur le plan clinique.! On distingue en effet le lymphome de
Hodgkin classique (LHc) du lymphome de Hodgkin a prédominance lymphocytaire
nodulaire (LHPLN).

Le LH est classiquement une maladie de I'adulte jeune cependant, I'incidence, estimée a
1 880 nouveaux cas/an en France, se distribue selon un mode bimodale avec un premier
pic vers I'age de 25 ans et un deuxieme pic vers 60 ans (InVS 2012). Le LHPLN touche

préférentiellement les jeunes adultes et représente moins de 10% des LH.

Le LH classique est une maladie globalement de bon pronostic, particulierement chimio
et radio-sensible avec une survie globale en France, tout stade confondu, estimée a
environ 80%.2 Le LHNPL est de meilleur pronostic car il se présente le plus souvent sous
forme localisée, cependant il peut s’accompagner de rechutes et présente a long terme
un risque de transformation en lymphome B diffus a grandes cellules (LBDGC) estimé de

1a 2% par an.

D’un point de vue clinique, le LHc se révele le plus souvent par un tableau de poly-
adénopathies superficielles et/ou profondes (cervicales, sus claviculaires, axillaires,
médiastinales voire sous diaphragmatiques). Dans un quart des cas, il s’y associe des

signes généraux appelés « symptémes B» caractérisés par une fievre, des sueurs



nocturnes et une perte de poids.2 Le LHNPL se révele par un tableau d’adénopathies

superficielles et localisées (cervicales et axillaires) sans symptémes généraux.

Au diagnostic, les patients vont étre stratifiés selon la classification d’Ann Arbor et selon
des scores pronostiques permettant une prise en charge thérapeutique optimale.
L’examen de référence permettant d’évaluer le stade de la maladie est le TEP-scanner.
La classification d’Ann Arbor basée sur le degré d’extension permet de définir 4 stades
en fonction de la localisation de la maladie (Tableau 1). On distingue ainsi les stades
« localisés » (stades I/II) des stades « avancés » ou « disséminés » (stades III/IV). A cette
classification s’ajoute un index pronostique international ou score de Hasenclever pour
les stades avancés 3 ainsi que d’autres scores pronostiques comme les scores de 'EORTC
(European Organisation for Research and Treatment of Cancer) # ou du GSHG (German

Hodgkin Lymphoma Study Group ) pour les stades localisés 2(Tableau 2).

Classification d'Ann Arbor modifiée selon Cotswolds

Stade Ann Arbor

| Atteinte d'une seule aire ganglionnaire ou d'une seule structure lymphoide

11 Atteinte de 2 aires ganglionnaires ou plus, du méme coté du diaphragme

11l Atteintes ganglionnaires de part et d'autre du diaphragme

IV Atteintes extraganglionnaire distincte d'une localisation extraganglionnaire contigué

Modification des caractéristiques

A Pas de signes B

B Présence de signes B définis par : fievre supérieure a 38 °C pendant plus d'une semaine sans infection documentée ; et/ou amaigrissement
de plus de 10 % du poids du corps au cours des six derniers mois ; et/ou sueurs nocturnes profuses, obligeant le patient a changer de vétements

X Maladie « Bulky » : masse médiastinale de diamétre égal ou supérieur au tiers du diameétre transverse thoracique au niveau du disque
intervertébral T5-T6 (rapport M/T > 0,33 sur un diché 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

Tableau 1: Classification d’Ann Arbor (d’aprés Turpin A et al, Bulletin du cancer 2017). On
utilise en plus la lettre « A » pour absence et la lettre « B » pour présence de signes généraux. Une
atteinte médiatisnale volumineuse (« Bulky » sera indiqué par la lettre « X » et une atteinte
splénique par la lettre « s ». Enfin les lettres « a » et « b » peuvent étre utilisées pour signaler la
présence ou I'absence de syndrome inflammatoire biologique.



Facteurs pronostiques

Groupes thérapeutiques

Traitement standard

Facteurs pronostiques défavorables de I’'EORTC
pour les stades I-1l sus-diaphragmatiques [4]

Age > 50 ans
Aires ganglionnaires envahies > 3

Symptdmes B et VS > 30 mm 1" heure ou absence de

symptémes et VS > 50
Masse ganglionnaire volumineuse
(> 10 cm ou rapport MT > 0.35)

Score pronostique international pour les lymphomes
hodgkiniens de stades llI-IV [5]

Age > 45 ans

Sexe masculin

Stade IV

Albuminémie < 40 g/L
Hémoglobine < 10,5 g/L
Leucocytes > 15 x 107/L

Lymphopénie < 0,6 x 10%/Lou < 8 %

Critéres du GSHG [¢]

Masse médiastinale volumineuse
Atteinte splénique massive
Atteinte exira ganglionnaire

Symptomes B et VS > 30 mm 17 heure
ou absence de symptomes et VS > 50

Aires ganglionnaires envahies > 3

Favorable :
Aucun facteur défavorable

Défavorable :
Au moins un facteur

0 - 2 facteurs

> 3 facteurs

Stades localisés HI sans
facteur défavorable
Stades intermédiaires :
stades HI avec facteurs
défavorables et stades Il
sans facteurs défavorables
Stades lIIB - IV

ABVD x 3 + 30 Gy
Territoires ganglionnaires atteints

ABVD x 4 + 30 Gy Territoires
ganglionnaires atteints

ABVD x 8

ABVD x 8

ABVD x 2 + 30 Gy
Territoires ganglionnaires atteints

ABVD x 4 + 30 Gy
Territoires ganglionnaires atteints

ABVD x 8

Tableau 2: Scores pronostiques dans le LH (d’aprés Société Frangaise d’Hématologie,
Hématologie, vol 13, sept-oct 2007)

Pour les stades localisés, le traitement de référence en premiere ligne repose sur une
poly-chimiothérapie de type ABVD (doxorubicine, bléomycine, vinblastine,
dacarbazine), avec 3 ou 4 cycles suivi d’'une radiothérapie de cloture (Tableau 2).
Récemment plusieurs études ont montré que l'absence de rémission compléte (RC)
évaluée par le TEP scanner apres 2 cycles d’ABVD est associée a un mauvais pronostic et
doit s’accompagner d’une modification du schéma thérapeutique au profit d’une
chimiothérapie de type BEACOPP renforcé (bléomycine, étoposide, doxorubicine,

cyclophosphamide, vincristine, procarbazine, predisone).?

L’essai clinique de phase II (protocole LYSA BREACH) évaluant l’association
brentuximab (anticorps anti-CD30) - vedotin (poison du fuseau) - chimiothérapie (AVD)
a récemment montré des résultats prometteurs chez les patients atteints de LH de stade

localisé.

Pour les stades avancés, le traitement de référence repose sur une poly-

chimiothérapie comportant 6 a 8 cycles soit d’ABVD soit de BEACOPP renforcé.

La combinaison brentuximab-vedotin-AVD en premiére ligne pour le traitement des
stades avancés de patients LH est également en cours d’essai clinique (essai de phase III

ECHELON-I).



Le traitement des patients réfractaires ou en rechute précoce repose sur une
chimiothérapie dit de rattrapage qui sera choisie en fonction de la chimiothérapie
instaurée en premiere ligne afin d’éviter 'accumulation des toxicités d’une part et
d’autre part afin d’éviter des phénomenes de résistance tumorale. Les chimiothérapies
de rattrapage sont le plus souvent soit le DHAP (dexaméthasone, aracytine haute dose,
cisplatine) soit I'ICE (ifosfamide, carboplatine, étoposide) mais d’autres combinaisons
sont possibles. Apres chimiothérapie de rattrapage, une intensification thérapeutique
suivie d’'une autogreffe de cellules souches périphériques est généralement réalisée. Une
étude plus récente a montré un bénéfice sur la survie sans progression post-autogreffe
des patients LH traités par brentuximab-vedotin en entretien. 5 En cas de rechute post-
autogreffe, les traitements par GVD (gemcitabine, vinorelbine et doxorubicine),
brentuximab-vedotin ou par allogreffe de cellules souches hématopoiétiques sont
préconisés. Malheureusement les résultats a long terme du traitement de rattrapage
avec intensification thérapeutique restent faibles, les taux de survie sans récidive et les
taux de survie globale a 10 ans sont variables selon les facteurs de risques a la rechute
allant respectivement de 41% a 64% et de 47% a 70%.2 De plus ces patients sont

exposés a un risque de second cancer plus élevé.

B. Diagnostic histologique

1. Le LH classique

Le diagnostic histopathologique du lymphome de Hodgkin classique repose sur la mise
en évidence de cellules de Reed-Sternberg; grandes cellules bi ou multi-nucléées avec un
volumineux nucléole éosinophile ou de cellules de Hodgkin; grandes -cellules
mononucléées (Figure 1). Ces cellules de Hodgkin et Reed-Sternberg (HRS) sont
présentes en faible proportion (<1%) et se dispersent dans un infiltrat réactionnel
polymorphe, abondant, constitué de petits lymphocytes (principalement CD4*),
accompagnés le plus souvent d’histiocytes, de plasmocytes et de polynucléaires
éosinophiles en abondance variable. Les cellules tumorales expriment les marqueurs
CD30 et CD15. Classiquement, elles n’expriment ni le CD45 ni les marqueurs B tels que
CD20 et CD79a. Enfin elles expriment souvent de maniere diffuse mais faible, le facteur
de transcription PAX5 qui permet de conforter le diagnostic (Figure 1). Le facteur de
transcription OCT-2 quand a lui n’est en général pas exprimé. A noter, que dans de rares

cas, les cellules tumorales peuvent exprimer le CD20, mais souvent plus faiblement ou
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de maniere hétérogene. Dans les LH associés a 'EBV, les cellules tumorales expriment

LMP1 et I'hybridation in situ avec la sonde EBER est positive.

‘.-’" -

Figure 1 : Histologie du LH classique

L’OMS définit différents sous-types morphologiques du LH classique : scléro-nodulaire, a

cellularité mixte, avec déplétion lymphocytaire, et riche en lymphocytes.

Le LH classique scléro-nodulaire

L’architecture ganglionnaire est détruite par une prolifération d’architecture nodulaire.
Les nodules sont disséqués par des travées fibreuses, souvent épaisses. Au sein des
nodules on retrouve des cellules HRS dispersées ou regroupées en petits amas, qui se
dispersent sur un fond réactionnel abondant constitué d’assez nombreux lymphocytes T
(LT), histiocytes et de polynucléaires éosinophiles. Parfois il existe une architecture

granulomateuse qui peut étre nécrotique.

Le LH classique a cellularité mixte

Il représente environ 25% des LHc et s’observe plutot chez le sujet d’age moyen et chez
le sujet agé. Les cellules HRS sont dispersées dans un fond inflammatoire abondant qui
peut parfois prendre un aspect granulomateux. On observe la présence d’EBV dans les

cellules tumorales dans 75% des cas.
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Le LH classique avec déplétion lymphocytaire ou riche en cellules tumorales

Entité trés rare représentant moins de 1% des LHc. Il s'observe préférentiellement chez
I'adulte jeune et est plus fréquent chez le sujet VIH+. Il est souvent associé a un stade
Ann Arbor avancé et a des symptémes B marqués. Dans cette entité le fond

inflammatoire est moins marqué et la proportion en cellules HRS plus importante.

Le LH classique riche en lymphocytes

Il représente moins de 5% des LHc. Il s’observe surtout chez les sujets agés et se
présente sous forme d’une atteinte ganglionnaire périphérique préférentielle, souvent
sans symptome B. Les cellules HRS sont ici dispersées dans un fond inflammatoire
moins polymorphe, constitué essentiellement de petits lymphocytes. Il ne doit pas étre

confondu avec le LHNPL.

2. Le LH nodulaire a prédominance lymphocytaire

L’architecture ganglionnaire est détruite par un infiltrat lymphoide d’architecture
nodulaire. Les nodules sont constitués de petits lymphocytes et d’histiocytes auxquels
s’associent des cellules tumorales, en abondance variable. Ces cellules tumorales sont
caractéristiques ; il s’agit de cellules dites « LP » ou « pop-corn cells ». Elles sont de
grande taille avec un noyau polylobé et un rapport nucléo-cytoplasmique élevé.
L’infiltrat réactionnel est en général moins polymorphe que dans le LH classique (peu de
polynucléaires  éosinophiles et de plasmocytes). D'un point de vue
immunohistochimique, ces cellules expriment le CD45 et les marqueurs B tels que CD20,
CD79a, PAX5 et Oct-2 mais n’expriment ni le CD30, ni le CD15. Les cellules LP sont
également BCL6* et EMA*. La présence du virus EBV est classiquement absente ou rare.
Les LT CD4* forment habituellement des rosettes autour des cellules LP, ces
lymphocytes ont classiquement un phénotype T follicular helper (TFH) exprimant CD57
et PD-1.

C. Physiopathologie et oncogénese

La faible abondance de cellules tumorales dans le LH rend tres délicate leur étude. C’est

seulement grace a des techniques de micro-dissection au laser qu’il a été possible
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d’isoler et d’étudier ces cellules.®’ Ainsi, la mise en évidence d’'un réarrangement des
geénes des immunoglobulines dans les cellules HRS prouve qu’elles dérivent d’un clone B.
De plus, la mise en évidence d’hypermutations somatiques dans ces cellules indique
qu’elles sont issues de cellules B post-centre germinatif, ou a lieu physiologiquement ce
processus. L’absence d’expression d’Ig de surface par la cellule HRS, devrait entrainer sa
destruction, pourtant cette cellule échappe anormalement a 'apoptose grace a plusieurs

mécanismes.

* Dérégulation des voies de signalisations

Il a été montré une dérégulation des voies de signalisation impliquées dans la
prolifération cellulaire, 'inflammation et I'apoptose dans le LH. La voie NFkB est la plus
étudiée. NFkB est un facteur de transcription constitué par un hétérodimere (cinq
membres : Rel-A, Rel-B, c-Rel, P50 et p52). A I'état basal, cet hétérodimere est lié a son
inhibiteur kB dans le cytoplasme, ce qui empéche sa translocation dans le noyau.?
Lorsque que la voie NFkB est activée (par liaison d’un ligand a un récepteur cellulaire en
amont), il y a une inactivation de IkB par phosphorylation et libération de NFxB, qui va
alors étre transloqué dans le noyau ou il pourra activer la transcription de genes cibles
(Figure 2). De nombreuses études ont montré une activation constitutive de la voie
NFkB dans la cellule HRS, par plusieurs mécanismes dont I'inactivation des régulateurs
négatifs de NFkB (IkB, TNFAIP3) 210 et la surexpression de composants de la voie NFkB
notamment par amplification (c-Rel, CD30).11.12.13

IL-1, TNFer...
/ Récepteur
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d’ubiquitinylation
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Figure 2 : Schématisation de la voie canonique NF k B (d’aprés Baud V et al, medecine et
science 2007)
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Il existe également une activation constitutive de la voie JAK/STAT dans les cellules HRS
soit par amplification du gene JAKZ 11 soit par inactivation de régulateurs négatifs de la

voie JAK/STAT.14

D’autres voies de signalisation ont été identifiées comme étant activées de fagon
constitutive, favorisant ainsi la prolifération tumorale telles que les voies MEK/ERK et

PI3K/AKT.

e Résistance a I'apoptose

L’absence d’expression d’Ig de surface devrait normalement conduire a I'apoptose de la
cellule HRS. Ses mécanismes de résistance a I'apoptose sont variables tels qu'une
surexpression de molécules c-FLIP inhibitrices de la voie extrinséque de I'apoptose
et/ou de XIAP inhibant la voie intrinséque mitochondriale. Il a également été décrit des

mutations de Fas bloquant la voie des récepteurs de morts 1516 (Figure 3).

* Rolede’EBV

L’EBV est un virus ubiquitaire, dont le génome est retrouvé dans les cellules tumorales

dans 50% des LHc. L’EBV est un virus oncogene qui présente trois latences différentes :

- Type 1: expression de EBNA 1, retrouvé dans les cellules tumorales du lymphome de
Burkitt.

- Type 2: expression de EBNA 1, LMP-1 et LMP-2, retrouvé dans les LH et lymphome
T/NK.

- Type 3 : expression de EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3, LMP-1 et LMP-2, retrouvé dans les

syndromes lympho-prolifératifs de 'immunodéprimé.

Le fait que I'on retrouve une clonalité du virus dans les cellules HRS dans les différents
sites atteints et au cours de I’évolution de la maladie est un argument fort en faveur de
son implication dans I'oncogénese de la cellule HRS.17 Ainsi, des études in vitro ont
montré que les protéines de latences virales pouvaient jouer un réle dans la
prolifération et I'apoptose. A titre d’exemple, LMP-1 mimant le CD40 est capable
d’activer les voies NFkB, MAP kinase et JAK/STAT et entraine également l'activation de
I'oncogene anti-apoptotique BCL2.1819 ’ensemble favorise ainsi la prolifération et la

résistance a I'apoptose de la cellule HRS (Figure 3).
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Figure 3: Mécanismes prolifératifs et anti-apoptotiques dans le LH (d’aprés Salmeron G,
Hématologie 2010).

* Role du micro-environnement tumoral (MET):

L’abondance de l'infiltrat inflammatoire réactionnel caractéristique du LHc suggere un
réle clé du MET dans l'oncogénese de la cellule HRS et fera I'objet d’un chapitre

ultérieur de ce manuscrit (cf. chapitre MET).

II. Généralités sur le lymphome B diffus a grandes cellules
(LBDGC)

A. Epidémiologie, clinique, facteurs pronostiques et traitement

Le lymphome B diffus a grandes cellules (LBDGC) est le plus fréquent des LNH
représentant 40 % des lymphomes B de l'adulte (InVS 2012). Malgré des progres
thérapeutiques importants, notamment depuis 'introduction du Rituximab, I"évolution
des LBDGC reste difficile a prédire avec des pronostics hétérogénes et une survie globale
de 47% a 5 ans (InVS 2012). En effet, plus d’'un tiers des patients présentent une
maladie réfractaire ou récidivent apres primo-traitement. Il existe des criteres
pronostiques clinico-biologiques permettant de stratifier les patients et de guider la
prise en charge thérapeutique. L’'index pronostic international (IPI) comprend cinq

variables (age, nombre de localisations extra-ganglionnaires, stade, indice de
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performance selon 'ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) et taux de LDH)
(Tableau 3).

Tableau 4. Index pronostiques
LDH: lactate déshydrogénase; ECOG: Eastern Cooperative Oncology
Group.

Index pronostique international (IPl): Facteurs défavorables

* Age =60 ans

* Localisations extraganglionnaires =2

+ Stade d’Ann Arbor >2

* LDH > Normale
* 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 =2

Tableau 3 : Index pronostique international dans le LBDGC (d’aprés Bonnet C et al, Revue
médicale suisse 2012).

Le traitement de référence en premiere ligne, repose actuellement sur une poly-
chimiothérapie de type «CHOP» (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine,
prednisone) 20 associée a une immunothérapie basée sur un anticorps chimérique
monoclonal ciblant CD20 : le Rituximab. L’introduction du Rituximab a représenté un
progres thérapeutique notable dans le LBDGC quel que soit le sous type.21-23 En effet le
premier essai clinique mené par le groupe d’étude des lymphomes de 1'adulte (GELA)
évaluant le traitement R-CHOP versus CHOP seul dans le LBDGC, a mis en évidence un
taux de rémission de 76% versus 63% et une amélioration de la survie globale a 10 ans
de 43,5% versus 27,6% dans le groupe R-CHOP versus CHOP respectivement.22 D’autres
traitements peuvent étre utilisés en premieére ligne ou lors des rechutes tels que les
polychimiothérapies R-ACVBP (rituximab, doxorubicine, cyclophosphamide, vindesine,
bleomycine et prednisone), R-DHAP (rituximab, dexamethasone, cytarabine, cisplatine),
R-ICE (rituximab, ifosfamide, carboplatine et étoposide) pouvant précéder une greffe

autologue de cellules souches (ASCT).2*

Les LBDGC représentent un groupe de maladies hétérogénes avec des pronostics
hétérogenes. Ces derniéres années, les signatures transcriptionnelles ont permis
d’identifier, au sein du groupe majoritaire des LBDGC, trois grands sous types

moléculaires de pronostics distincts : le LBDGC de type centrofolliculaire (GC), de type
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activé B périphérique (ABC) et de type médiastinal primitif (PMBL).2526 Le sous type
ABC étant de moins bon pronostic avec un taux de survie a 3 ans d’environ 45% contre
80% dans le LBDGC GC et 97% dans le PMBL.2426 Nous n’aborderons que les sous types
GC et ABC dans ce travail.

B. Diagnostic histologique des LBDGC

Le LBDGC est caractérisé par une prolifération lymphoide constituée de grandes
cellules, détruisant I'architecture ganglionnaire. Cette prolifération est caractérisée par
une forte densité en cellules tumorales. Ces cellules se dispersent dans un fond
inflammatoire réactionnel, moins abondant que dans le LH. D'un point de vue
cytologique, les cellules tumorales peuvent étre d’allure centroblastique,
immunoblastique ou bien plus indifférenciées (Figure 4). On observe fréquemment une
activité mitotique importante et des phénomeénes nécrotiques. D'un point de vue
immunohistochimique ces cellules ont un phénotype B CD20+*, CD79a*, PAX5* avec un
index de prolifération Ki67 élevé. Le CD30 peut étre exprimé dans 10 a 20% des cas. La

présence d’EBV doit conduire au diagnostic de LBDGC EBV*.
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Figure 4 : Histologie des LBDGC. A. Exemple d'un variant centroblastique. B. Exemple d'un
variant immunoblastique (d’apres Xie Y et al, semin hematol 2016).

La caractérisation moléculaire du sous type de LBDGC est importante car elle a un
impact pronostique. En pratique, on utilise l'algorithme de Hans,?” basé sur
I'immunohistochimie (IHC), et qui apparait bien corrélé a la classification moléculaire.z5

Ainsi Les LBDGC GC expriment CD10 et les LBDGC non-GC expriment MUM1 (Figure 5).
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Figure 5 : Algorithme de Hans (d’aprés Hans CP et al, Blood 2004)

C. Voies oncogéniques dans le LBDGC

e LBDGCGC

Les cellules tumorales sont issues d'un clone B du centre germinatif. Les LBDGC GC
présentent fréquemment une dérégulation d’expression de la protéine anti-apoptotique
BCL2 liée le plus souvent a une anomalie moléculaire du gene BCLZ telle que le
réarrangement BCL2/IGH secondaire a la translocation ¢(14;18), classiquement
observée dans le lymphome folliculaire et retrouvée dans 34% des LBDGC GC. De plus,
I'apport des techniques de NGS a permis de mettre en évidence que BCL2 est 'un des
genes les plus fréquemment mutés dans les LBDGC GC.28 Les mutations de MYC et/ou de
BCL6 sont également fréquemment observées dans les LBDGC GC. Les LBDGC GC
présentent fréquemment une activation de la voie PI3K/AKT, pouvant étre liée a la
perte de PTEN (géne suppresseur de tumeur, régulant de maniere négative la voie PI3K)
(Figure 6). Ceci est illustré par une perte d’expression de PTEN en IHC dans 55% des
LBDGC GC 2° et par la détection d’'une délétion du géne PTEN dans 11% des LBDGC GC.3°
Enfin les LBDGC GC sont caractérisés par la présence de mutations de régulateurs
épigénétiques telles que des mutations du gene CREBBP codant pour une histone acétyl-
transférase observées dans 30% des LBDGC GC ou encore d’EZHZ observées dans 22 %
des LBDGC GC 3! a I'origine d’'une hypermethylation de 'histone H3K27 entrainant une

diminution de transcription de génes suppresseurs de tumeurs comme CDKN1A.
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Figure 6: Principales voies de signalisations dérégulées dans le LBDGC GC et cibles
thérapeutiques potentielles (d’aprés Roschewski M et al, Nature reviews 2014)

* LBDGCABC

Les cellules tumorales sont issues d'un clone B post-GC et sont caractérisées d'un point
de vue moléculaire, par une activation constitutive de la voie NFkB. NFkB représente
une famille de facteurs de transcription impliqués dans le controle de la prolifération
cellulaire, I'inflammation, la sécrétion cytokinique ou encore l'angiogénese. Cette voie
peut étre activée lors de l'engagement du BCR (B-Cell Receptor) ou bien lors de
I'engagement de récepteurs TLR (Toll-Like Receptor), également exprimés par les
cellules B. L’activation constitutive de cette voie observée dans les LBDGC ABC passe par
plusieurs mécanismes. Ainsi des mutations activatrices de CARD11 (Caspase
Recruitement Domain-containing protein 11), protéine impliquée dans la signalisation
du BCR, sont observées dans 10% des LBDGC ABC.32 De méme, des mutations du co-
récepteur CD79B entrainant I'activation constitutive du BCR sont observées dans 21%
des cas 33 ou encore des mutations de MYD88 impliquant une activation constitutive de
la voie TLR sont observées dans 30% des cas.3* La mutation de MYD88 entraine de plus
une activation de la voie MAPK entrainant la production d'IL-6 et I'IL-10 elles-mémes a
I'origine d’une stimulation de la voie JAK/STAT de maniére autocrine.3* Enfin il a été
décrit des mutations inactivatrices de TNFAIP3 (régulateur négatif de la voie NFxB) dans

30% des LBDGC ABC 35 (Figure 7).
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Figure 7 : Principales voies de signalisations dérégulées dans le LBDGC ABC et cibles
thérapeutiques potentielles (d’aprés Roschewski M et al, Nature reviews 2014).

L’identification de ces voies oncogéniques et de ces mutations qui contribuent a stimuler
la prolifération et limiter la mort cellulaire, représente un enjeu important car elles

représentent autant de cibles thérapeutiques potentielles 24 (Figure 6 et 7).

. Généralités sur les populations cellulaires du micro-

environnement tumoral dans les lymphomes

La physiopathologie du lymphome ne se résume pas aux seules cellules tumorales. Bien
que moins étudié que dans les cancers solides, le micro-environnement tumoral (MET)
dans les lymphomes participe activement au développement de la maladie. L’étude des
signatures transcriptionnelles a montré que plusieurs composantes sont importantes
dont I'angiogeneése et la composition de la matrice extracellulaire3¢ mais aussi le systeme
immunitaire.3738 Comme dans la plupart des cancers, le MET participe a la croissance
tumorale, a la résistance a la mort cellulaire et a I'immuno-évasion.3® Il existe en effet une
interaction dynamique entre les cellules tumorales et les cellules non tumorales du micro-
environnement comme les cellules endothéliales, les composants de la matrice extra-
cellulaire, les cellules stromales et les cellules immunes. De plus la composition du MET

différe en fonction des lymphomes et est modulée par les cellules tumorales elles-mémes.#0-

42
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A. Les cellules stromales mésenchymateuses

Ces cellules ont des propriétés immunosuppressives et participent a 'immuno-évasion. Il a
été montré, in vivo dans un modele murin que leur présence est associée a une augmentation
des lymphocytes T régulateurs (LTreg) CD4*FoxP3* et des cellules myéloides suppressives

(MDSC) 43 favorisant la croissance tumorale et I'échappement a la surveillance immune.

B. Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs)

Les macrophages sont une population abondante dans le MET des lymphomes.
Schématiquement, on distingue les macrophages de type M1 (induits via la sécrétion
d’'IFNy) stimulant une réponse immune de type Tnu1, participant ainsi a la réponse anti-
tumorale ou anti-infectieuse, et les macrophages de type M2 qui représentent une
différenciation alternative (induits par la sécrétion d’IL-10 et d’'IL-4).#4 Les macrophages
M2 sont physiologiquement impliqués dans la résolution de l'inflammation et la
cicatrisation, favorisant I'angiogénese, la migration cellulaire et 'immuno-évasion.#4
Dans le MET, les macrophages sont appelés TAMs (tumor-associated macrophages) et
sont classiquement polarisés en type M2, caractérisés entre autre par l'expression du
cluster de différenciation CD163. Les TAMs ont une activité immunosuppressive
notamment via la sécrétion d’IL-10, d’IL-4, de CCL22 et de TGFB qui favorisent le
recrutement intra-tumoral de cellules immuno-suppressives telles que les LTreg, les
cellules myéloides suppressives (MDSC). Ces facteurs solubles favorisent également la
polarisation des macrophages M2 et inhibent 'activité des LT CD8* et la réponse Ty1.44
De plus, notamment dans les lymphomes, ces TAMs expriment fréquemment le ligand
du récepteur inhibiteur PD-1.4546 De nombreux travaux ont étudié I'impact pronostique
de l'infiltration intra tumorale par les TAMs dans les lymphomes, avec des résultats
parfois discordants, en partie liés a [l'utilisation de marqueurs différents pour
caractériser ces TAMs. En effet les lignées des cellules myéloides et histiocytaires
constituent des groupes hétérogenes (cellules dendritiques (DC), monocytes,
macrophages, neutrophiles...) et ces différents types cellulaires n’expriment pas de
marqueurs IHC spécifiques donc leur caractérisation dans le MET peut s’avérer
difficile.#” Les marqueurs les plus utilisés pour caractériser les TAMs dans les tissus sont
le CD68 (marqueur pan-macrophages) et le CD163 qui marque plus spécifiquement les

macrophages de type M2. Ainsi dans les LBDGC, des travaux ont montré un impact
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pronostique positif de l'infiltrat CD68+.4849 Linfiltrat CD163*, quant a lui est associé a un
moins bon pronostic en analyses multivariées, concernant a la fois la survie globale et la
survie sans progression. 485051 Dans les LH, les TAMs CD68* et CD163* sont
classiquement associés a un mauvais pronostic 3852, comme en témoigne une méta-

analyse récente.>3 Cependant ces résultats restent a ce jour controversés.>*

C. Les cellules myéloides suppressives (Myeloid-derived suppressor

cells/ MDSC)

Les cellules myéloides suppressives présentent des fonctions immunosuppressives
notamment vis a vis des LT et des cellules natural killer (NK). 11 a été montré que
I'augmentation de ces cellules dans le sang périphérique de patients atteints de LH et de
LBDGC est associée a un mauvais pronostic.>>5¢ Les MDSC constituent une sous
population de cellules issues de la différenciation d’'un progéniteur myéloide, et sont
ainsi caractérisées par I'expression de marqueurs myéloides immatures tels que CD34.
Les MDSC ont une activit¢é immunosuppressive via plusieurs mécanismes.>’.58 Par
exemple, les MDSC sécretent des enzymes telles que I'arginase 1 et 'indoleamine 2,3-
dioxygénase-1 (IDO-1) qui dépletent le milieu en L-arginine et tryptophane, acides
aminés indispensables a la prolifération des LT ou encore I'inducible oxide nitric synthase
(iNOS) qui induit une nitrosylation du TCR limitant 'activité des LT. De plus elles
sécretent des cytokines immunosuppressives tels que le TGF et I'[L-10 qui régulent
négativement les LT CD8* et les NK, et favorisent I'activité des LTreg>> et la polarisation

des macrophages en M2.

D. Les cellules dendritiques (DCs)

Les cellules dendritiques sont de véritables cellules présentatrices de I'antigene (CPAs)
professionnelles. Lorsqu’elles captent des antigeénes, elles vont pouvoir en présenter des
peptides via les molécules de CMH de classe II qu’elles expriment de maniere
constitutive, permettant une activation des lymphocytes T CD4*. De plus, ces CPAs sont
capable de présenter des antigénes exogenes via les molécules de CMH de classe I, ce
processus appelé « cross presentation » permet l'activation directe des LT CD8*. Ainsi
I'interaction CMH-peptide-TCR spécifique représente le premier signal permettant

I'activation du LT. Il s’en suit un deuxieme signal dit de «co-stimulation» via
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I'interaction des molécules CD80/CD86 (exprimées par les CPAs) et CD28 (exprimée par
les LT). L’ensemble permet la formation de la synapse immunologique et 'activation des
voies de signalisation du TCR aboutissant a l'activation fonctionnelle du LT spécifique.
Par ailleurs, il a été montré in vitro, que le contact direct entre les DCs et les cellules
lymphomateuses peut protéger les cellules tumorales de I'apoptose via la surexpression
du miRNA-181a qui réduit le niveau intra cellulaire de la protéine pro-apototique Bim.>?
Ces cellules représentent donc une cible thérapeutique intéressante, notamment en

combinaison avec d’autres immunothérapies.

E. Lymphocytes T cytotoxiques (CTLs)

Les LT CD8* naifs se différencient apres activation en LT effecteurs et LT mémaoires. Les
LT CD8* effecteurs ont une activité cytotoxique contre les cellules tumorales qui a été
démontrée dans des modeles expérimentaux et chez 'homme.?061 Ces CTLs peuvent
déclencher 'apoptose via des voies de lyse telles que le systéme Perforine/GranzymeB
ou la voie Fas/Fas ligand. L'infiltration de CTLs en intra tumoral est associée a un
meilleur pronostic dans les lymphomes B.6263 Ces CTLs présentent une diminution de
leur fonction au sein du MET notamment du fait de l'expression de molécules
inhibitrices qui fera I'objet d'un chapitre ultérieur de ce manuscrit (cf. chapitre points
de contrdle immunitaire inhibiteurs). Ainsi la restauration de I'activité fonctionnelle des

CTLs est a la base de l'efficacité de la plupart des immunothérapies actuelles.

F. Les Lymphocytes T régulateurs (LTreg)

Les LT régulateurs représentent un sous type de LT CD4*, co-exprimant le marqueur
CD25 et le facteur de transcription FOXP3. Physiologiquement, ces LTreg sont impliqués
dans la tolérance immunitaire permettant la prévention des phénomeénes auto-immuns
et permettant le maintien de l’homéostasie immunitaire.®# Le roéle et l'impact
pronostique des LTreg au sein du MET des LH et LBDGC sont débattus. En effet de
nombreuses études ont montré un impact pronostique positif de l'infiltrat intra-tumoral
FOXP3* aussi bien dans les LH que dans les LBDGC.%>-70 L’hypothese alors émise est que
les LTreg permettraient une diminution de l'inflammation locale et donc un effet
antitumoral. Cependant ces résultats sont controversés, car FOXP3 n’est pas un

marqueur spécifique des LTreg immunosuppresseurs. De plus, il a été montré que les
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cellules CD4+*FOXP3* peuvent étre divisées en trois sous populations avec des roles
fonctionnels bien différents: les LTreg effecteurs (eTreg) qui sont de puissants
immunosuppresseurs, les LTreg naifs et des LT non régulateurs qui n’ont pas de
fonction immunosuppressive.’! Ainsi Nakayam et al, ont étudié 'infiltration LTreg dans
les LBDGC en utilisant un double marquage FOXP3 et CTLA-4 (CTLA-4 étant exprimé par
les eLTreg) et montré que l'infiltration par des cellules FOXP3* CTLA-4* est associée a un
pronostic défavorable.®8 De plus, Kelley et al, ont montré qu’un faible ratio de cellules
FOXP3+*/ Granzyme B* est associé a une diminution de la survie sans progression et de la
survie globale dans le LH alors que l'infiltrat FOXP3* seul est associé a une augmentation
de la survie sans progression.®” Ces études illustrent bien la difficulté de I'étude des sous
populations de LTreg et de leur impact dans la progression de la maladie. D’autres
études, utilisant notamment des multiplexages de marqueurs sont donc nécessaires

pour préciser le role fonctionnel des LTreg dans le lymphome.

G. Les cellules Natural Killer (NK)

Les cellules NK sont un sous type de lymphocyte co-exprimant CD16 et CD56,
appartenant au systéme immunitaire inné car capables d’induire I'apoptose en 'absence
d’interaction spécifique avec le CMH. En effet, ils possedent deux types de récepteurs a
leur surface : des récepteurs activateurs et des récepteurs inhibiteurs. Les récepteurs
inhibiteurs comme NKG2A ou les récepteurs KIRs reconnaissent les molécules CMH de
classe I et leur engagement avec leur ligand inhibe I'activité du NK. Les récepteurs
activateurs comme NKG2D reconnaissent des récepteurs exprimés par les cellules
subissant un stress comme les cellules tumorales, cette liaison induit l'activation de
'activité cytotoxique du NK et ce méme en présence de signaux inhibiteurs. Le déficit en
NK est associé a une augmentation du risque de cancer suggérant leur importance dans
la réponse immune anti-tumorale.”? Des études ont montré que le déficit quantitatif ou
fonctionnel en NK dans le MET des LH contribue a 'immuno-évasion.’374 En effet il a été
décrit une altération de I'expression de NKG2D et une réduction de 'activité cytotoxique

des NK dans les LH comparés aux autres LNH et aux tissus sains.”374
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H. Cytokines, chimiokines et facteurs solubles

Le role des cytokines a été bien étudié dans le LH du fait de I'abondance du
microenvironnement et de 'importante dérégulation de la sécrétion cytokinique. Les
cellules lymphomateuses et les cellules immunitaires elles-mémes peuvent sécréter des
cytokines et chimiokines qui inhibent la maturation et les fonctions des cellules
immunitaires comme I'IL-10, IL-4, CCL22, CCL5 qui vont favoriser un milieu ambiant
immunosuppresseur. La production de ces cytokines a été associée a une moins bonne
réponse thérapeutique dans le LH.7> Ainsi, par exemple, il a été montré que les LT du
MET du LH sécretent CCL5 qui est chemo-attractant pour les monocytes, les
polynucléaires et les LT CD4+.7677 La sécrétion d’IL-10, de CCL1 et de CCL22 favorise la
polarisation des LT CD4* en LT de type Tu2.787° D’autre part, 'expression constitutive du
récepteur CCR5 par les cellules HRS favorise également le recrutement de LT CD4* et de
polynucléaire dans le MET.80 La sécrétion de TGFg par les cellules tumorales et par les
cellules immunitaires immunosuppressives (MDSC et LT reg) inhibe I'activation et la
prolifération des lymphocytes, favorise la différenciation des LTreg, la polarisation des
TAM de type M2 et l'accumulation de MDSC.8182 D’autre part, certaines cellules
immunitaires comme les MDSC vont sécréter des enzymes telles que I'IDO et I'iNOS qui

inhibent la réponse immunitaire.8?

I. Stroma tumoral

La modulation de la matrice extra cellulaire via I'expression de molécules d’adhésion ou
de facteurs angiogéniques tels que le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
participe a la progression tumorale, a la migration et aux métastases. De plus, La
néoangiogenese favorise le développement d’'un micro-environnement pro-tumoral en
empéchant le homing des LT effecteurs 83 et est associée a un mauvais pronostic dans les

LH et LBDGC. 84-87

Au total, les composants du MET interagissent avec les cellules tumorales pour créer un
MET « pro-tumoral » et immunosuppresseur (Figure 8). Il est maintenant connu que le
MET, modelé par les cellules tumorales agit de manieére active sur la croissance
tumorale. Ainsi le systéme immunitaire est détourné et reprogrammé pour faciliter la

croissance tumorale.
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Figure 8 : Schématisation du MET (d’aprés Kerkar SP et al, Cancer Research 2012)

IV. Immunité anti-tumorale dans les lymphomes

A. Concept de I'immunoediting

Afin de pouvoir se développer dans un organisme, les cellules tumorales doivent
échapper au contréle du systeme immunitaire. En effet, il est bien établi aujourd’hui que

le systeme immunitaire joue un réle primordial dans la cancérogénese.3°

C’est en 1909 que Paul Ehrlish émet pour la premiere fois 'hypothése que le systeme
immunitaire pourrait jouer un réle dans la reconnaissance et I’éradication des cellules
tumorales.88 Depuis de nombreux biologistes se sont intéressés au sujet mais les
premiéres preuves de 'immunité anti-tumorale arrivent dans les années 50, ou les
travaux de Groley et Gross mettent en évidence, in vivo, sur des modeéles expérimentaux

de greffes tumorales, l'existence d’antigenes tumoraux spécifiques.t® En 1970, Franck
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MacFarlane Burnet définit pour la premiere fois le concept d'immuno-surveillance anti-
tumorale, proposant I'hypothese que le systéme immunitaire est capable de détecter et

détruire les cellules tumorales. 89

Chez I'homme cette hypothese est soutenue par l'observation d'une plus grande
incidence de cancers chez les sujets immunodéprimés 0 et par des rapports de cas
relatant le développement de cancers métastatiques apres transplantation d’organes
comme par exemple le cas d'un patient décédé d’'un mélanome métastatique apres

transplantation rénale, dont le donneur avait été opéré d'un mélanome 16 ans plus t6t.”?

En 2002, Schreiber développe le concept de 'immunoediting, constitué de trois phases

92 (Figure 9)

- Phase d’élimination : Le systeme immunitaire est efficace et élimine les cellules
tumorales, empéchant le développement tumoral.

- Phase d’équilibre : le systeme immunitaire ne peut détruire toutes les cellules
tumorales mais contient la croissance de la tumeur. Cette phase correspond a la
phase infra clinique du cancer.

- Phase d’évasion: Les cellules tumorales développent des mécanismes pour
échapper au controle du systéme immunitaire, ce qui permet le développement

d’un cancer cliniquement décelable.

Dans la phase d’évasion les cellules tumorales vont méme développer certains
mécanismes pour détourner et reprogrammer le systéme immunitaire, qui devient alors

pro-tumoral, facilitant la progression tumorale.
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B. Immuno-évasion dans les lymphomes

Le processus d'immuno-évasion (IE) est complexe impliquant de multiples voies

moléculaires et cellulaires altérant la réponse immunitaire anti-tumorale.

1. Camouflage de la cellule tumorale

Le camouflage de la cellule cancéreuse vis a vis du systéme immunitaire est un des
premiers mécanismes mis en jeu au cours de la progression tumorale, permettant a la
tumeur d’échapper a la surveillance immunitaire. Ce processus peut se faire, par
exemple, par la diminution d’expression des molécules du CMH par plusieurs
mécanismes. Ainsi, des études IHC ont montré que plus de la moitié des LBDGC
présentent une perte partielle ou complete de I'expression des molécules du CMH de
classe I et de classe 11.93 La perte d’expression du CMH I est également fréquemment
observée dans les LH. Cette perte est liée a une perte d’expression de la [B2-
microglobuline dans 75% des cas.?*%5 De plus une étude a également montré que les
cellules tumorales du LH expriment fréquemment la molécule HLA-G impliquée dans la
tolérance immunitaire en protégeant les cellules tumorales de I'activité cytotoxique des
NK.%¢ La diminution de l'expression des molécules CMH II représente également un
mécanisme d'immuno-évasion particulierement important dans les lymphomes comme
en témoigne l'impact pronostique péjoratif de la perte du CMH II dans les LH et les
LBDGC.?798 Plusieurs mécanismes expliquent la perte d’expression du CMH II dont
I'apparition de mutations homozygotes du gene codant le CMH II ou des réarrangements
du gene CIITA (indispensable a la transcription du CMH II). Enfin d’autres mécanismes
aboutissent a la perte du CMH comme les mutations des protéines impliquées dans le
processing de l'antigéne (LMP2/7) °° ou dans le transport de l'antigéne (TAP1 et
TAP2).93

2. Surexpression des points de controle immunitaire inhibiteurs

(« checkpoints immunitaire »)

Lorsque le systeme immunitaire parvient a reconnaitre les cellules tumorales comme
anormales, celles-ci vont développer d’autres mécanismes de résistance pour éviter la
destruction. Ainsi, d’autres mécanismes d’'IE peuvent entrer en jeu notamment via la

dérégulation et la surexpression de certaines molécules points de contréle immunitaire
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inhibiteurs (PCIs) ou «immune checkpoints/ICPs », qui modulent et/ou inhibent la
réponse immunitaire lors de leur interaction avec leurs ligands respectifs.
Physiologiquement, ces PCIs sont exprimés pour permettre le maintien d’'une balance
entre signaux activateurs et inhibiteurs afin d’éviter un « emballement » de la réponse
immunitaire qui pourrait étre dommageable pour les tissus. Ces PCIs vont pouvoir étre
détournés par la cellule tumorale pour inhiber la réponse immunitaire anti-tumorale et
représentent a ’heure actuelle des cibles thérapeutiques en expansion qui feront I'objet
d’un chapitre ultérieur dans ce manuscrit (cf. chapitre thérapeutiques). Les PCls les plus
étudiés sont: CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), PD-1
(Programmed cell death 1), LAG-3 (Lymphocyte activation gene 3) et TIM-3 (T cell
immunoglobulin and-mucin-domain containing-3). Il existe également des points de

controle immunitaire activateurs, que nous n’aborderons pas dans ce travail.

a. CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4/CD152)

L’activation du LT par une CPA appelée «priming» nécessite d'une part la
reconnaissance du complexe CMH-peptide-Ag (1¢r signal) mais également l'interaction
de molécules de co-stimulation comme l'interaction de CD28 (exprimée a la surface du
LT) et de CD80/86 (exprimées a la surface de la CPA), cette interaction représente le
2¢me signal, indispensable a I'activation du TCR. CTLA-4 est une molécule exclusivement
exprimée par les LT activés, qui entre en compétition avec CD28 en se liant aux
molécules CD80/CD86 avec une plus forte affinité. Cette interaction diminue la
stimulation des LT en activant les phosphatases situées en aval du TCR.81 L’action de
CTLA-4 intervient principalement au niveau des organes lymphoides ou s’effectue
'activation des LT et va donc limiter le « priming » du LT. CTLA-4 peut étre exprimé par

les LT CD4*, mais également par les LT CD8*.

CTLA-4 a été le premier PCI bloqué par des anticorps a visée thérapeutique dans les

cancers solides 190 mais reste peu étudié dans les lymphomes.

b. Axe PD-1/PD-L1 (Programmed cell death 1/CD279- Programmed
death-ligand 1/CD274)

Comme CTLA-4, PD-1 n’est exprimé qu’apres activation du LT mais contrairement a

CTLA-4, I'expression de PD-1 n’interfere pas avec des molécules de co-stimulation. Son
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engagement inhibe également la transduction du TCR via le recrutement de
phosphatases.101 Contrairement a CTLA-4, PD-1 peut étre exprimés par plusieurs types
de cellules immunitaires (LT, LB, NK) et posséde deux ligands : PD-L1 et PD-L2. Ainsi,
I'interaction entre le récepteur PD-1 exprimé par les lymphocytes T et B, et son ligand
PD-L1/2 exprimé par les cellules tumorales ou par d’autres cellules immunitaires (dont
les macrophages et les CPA) induit une inhibition des LT effecteurs et joue ainsi un role
clé dans I'’échappement tumoral a la réponse immunitaire. L'inhibition des LT par I'axe

PD-1 a lieu préférentiellement dans les tissus périphériques.

Axe PD-1/PD-L1 dans les LBDGC

Dans les LBDGC, PD-L1 peut étre exprimé par les cellules tumorales et par les cellules du
MET comme les macrophages, tandis que PD-1 est habituellement restreint aux
lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs).102-104 De rares observations ont rapporté
I'expression de PD-1 a la surface des cellules lymphomateuses.103-106 [a 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 micro-environnemental.197 Néanmoins I'’ensemble des données de la
littérature, s’accorde sur l'observation d’une plus forte expression de PD-L1 par les
cellules tumorales dans les LBDGC non-GC et dans les LBDGC associés a I'EBV.107
L’expression de PD-L2 est moins étudiée, du fait d'un manque d’outil fiable, mais serait
également plus fréquente dans les LBDGC non-GC.197 Dans une étude récente, des
analyses IHC avec double marquage PD-L1/PAXS5 sur échantillons de LBDGC, ont mis en
évidence une expression de PD-L1 par les cellules tumorales dans 15% des cas (seuil
20%).102 Les anomalies génétiques, et en particulier les gains chromosomique 9p24.1
sont a l'origine de la surexpression de PD-L1/L2 dans 20% des LBDGC.198 D’autres
mécanismes tels que les translocations intéressant le gene PD-L1/L2 fusionnant par
exemple avec le géne IGH sont également a l'origine de la surexpression de PD-L1 108
(Figure 10). Ces anomalies génétiques sont plus fréquentes dans les LBDGC non-GC
expliquant la fréquence plus élevée d’expression de PD-L1 par les cellules tumorales
dans les LBDGC non-GC que dans les LBDGC GC. De plus, dans les LBDGC non-GC, il
existe des mutations de MYD88 dans 30% des cas induisant 'activation de la voie
JAK/STAT qui aboutit également a la surexpression de PD-L1/L2.197 Enfin, l'infection a

EBV entraine également une surexpression de PD-L1 dans les LBDGC associés a 'EBV
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via l'activation de la voie JAK/STAT due d'une part, a la présence de cytokines
inflammatoires et d’autre part, a la présence d’'une protéine de latence virale LMP1 qui
active le promoteur de PD-L1 via 'activation d’AP-1 et des composants C-JUN et JUN-B
107 (Figure 10).

Dans les LBDGC, la surexpression de PD-L1/L2, serait associée a un pronostic plus
péjoratif mais le fait que I'expression de PD-L1 soit plus fréquemment observée dans les
LBDGC non-GC entraine un biais suggérant que les deux parametres ne sont peut-étre
pas indépendants.102 L’ expression de PD-1 par les TILs semble étre plus élevée dans les
LBDGC GC que dans les non GC, et serait corrélée a une meilleure survie des patients.107
Récemment, une étude sur une large série de 1253 LBDGC, a montré une meilleure
survie chez les patients atteints de LBDGC ayant de nombreux TILs PD-1* et peu de

cellules tumorales PD-L1+.102
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Figure 10 : Mécanismes a I'origine de la surexpression de PD-L1/L2 dans les LBDGC
(d’apreés Gravelle et al, oncotarget 2017).
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Axe PD-1/PD-L1 et LH

Comme dans les LBDGC, PD-L1 peut étre exprimé par les cellules tumorales (9 a 90%
des cas selon la littérature) 109-111 maijs également par les cellules du MET. Les
mécanismes impliquant la surexpression de PD-L1 par les cellules HRS sont proches de
ceux observés dans les LBDGC non-GC (Figure 10). En effet des études apres
microdissection laser, ont permis d’identifier que la surexpression de PD-L1 est
fréquemment liée a une amplification du locus 9p24.1.112 De plus le gain en 9p24.1 induit
également la surexpression de JAK2 qui augmente l'expression de PD-L1. L’infection par
EBYV, fréquente dans les LH, entraine également la surexpression de PD-L1 comme vu
précédemment. Une autre étude utilisant des techniques d’hybridation in situ en
fluorescence (FISH) a permis de mettre en évidence une altération des loci PD-L1/L2
dans 97% des échantillons de LH étudiés.113 De plus, dans cette étude, la réalisation d’'un
double marquage PD-L1/PAX5 en IHC, a permis de mettre en évidence une corrélation
entre le nombre de copie de PD-L1 et la surexpression protéique de PD-L1 par les
cellules HRS.113 PD-L1 est également fréquemment exprimé par les cellules non
tumorales, en particulier par les macrophages. Ainsi, Carey et al, ont montré récemment,
grace a des multiplexages d'immunofluorescence, que les macrophages CD163*PD-L1+*
co-localisent avec les cellules HRS PD-L1* et les LT CD4*PD1* suggérant alors que les
TAM PD-L1* et les LT CD4+*PD-1* pourraient créer une «niche immuno-protective »

pour les cellules HRS 4> (Figure 11). Enfin, la surexpression de PD-L1 dans les LH et le

nombre de TILs PD-1*seraient associés a un mauvais pronostic.109.113

© CD30 @ CD68 @ PD-L1 ® PD-L1+ HRS @ PD-L1+ TAMs ¢ PD-L1- TAMs

Figure 11 : Etude d’immunofluorescence avec multiplexage de CD30/CD68/CD163/PD-L1
illustrant la formation d’une niche « immuno-protective » par les TAMs PD-L1"dans le LH
(d’apres Carey et al. Blood 2017).
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¢. TIM-3 (T cell immunoglobulin and-mucin-domain containing-3)

TIM-3 est une protéine trans-membranaire appartenant a la superfamille des
immunoglobulines, contenant un domaine extra cellulaire de type IgV. Cette protéine a
été initialement découverte dans des travaux caractérisant les LT de type Tu1.114 TIM-3
est exprimé par les LT apres stimulation chronique notamment dans les infections
virales chroniques mais également dans les cancers jouant un réle clé dans I'inhibition
des réponses immunes Ty1.115 L’ expression de TIM-3 est corrélée a la suppression des
fonctions des LT CD4* et des LT CD8* et est actuellement considérée comme un puissant
marqueur d’exhaustion lymphocytaire.115116 Son expression est par ailleurs étroitement
associée a celle de PD-1.117.118 Ainsi I'expression de TIM-3 confére un stade d’exhaustion

plus marqué que les LT effecteurs exprimant seulement PD-1.118119

L’expression de TIM-3 a été également observée dans les LTreg infiltrant la tumeur et
est associée a une augmentation de la fonction immunosuppressive des LTreg.120.121
TIM-3 peut également étre exprimé par d’autres cellules du MET (DC, macrophages, NK
et cellules endothéliales).120 D’autre part, I'expression de TIM-3 a également été décrite
dans les cellules tumorales notamment de mélanome!?2, d’ostéosarcomel?3, de
carcinome rénal a cellules claires!?* et de leucémie myéloide aigue.125126 Qutre ces effets
sur le systeme immunitaire, TIM-3 favoriserait la migration cellulaire et I'invasion par

différents mécanismes 127 que nous ne détaillerons pas dans ce travail.

Il a été identifié plusieurs ligands de TIM-3. La galectin-9 est une protéine extracellulaire
capable de lier le domaine IgV de TIM-3. L’interaction entre TIM-3 et galectin-9 entraine
la mort des LT Tu1 et des LT CD8* dans un modéle murin de cancer du célon.128 De plus,
I'interaction TIM-3/galactine-9 au niveau des monocytes/macrophages entraine une
altération de leur production cytokinique affectant la réponse immunitaire Ty1.128
Ceacam1 est un autre ligand de TIM-3 qui peut interagir avec TIM-3 via son domaine IgV
permettant la stabilisation de TIM-3, indispensable a son activité inhibitrice.120 TIM-3
peut également interagir avec HMGB1 qui est une protéine liant des acides nucléiques
relargués dans le milieu lors de dommages cellulaires, représentant ainsi une protéine
« signal de danger ». L'interaction de TIM-3 et de HMGB1 a la surface des DCs va
entrainer une séquestration de HMGB1, et donc des acides nucléiques, dans les

endosomes des DCs, qui aura pour conséquence un défaut de maturation des DCs et in
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fine un défaut d’activation de la réponse immunitaire spécifique.12°

Les voies de signalisations de TIM-3 sont a I'heure actuelle encore mal élucidées, et les
études réalisées in vitro sur les lignées cellulaires sont contradictoires. Une premiere
étude in vitro, a montré que 'ajout d’'un anticorps agoniste de TIM-3 dans des cultures
de lignées de Tul ou de DCs induit une phosphorylation de diverses protéines
aboutissant a 'activation de ERK et la dégradation d’IkB favorisant alors 'activation de
la voie NFxB.130 Une autre étude a montré que I'induction de l'expression de TIM-3 sur
les lignées T Jurkat entraine une activation du TCR via l'interaction de TIM-3 avec les
composants de la voie de transduction du TCR (notamment Zap 70).131 D’autres études
ont cependant montré un effet inhibiteur de TIM-3 sur la signalisation du TCR soit via la
réduction de 'expression des facteurs de transcription c-Fos, c-Jun et NFAT 132 ou bien
via l'interaction de TIM-3 avec des composants de la synapse immunologique 133
empéchant l'activation du TCR. De plus une étude réalisée in vivo, a montré que
I'interaction entre TIM-3 et Galectine 9 est associée a une régulation négative de la

réponse immune Ty1 avec une diminution de la sécrétion d’IFNy.134

Dans les tissus tumoraux, I'expression globale de TIM-3 a été associée a un mauvais
pronostic dans de nombreux cancers solides : carcinome rénal 135, carcinome colique 136,
carcinome prostatiquel3’, carcinome urothélial’®® et carcinome gastrique!3® mais

également dans le lymphome folliculaire.140

d. LAG-3 (Lymphocyte activation gene-3)

LAG-3 est une protéine contenant également un domaine IgV, exprimée par les LT
activés mais également par les LB activés, les NK, et les DCs. Le principal ligand de LAG-3
est la molécule CMH II. LAG-3 a été décrit comme un PCI car régule négativement
I'expansion des LT CD4* et CD8* in vitro et in vivo.1*1 Par ailleurs il a été décrit la co-
expression de PD-1 et LAG-3 par les TILs. De plus, I'inhibition de LAG-3 potentialise
'action des anticorps anti-PD-1 en entrainant une réponse immune anti-tumorale plus
puissante.l42 LAG-3, exprimé par les LTreg, peut également se lier au CMH II exprimé
par les DCs. Cette interaction entraine une inhibition de la maturation et de 'activation
des DCs et participe a I'lE des tumeurs.143 Les mécanismes d’actions et les conséquences

sur les voies de signalisations cellulaires mis en ceuvre lors de I'engagement de LAG-3
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sont encore peu élucidés. Cependant, il existe actuellement quatre agents
thérapeutiques anti-LAG-3 en cours d’essais cliniques dont trois anticorps anti-LAG-3
spécifiques. En pathologie lymphomateuse, des essais cliniques de phase I/Ila incluant
des patients atteints de LH et des LNH B réfractaires, traités par un anti-LAG-3 seul ou

en combinaison avec le nivolumab sont en cours d’évaluation (NCT02061761).
3. Micro-environnement immunosupresseur

Comme décrit précédemment, les cellules tumorales peuvent moduler la composition du

micro-environnement et favorisent la création d’'un milieu ambiant « pro tumoral »

(Figure 12).
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Figure 12 : Schématisation de I'’ensemble des mécanismes d’IE pouvant étre mis en jeu
dans le lymphome (d’aprés Upadhyay R et al, Cancers 2015).
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V. Bloqueurs des points de contrdle immunitaire (« immune
checkpoints ») dans les lymphomes: Voies thérapeutiques

actuelles et futures

L’'immunothérapie basée sur les bloqueurs des PCIs a montré une efficacité dans de
nombreux cancers solides (mélanome, cancer du poumon, carcinome urothéliaux).144
L’utilisation de ces molécules dans les lymphomes est plus récente mais montre des
effets thérapeutiques prometteurs, notamment dans le LH. Les plus étudiés a I'heure
actuelle sont les traitements visant I'axe PD-1/PD-L1 et 'axe CTLA-4 avec des résultats

trés encourageant.

Bloqueurs de 'axe PD-1/PD-L1

Les inhibiteurs de PD-1 ont montré des résultats spectaculaires dans les LH. En
effet, 'utilisation du nivolumab seul (un anticorps anti-PD-1) dans des essais de phase I
et II montre des réponses objectives allant de 66% a 87% selon les essais avec
principalement des réponses partielles et une stabilisation a long terme, mais également
des réponses completes 145146 (Tableau 4). De plus, le profil de toxicité semble
acceptable. Ainsi, I'excellente efficacité du nivolumab dans le LH en rechute/réfractaire
(R/R) a permis l'autorisation de son utilisation par la FDA avant la fin des essais de
phase III. Actuellement de nombreux essais sont en cours dont des essais évaluant les

anti-PD-1 en premiére ligne ou associés a brentuximab-vedotin.

Les essais sur les LBDGC montrent des résultats moins spectaculaires. Une étude
de phase II, conduit sur 66 patients atteints de LBDGC, a montré une réponse objective
de 51% dont 34% de réponse compléete et 17% de réponse partielle et une survie sans
progression a 16 mois de 70% (Tableau 5).147 Un autre essai de phase [ a montré une
réponse objective de 36%.148 Actuellement d’autres essais cliniques de phase II sont en

cours.

Bloqgueurs de CTLA-4

Un essai de phase I évaluant I'association ipilimumab (anti-CTLA-4)-brentuximab

(anti-CD30) couplé au vedotin dans les LH R/R a montré une efficacité prometteuse avec
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un taux de réponse objective a 67% dont 42% de réponse compléete (Tableau 4).14°

D’autres essais ont cependant montré des réponses plus faibles (de 17% a 33%).14°

Le premier essai de phase I effectué sur les LNH incluait 18 patients et a montré
une réponse objective faible (11%).150¢ Cependant des essais en cours, évaluent

'association de I'ipilimumab et du nivolumab/pembolizumab.14°

Drug Ph Target N ORR (%) CR (%) PR (%) SD (%) oS PES Ref
Nivolumab I Anti-PD-1 23 87 17 70 13 2 years, 86% 10
Nivolumab I Anti-PD-1 80 66 9 58 NR 6m77% 6m, 77% 11
Nivolumab+ I Anti-PD-1 31 74 19 55 10 NR NR 13
Nivolumab + BV I Anti-PD-1 10 100 63 NR 4m, 100% 14
Pemolizumab b Anti-PD-1 31 58 19 12 23 NR 114 15
Pemolizumab II Anti-PD-1 210 65-68 22-29 16
Ipilimumab I Anti-CTLA-4 12 67 42 0.74 years 19

HL: Hodgkin lymphoma; Ph: phase; N: number of patients; m: month; ORR: overall response rate; CR: complete response; PR: partial response; SD: stable
disease; OS: overall response; PFS: progression-free survival; Ref: reference; R/R: relapsed and refractory; BV: brentuximab vedotin; NR: not reached.

Tableau 4 : Synthése des résultats des essais cliniques concernant les inhibiteurs des
« checkpoints immunitaire » dans le LH (d’apreés Witkowska et al, ] Inmunol Res 2018)

Drug Ph Target Disease N ORR (%) CR (%) PR (%) SD (%) OS PES Ref
Pembrolizumab I Anti-PD-1 PMBCL 19 44 11 33 NR 24
Pembrolizumab I Anti-PD-1 DLBCL 66 51 34 17 37 NR 16m, 70% 27
Ipilimumab 1 Anti-CTLA-4 NHL 18 11 5.5 5.5 30

Ph: phase; N: number of patients; m: month; ORR: overall response rate; CR: complete response; PR: partial response; SD: stable disease; OS: overall response;
PFS: progression-free survival; Ref: reference; BV: brentuximab vedotin; NR: not reached.

Tableau 5: Synthése des résultats des essais cliniques concernant les inhibiteurs des
« checkpoints immunitaire » dans les LBDGC (d’apres Witkowska et al, ] Inmunol Res 2018).

VI. Immune Escape Gene Set/IEGS : approche moléculaire globale

de I'immuno-evasion

L’hétérogénéité de réponse thérapeutique aux anti-PD-1 selon le sous type de
lymphome et selon les patients, associée a I'observation d’évenements indésirables
potentiellement graves sous anti-PD-1, rend nécessaire le développement de bio-
marqueurs prédictifs permettant d’identifier les patients qui seront les plus susceptibles
de répondre aux bloqueurs des PCls. Dans ce but, et pour aborder la multiplicité de ces
mécanismes d’IE, nous avons développé un score transcriptionnel d’IE basé sur

I'expression de 33 génes impliqués dans I'E.151152 Ajnsi, nous avons récemment
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démontré in silico la surexpression collective de 33 génes impliqués dans I'lE sur une
série de transcriptomes de LNH publiés et disponibles dans des bases de données (data
mining).151152 Ces 33 genes constituent le panel « Immune Escape Gene Set / IEGS33 ».
La surexpression de ces geénes a été étudiée a l'aide d’'une méthode d’analyse bio-
informatique appelée « Single Sample Gene Set Enrichment Analysis / ssGSEA » qui
consiste a déterminer I'’enrichissement global d’'un panel de génes prédéfinis dans
un échantillon. Ainsi un score d’enrichissement « Sample Enrichment Score ou SES »
pour ce panel de genes est attribué a I’échantillon en fonction du nombre de genes
enrichis dans le transcriptome de I’échantillon. Les scores SES pour chaque échantillon
pourront ensuite étre comparés. L'application de cette méthode au panel « IEGS33 »
représente un outil intéressant pour étudier I'IE car cette technique prend en compte la
multiplicité des mécanismes d’IE mis en jeu dans les tumeurs. Les LNH avaient
globalement des scores SES « IEGS33 » élevés comparativement aux cellules lymphoides non
tumorales. Par ailleurs ces scores étaient différents selon les sous-types de lymphome
démontrant que les mécanismes et I'amplitude de I'lE different selon les lymphomes.151.152
De plus, en combinant, le score « IEGS33 » a un score d’activation lymphocytaire T (SES
« T cell activation/TCA » a partir d’'un panel de génes impliqués dans 'activation des LT),
nous avons montré que I'on pouvait définir 4 stades d'IE (Figure 13A) se distribuant
selon le concept de I'immunoediting ou le stade I correspondrait aux tumeurs « froides »
dépourvues de phénomeéne d’IE et d’activation lymphocytaire (IEGS- TCA-) , le stade
Il correspondrait aux tumeurs immunogeénes sans IE (IEGS-, TCA+), le stade IIl aux
tumeurs immunogenes avec phénomenes d'IE (IEGS+ TCA+) et le stade 4 aux tumeurs
immunogenes « dépassées » (IEGS+ TCA-). De plus, dans notre étude, nous avons montré
que ces 4 stades étaient corrélés a la survie globale des LBDGC (Figure 13B).152 Enfin,
l'utilisation d'un logiciel d’intelligence artificielle CIBERSORT a permis d’estimer
I'abondance de chaque population immunitaire a partir des données transcriptomiques
globales et a montré un enrichissement en LT CD4* et CD8* dans les stades 2 et 3 ainsi
qu’'un enrichissement en macrophages dans le stade 4. Ainsi, la corrélation entre le score
«IEGS33 » et le score d’activation lymphocytaire T représente un outil original et
puissant pour déterminer I'amplitude des mécanismes d’'IE dans les LNH dans leur

globalité.
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Figure 13 : Corrélation entre SES IEGS33 et T-cell activation gene set dans les LBDGC et les
lymphomes folliculaires par une approche en datamining. (A) Pattern des quatre stades d’'IE
selon le score IEGS33 et T-cell activation gene set. (B) Courbes de survie globale des patients
atteints de LBDGC en fonction du stade d’'IE (d’apreés Tosoloni et al. Oncoimmunol. 2016).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

Les objectifs de I'étude étaient d’identifier les mécanismes d’'immuno-échappement dans
le LH et de caractériser les sous populations immunitaires du micro-environnement du
LH, comparativement au LBDGC, en combinant l'utilisation d’outils bio-informatiques,

moléculaires et immunohistochimiques.
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Abstract: Therapeutic blockade of PD-1/PD-L1 shows promising results in Hodgkin lymphoma
(HL) and in some diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) patients, but biomarkers predicting
such responses are still lacking. In this aim, we recently developed a transcriptional scoring of
immune escape (IE) in cancer biopsies. Using this method in DLBCL, we identified four stages of
IE correlated with overall survival, but whether Hodgkin lymphoma (HL) also display this
partition was unknown. So here, we explored the transcriptomic profiles of ~1000 HL and DLBCL
by a comparative meta-analysis of their bulk microarrays. Relative to DLBCL, the HL co-clustered
at the advanced stage of immune escape, showing significant enrichment of both IE and T-cell
activation genes. Analyses by transcriptome deconvolution and immunohistochemistry showed
more CD3* and CD4* tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) in HL than DLBCL. Both HL and ABC
DLBCL shared a high abundance of infiltrating CD8* T-cells, but HL had less CD68*CD163*
macrophages. The same cellular distribution of PD-1 and TIM-3 was observed in HL and DLBCL,
though HL had more PD-L1 tumor cells and LAG-3 ME cells. This study unveils the advanced
stage of immune activation and escape in HL, consistent with the response to checkpoint blockade
therapies in this lymphoma.

Keywords: lymphoma, immune escape, Hodgkin lymphoma, immune checkpoints, TIM-3,
Datamining
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1. Introduction

In order to develop within immunocompetent hosts, it is imperative that tumors evolve several
immune escape strategies [1-3]. Among them, the pro-tumor microenvironment (ME) and its
interactions with cancer cells play a key role in promoting tumor cell growth and invasion. Lastly,
the impairment of functional anti-tumor responses through the up-regulation of immune
checkpoint (ICP) has further expanded the list of immune-escape mechanisms [4,5]. ICPs among
which the best known so far are CTLA-4, PD-1, LAG-3 and TIM-3, are lymphoid cell surface
receptors which binding to their ligand down-regulate immune responses. Upon massive
overexpression of ICPs by tumor or ME cells, these pathways are subverted in cancer and impair
anti-tumor immunity. The most widely studied ICP is currently PD-1/PD-L1, largely due to the
impressive clinical efficacy of anti-PD-1 antibodies (e.g. nivolumab) in solid cancers and some
lymphomas [6-8]. Recently, we and others reported the overexpression of such ICPs in lymphomas
by tumor cells and/or ME [5,9-15]. Expression of PD-1/PD-L1 in classical Hodgkin lymphoma (cHL)
and in subtypes of diffuse large B cells lymphoma patients (DLBCL) have been correlated with
genetic alterations to the PD-L1 and PD-L2 locus of chromosome 9p24.1 (gains, amplifications or
fusions [9,11,12,16,17]. These alterations are more frequently observed in Hodgkin-Reed Sternberg
cells (HRS) than in DLBCL cells, and drive PD-L1,2 overexpression on tumor cells [12]. In addition,
activation of JAK/STAT pathway by inflammatory cytokines or activating mutations could also
induce PD-L1 overexpression in these lymphoma [18-20]. Finally, EBV co-infection commonly seen
in cHL, can also upregulate PD-L1 on tumor cells via the EBV-encoded latent membrane protein
(LMP)-1 that activates AP-1 (via ¢JUN/JUN-B components) or via JAK/STAT signaling pathways
which activate the enhancer or promoter, respectively, of PD-L1 [21]. It is noteworthy that HRS
cells, potentially targeted by PD-1 blockade, represent only 1% of cells from the cHL lymph node,
while the rest contain an abundant and reactive cellular infiltrate. DLBCL tumors, by contrast,
contain large numbers of malignant B cells interspersed with far fewer non-neoplastic cells.
However, the PD-1/PD-L1 axis is not exclusively expressed by tumor cells but is also expressed by
TILs or myeloid cells such as tumor-associated macrophages (TAM) or myeloid derived
suppressive cells (MDSC) [13,15,17,22]. Recently, multiplex immunofluorescence and digital image
analysis showed that the colocalization of PD-L1* TAM with PD-L1* HRS cells creates an
immunoprotective niche which enhances a locally augmented PD-1 signaling in cHL [13]. Despite
the impressive clinical efficacy of anti-PD-1 antibodies (e.g. nivolumab) in cHL and to a lesser
extend in non-relapsed/refractory DLBCL patients [7,8,23,24], the lack of defined mechanisms of
action for checkpoint blockade has impaired the prediction of therapeutic response and put
forward the need to define the global status of IE for stratifying patients.

Recently, we have described a molecular signature based on up-regulation of 33
immune-escape genes (IEGS signature) involved in immune escape [5,25] including genes encoding
for ICPs (CTLA4, PDCD1, LAG3, HAVCR2,...), for their ligands (CD80, CD86, CD274, PDCD1LG2,
LGALS?,...), for enzymes producing immunosuppressive metabolites (IDO1, ARG1, ENTPD1,...),
and for immunosuppressive cytokines and chemokines (IL10, HGF, GDF15,...). Although the
immune escape strategies in lymphoma may vary between individuals, transcriptomic analysis of
their biopsies consistently identifies a significantly up-regulation of IEGS33 in follicular lymphoma
and diffuse large B cell lymphoma. Furthermore, immunohistochemistry (IHC) of corresponding
tissue microarrays were consistent in showing that such samples comprise high rates of cells
expressing several ICPs [5]. Together, these observations indicated that B-cell lymphomas evolve
several immune escape pathways. More recently, we were able to detect 4 different immune-escape
signatures from ~1500 transcriptomes relating to 7 types of B-cell lymphoma, according to their
immunogenicity and cell composition [25]. These encompass the following subtypes: 1-
non-immunogenic/immunologically undetected tumours (so-called desert/cold tumours), 2-
immunologically detected tumours with immune activation but no/low IE (2% of patients), 3-
immunologically detected tumours with abundant immune infiltrates displaying both immune
activation and IE (inflamed/hot tumours,), and 4- immunologically detected tumours showing no
cytolytic activity but advanced IE (~20%) [25]. This findings showed that immune-escape is a set of
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coordinated but redundant mechanisms, suggestive of determinism and dynamics rather than an
exclusive role from any single axis (such as PD-1/PD-L1,2). As a consequence, this model of four
successive stages of cancer immune editing predicts a worse clinical outcome for B-NHL patients
with a tumor at IE stages 1 or 4 [25]. This model also predicts that patients overexpressing both
immune activation and ICPs genes, i.e. IE stage 3, should be the most relevant for ICPs blockade
therapeutics.

Here, we deployed a combination of bioinformatics, molecular, cellular and IHC analytic
techniques to assess the immune escape stage of tumor biopsies from cHL and DLBCL patients, and
determine those most likely to benefit from immune therapeutic strategies.

2. Results
2.1. Molecular profiling of immune escape in cHL and DLBCL

We first measured and compared the enrichment score (SES) for IEGS33 in HGU 133 Plus 2.0
(Affymetrix) microarrays from a first cohort of ~1000 cHL, DLBCL and normal lymphoid tissue
transcriptomes downloaded from GEO data set (Methods). This publicly available cohort
included n =142 cHL, n =908 DLBCL including n = 720 ABC and 188 GC subtypes, as well as n
= 11 non-cancer tissue controls taken from inflammatory lymphoid tissue biopsies and n = 45
purified B cells. As shown in Figure 1A, the SES for IEGS33 was significantly increased in cHL
samples as compared to GC and ABC DLBCL subtypes (p<0,001) indicating the collective
up-regulation of these 33 genes in cHL as compared to DLBCL regardless of subtype.
However, Figure 1A also showed a significantly higher SES for IEGS33 in ABC DLBCL than in
GC subtypes (p<0,001). The enrichment of 44 genes involved in T- cell activation (downloaded
from MSigDB database) was scored and showed that cHL samples exhibited a higher SES for
T-activation than ABC and GC DLBCL (p<0,001) (Figure 1A). Since the activation of immune
effectors represents the ‘substrate’ of immune escape, we then analyzed the relationship
between these features by plotting the SES for IEGS33 versus the “T-cell activation” gene set.
Figure 1B showed that most (97%) of cHL samples clustered together at the immune escape
stage 3, which corresponds to the advanced IE stage [25] whereas DLBCL samples were
partitioned in the four stages of cancer IE, among which only 32% of ABC DLBCL were at
stage 3.

We then assessed SES for IEGS and T cell activation gene set from HTA 2.0 microarrays
(Affymetrix) of tumor biopsies from a second cohort of (n = 8) cHL and (n = 22) DLBCL
patients treated in our institute, including 10 ABC DLBCL and 10 GC DLBCL. Although the
SES for random gene sets were generally higher from HTA microarrays than from HGU133
Plus 2.0 (data not shown), the SES for IEGS33 were higher in all cHL samples than in GC
DLBCL (p<0,01), but at the same level as in the ABC DLBCL samples (Figure 1C). Consistent
with our previous results, the IEGS33 signature was significantly enriched in ABC DLBCL than
in GC DLBCL (p<0,01) transcriptomes. In addition, the genes encoding for factors promoting
a tolerogenic ME or T cell exhaustion were up-regulated in cHL and ABC DLBCL relative to
GC DLBCL. These genes included CCL22, CTLA4, ICOS, IDO1, CD274, IL10, LAGS,
PDCD1LG2, CCL2, SOCS3, IL6ST, HAVCR2, LAIR1, HGF, CSF1, CD86, IDO2, KIR2DL1,
VEGFA, TIMP1, IL23A, PVR, MSR1, JAK2 genes (p<0,05). This differential gene expression
pattern led to a clear-cut clustering between cHL/ ABC DLBCL and GC DLBCL samples based
on the IEGS33 gene expression levels (Figure 1D). Figure 1E showed that cHL displayed a
higher SES for T-activation gene set than GC DLBCL (p<0,05) and a tendency of higher SES
than ABC DLBCL (ns). When plotting the SES for IEGS33 versus the “T-cell activation” gene
set, all cHL samples also clustered together at stage 3, consistent with our previous result
(Figure 1F). Altogether, these results highlighted the advanced IE signature of cHL.
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Figure 1. Molecular profiling of immune escape pathways in classical Hodgkin lymphoma and in
diffuse large B cell lymphoma. (A) Sample enrichment score (SES) for immune escape gene set IEGS33
(at the top) and for T-cell activation gene set (at the bottom) in cHL, ABC DLBCL, GC DLBCL and
reactive lymph node samples from public microarrays datamining analysis (n = 1061). (B) SES dot plots for
IEGS33 versus T-cell activation for cHL, ABC DLBCL, GC DLBCL, normal B cell and reactive lymph node
samples from public microarrays datamining analysis (n = 1106), showing a clusterization of cHL samples
at stage 3 of cancer IE (red circle), according to the 4 cancer IE stages, as previously defined [25] (cancer IE
stage 1 (IEGS33- T-cell activation®), cancer IE stage 2 (IEGS33- T-cell activation*), cancer IE stage 3
(IEGS33*T-cell activation*), cancer IE stage 4 (IEGS33* T-cell activation). (C) SES for IEGS33 in cHL, ABC
DLBCL and GC DLBCL samples from our private cohort (1 = 28). (D) Heatmap of differential expressed
IE genes for cHL and DLBCL samples from our private cohort (n = 28). (E) SES for T cell activation gene
set in cHL, ABC DLBCL and GC DLBCL samples from our private cohort (n = 28). (F) SES dot plots for
TIEGS33 versus T-cell activation for cHL, ABC DLBCL, GC DLBCL samples from our private cohort (1 =
28), showing a clusterization of cHL samples in stage 3 (red circle).
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2.2. Distribution of immune cells in cHL and DLBCL tissue samples

Since cHL and ABC DLBCL samples displayed the high score of immune cell exhaustion, we
wondered whether they had similar patterns of leukocyte infiltrates. To address this question,
we used the CIBERSORT deconvolution algorithm [25] with modifications (Methods) to
compute the proportion of each of 14 leucocyte and non-hematopoietic cell types from each
sample. As shown in Figure 2A, deconvolution of the first cohort of n = ~1000 public
microarrays showed a higher rates of CD4*T lymphocytes in cHL than in DLBCL, regardless
of subtypes (p<0,0001). Moreover, cHL and ABC DLBCL samples were enriched in CD8* T cells
as compared to GC DLBCL (p <0,0008). The cHL and GC DLBCL samples had less infiltrating
macrophages than ABC DLBCL (p<0,0001) These observations were confirmed in the second
cohort from our institution, in which cHL samples were significantly enriched in CD4* T cells
as compared to DLBCL (p<0,05) regardless of GC/ABC subtype (Figure 2B). In addition, cHL
and DLBCL showed a tendency to have a distinct proportions of macrophages (p=0.06) and
CD8* T cells (p=0.07) (Figure 2B).

To further assess the immune architecture of cHL and DLBCL, we investigated the cellular
composition of immune cell infiltrates by IHC and immunofluorescence analyses. We first
calculated the CD3* T cell infiltration on (n = 38) cHL and (n = 22) DLBCL FFPE samples by
using whole slide imaging combined to automated analysis for quantification (Figure 2C).
This analysis showed that cHL comprise a significantly higher proportion of CD3* T cells (60%
of total cells) than ABC or GC DLBCL (45 % and 27% of total cells, respectively) (p<0.0004)
(Figure 2D). The cHL samples were also characterized by a high abundance of CD4* T cells in
their ME, accounting for a median 35% of all cells. In line with our previous molecular
quantification (Figure 2A-B), the percentage of CD4* T cell in cHL was higher than in DLBCL,
in which CD4* T cells accounted for only 18% (ABC DLBCL) and 17% (GC DLBCL) of total
cells (p=0,002) (Figure 2D). In addition and consistent with our previous molecular data, the
samples of cHL and ABC DLBCL had a higher content of CD8* T cells than GC DLBCL (25% of
total cell versus 11 % of total cells, p=0,01) (Figure 2D).

We then calculated the macrophage infiltration by using multiplexed immunofluorescence
analyses for CD68 and CD163 staining (Figure 2E). Consistent with the deconvolutions, the
CD68+*CD163* macrophages were twice more abundant in ABC DLBCL (10% of tissue area)
than in cHL (6 % of tissue area) and GC DLBCL samples (5 % of tissue area) (p=0,02) (Figure
1F). In contrast, the percentage of CD68* macrophages did not significantly vary between cHL
and DLBCL regardless of subtype (15% in ABC, 13% in GC and 13% in cHL, p=0,7) (Figure 1F).
Altogether, these IHC/IF results confirmed the leucocyte infiltrate patterns quantified by
CIBERSORT, namely that cHL contain more CD3* and CD4* T cell infiltrates than DLBCL, but
share high rates of CD8*T cells with ABC DLBCL and low rates of CD68*CD163* TAM with
GC DLBCL.
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Figure 2. Inmune subpopulation quantification based on microarrays data and immunohistochemical
studies in classical Hodgkin lymphoma and in diffuse large B cell lymphoma. (A) T-cell and
macrophage proportion (%) measured using the CIBERSORT deconvolution algorithm across cHL, ABC
and GC DLBCL of public microarrays data (1=1000) (Statistical analysis was performed with one way
Anova test). (B) T-cell and macrophage proportion (%) measured using the CIBERSORT deconvolution
algorithm in cHL, ABC and GC DLBCL microarrays data from our cohort (n=28) (Statistical analysis was
performed with one way Anova test). (C) Snapshot of automatic images analysis of CD3 staining using
Definiens, tissue studio software. Example of IHC anti-CD3 on cHL lymph node (left panel; original
magnification x 10). Example of quantification of CD3* cells (yellow) and CD3- cells (blue) (middle panel;
original magnification x10 and right panel; original magnification x150). (D) Scoring based on IHC
analysis of CD3* T cells, CD4* T cells CD8* T cells in cHL, ABC DLBCL and GC DLBCL samples from our
cohort (n = 28) (Statistical analysis was performed with one way Anova test). (E) Representative staining
of CD68+ (red) and CD163+ (green) macrophages in cHL lymph node (original magnification x200)
(Statistical analysis was performed with one way Anova test). (E) Scoring of fluorescence intensity of
CD68 and CD163 staining in cHL, ABC DLBCL and GC DLBCL samples from our cohort (1 = 28)
(Statistical analysis was performed with one way Anova test).
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2.3. Distribution of inhibitory immune checkpoint in HL and DLBCL samples.

The above analyses indicated that despite distinct patterns of immune-infiltration, both
cHL and ABC DLBCL upregulate the transcription of most IEGS genes, raising the question
of which cells, malignant or microenvironmental, express these genes. Therefore, we
investigated the protein expression and the cellular distribution of inhibitory immune
checkpoints and their ligands in our cHL and DLBCL cohort. As shown in Figure 3A and
4A, the proportion of total PD-1* cells was not significantly different between cHL and
DLBCL with an average of 16% of PD-1* cells. In contrast and in agreement with published
data [5], the proportion of total cells expressing PD-L1 was higher in cHL (29% of total
cells) and ABC (23% of total cells) than in GC DLBCL (13 % of total cells) (p=0,06) (Figure
3B and 4C). The proportion of total LAG-3* cells was twice higher in cHL (6 % of total cells)
than in ABC (3 % of total cells) and GC DLBCL (1% of total cells) (p<0,0001) (Figure 3C and
4E). The percentage of TIM-3* cells was not significantly different between cHL and
DLBCL, accounting for a median of 11%, 16% and 7% of cHL, ABC DLBCL and GC DLBCL
tumors, respectively (p=0,5) (Figure 3 D and 4G).
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Figure 3: Immune checkpoint staining in classical Hodgkin lymphoma and in diffuse large B cell
lymphoma. (A) Representative staining of PD-1 in cHL sample showing PD-1* small lymphocytes
around tumor cells (magnification x200, insert: x 400).(B) Representative staining of PD-L1 in cHL
sample showing PD-L1* immune cells and PD-L1* HRS (magnification x 200, insert: x400). (C)
Representative staining of LAG-3 in cHL sample showing LAG-3*small lymphocytes (magnification
x200). (D) Representative staining of TIM-3 in cHL sample showing TIM-3* immune cells and TIM-3*
HRS (magnification x 200, insert: x400).

To determine specifically the cellular distribution of ICP expressions in lymphoma samples,
we evaluated the staining of PD-1, PD-L1, LAG-3 and TIM-3 in the ME and in tumor cells
with a cutoff value at 10% for ME cells and at 20% for tumor cells. As shown in Figure 4B,
PD-1 was exclusively expressed by the ME cells in all lymphoma cases. In contrast, PD-L1
was expressed in both ME and tumor cells of cHL and ABC DLBCL, but only in the ME
cells of GC DLBCL (Figure 4D). As expected, PD-L1 was more frequently expressed by
tumor cells in cHL than in ABC DLBCL (86% and 22% of cases respectively, p<0,0001).
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LAG-3 staining was observed exclusively in the ME cells of all cHL and DLBCL cases
(Figure 4F). Finally, TIM-3 was expressed by both non tumor and tumor cells in 10% of cHL
and 35 % of ABC DLBCL cases whereas TIM-3 was exclusively expressed in the ME of GC
DLBCL and never detected in GC DLBCL tumor cells (Figure 4H). Taken together, these
results showed that cHL and DLBCL overexpress most inhibitory ICPs in their ME and
tumor cells. Of note, LAG-3 is significantly overexpressed in cHL but barely in DLBCL,
while PD-L1 is overexpressed by cHL and ABC DLBCL, suggesting that these tumor cells
are prone to modulate immune activation responses.

2.4. Clinical correlates of immune status

The prognostic value of ICPs expression in cHL and DLBCL were assessed by the Kaplan—
Meier method and log-rank test such as to outline any association of LAG-3, PD-1/PD-L1
and TIM-3 expression with clinical follow-up information. Clinical outcome was available
in 37/38 cHL and in 22/22 DLBCL patients. The patients were divided into high/low protein
expression groups according to the cutoff value at 10% by using whole slide imaging. In
univariate analysis, high TIM-3 expression in non-tumor component was associated with
shortened progression-free survival (PFS) of cHL patients (hazard ratio 3.28, 95%CI
1.34-8.00, logrank p-value=0,006). This suggested that high expression of TIM-3 on tumor
infiltrating cells was associated with poor prognosis in cHL (Figure 5). Moreover, global
staining of TIM-3 quantified by automated analysis (including staining in HRS cells) was
not significantly associated with shorter PES (p=0.16). PD-1, PD-L1 or LAG-3 expressions
alone were not associated either with shortened PFS of cHL patients (p=0,5; p=0,7; p=0,6
respectively). Even at the protein level, expression of each ICP taken alone was not
correlated with the clinical outcome of DLBCL patients from our cohort, regardless of the
cellular distribution of the IHC staining (not shown). However, in the 200 clinically
annotated samples (out of the ~1000 DLBCL and cHL samples), the clinical outcome of
DLBCL patients was strikingly different according to the 4 groups defined by IE stages. In
this public cohort however, no clinical annotation was available for the cHL patients, which
samples displayed only the stage 3 IE signature. In agreement with previous data (ref), the
5-years OS of DLBCL patients decreased from stage 2 (70%) to stage 3 (48%), stage 1 (44%)
and stage 4 (38%) (Log Rank p=0.0006) (Figure Supplementary 1).
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Figure 4: Quantification and cellular distribution of immune checkpoint expression in classical
Hodgkin lymphoma and in diffuse large B cell lymphoma from our cohort, by
immunohistochemical studies (A) Scoring of total PD-1* cells/sample in cHL, ABC DLBCL and GC
DLBCL samples based on automated analysis. (B) Cellular distribution of PD-1 staining between
tumor compartment (at right) and micro-environment compartment (at left) for cHL (red), ABC
DLBCL (blue) and GC DLBCL (green) with cut-off at >10% of ME immune cells and at >20% of tumor
cells. (C) Quantification of total PD-L1* area/sample (% of area positive) in cHL, ABC DLBCL and GC
DLBCL samples based on automated analysis. (D) Cellular distribution of PD-L1 staining between
tumor compartment (at right) and micro-environment compartment (at left) for cHL (red), ABC
DLBCL (blue) and GC DLBCL (green) with cut-off at > 10% of ME immune cells and at >20% of tumor
cells. (E) Quantification of total LAG-3* cells/sample (% of cells positive) in cHL, ABC DLBCL and GC
DLBCL samples based on automated analysis. (F) Cellular distribution of LAG-3 staining between
tumor compartment (at right) and micro-environment compartment (at left) for cHL (red), ABC
DLBCL (blue) and GC DLBCL (green) with cut-off at > 10% of ME immune cells and at >20% of tumor
cells. (G) Quantification of total TIM-3* cells/sample (% of cells positive) in cHL, ABC DLBCL and GC
DLBCL samples based on automated analysis. (H) Cellular distribution of TIM-3 staining between
tumor compartment (at right) and micro-environment compartment (at left) for cHL (red), ABC
DLBCL (blue) and GC DLBCL (green) with cut-off at > 10% of ME immune cells and at >20% of tumor
cells.
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Figure 5: Progression Free Survival (PFS) curves according to the percentage of TIM-3+ ME cells of
cHL patients (n=37), with cutoff of 10% of ME immune cells positive (p=0.006).

3. Discussion

Given the impressive therapeutic response to PD-1 antibodies recently reported in HL [7,8],
overview of IE pathways and characterization of immune cells distribution in HL is helpful to
understanding the process of immune restoration and thus predict the immune therapy strategy
responses. This study combining transcriptome analysis and multi-parametric IHC has revealed
that ABC DLBCL, GC DLBCL and cHL tumors display distinct immune escape strategies, notably
through up-regulation of several immune checkpoints by tumor cells and infiltrating immune cells.
cHL and ABC DLBCL are characterized by a high expression of immune escape genes and an
overexpression ICPs by both tumor cells and ME cells indicating that such lymphoma subtypes are
prone to modulate immune response. As previously published, the overexpression of PD-L1
observed in cHL and ABC DLBCL, is associated with an adverse prognosis in HL and DLBCL
patients [9,12,15], suggesting that PD-1/PD-L1 axis plays a key role in IE strategies of these
lymphomas. However, response rates to blockade of the PD-1/PD-L1 axis in relapsed/refractory
DLBCL patients are not as high as in HL [23,24]. This suggests that blocking PD-1/PD-L1 could
suffice to restore anti-tumor immune response in HL while not in DLBCL patients. The different
response rates to PD-1 antibodies in these lymphomas could be related to a distinct capacity of
effector T cells to lyse tumor cell upon immune therapy. The high level of T cell activation gene
expression in cHL observed in this study implies that these tumors contain a pre-existing pool of
tumor-specific T cells, which could able to reinvigorate immune responses upon immunotherapy.
In certain solid tumors such as melanoma PD-1 blockade has effectively been linked to CD8+
cytotoxic T cell re-activation [26,27]. However, the frequent antigen losses and alterations of the
HLA class I antigen presentation on HRS cells suggests that in cHL, PD-1 blockade might also
involve a non-CD8 T cell-mediated mechanism [28,29]. The potential role of CD4+ T cells in
immune responses to HL has been suggested by the physical proximity of PD-L1+ HRS cells to
PD1+ CD4+ cells [13]. Likewise, the association between MHC II expression and the predictive
response to anti-PD-1 therapy support further the key role of CD4 T cells [30]. In line with these
data, the present study shows a different composition of immune cells infiltrating tumors in cHL
and DLBCL. Notably, cHL display a higher abundance of CD4+ TILs than DLBCL, consistent with
literature [31-33] and supporting further the critical role of CD4+ T cells in anti-tumor immunity in
HL and as target for immunotherapy. In contrast to a previous study [22] assessing CD163 gene
expression in HL and DLBCL regardless of subtypes, here both CIBERSORT and IHC analysis
evidenced the lower infiltrate of CD68*CD163* macrophages in cHL than ABC DLBCL. The
discrepancy could rely on distinct means to characterize the monocyte/macrophage subpopulations
[34] in both studies, but also on the different macrophage abundance in tumors from ABC and GC
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DLBCL subtypes, not partitioned in the earlier report. Further investigations with methods
allowing more precise cell characterization, such as CyTOF panel and multiplexed imaging, will be
necessary to evaluate monocyte/macrophages in HL immune responses.

Nevertheless, the different composition of tumor-infiltrating immune cells in HL, ABC DLBCL
and GC DLBCL might account for the differential impact of ICP blockade in these patients.
Alternatively, the different responses to PD-1 antibodies in DLBCL and HL patients could also be
related to additional IE mechanisms such as the expression of other ICPs. This study showed that
LAG-3 is more expressed in cHL samples than in DLBCL regardless of subtype. Although the exact
mechanism of action is still unknown, LAG-3 is a negative regulator in CD4 and CD8 T cell
expansion, frequently co-expressed with PD-1 [35,36] in TILs. Hence the combination of LAG-3 and
PD-1 blockade increases the anticancer activity of TILs [36]. Furthermore, the expression of TIM-3
was also observed in TILs in cancer including lymphoma [14,37—41] and its interaction with
Galectin ligands inhibits T-cell function [42,43]. The efficacy of TIM-3 blockade in preclinical murine
models of melanoma positions TIM-3 as a target suitable for cancer immunotherapy [44]. In
contrast to LAG-3, cHL and DLBCL exhibit the same level of TIM-3 protein, while both cHL and
ABC DLBCL tumor cells express TIM-3. In several solid cancers, TIM-3 expression by TILs is
associated with worst prognosis [37-41] . Likewise here, the TIM-3 staining on immune cells from
cHL was associated with worst prognosis. These results could help to identify HL patients who
might benefit of ICP blockade, either alone or in association. Unfortunately, we did not find any
correlation between the clinical outcome and the expression of ICPs in DLBCL patients probably
due to the limited cohort studied. However here, consistent with previous study [25], both IE and T
cell activation gene enrichment in transcriptomes delineate four IE stages associated with overall
survival in DLBCL patients. Interestingly, cHL clustering at the advanced stage of immune escape
unveils that cHL are not immune deserts but rather highly immunogenic tumors, accounting for
their high rates of therapeutic responses to PD-1-blockade, notably when compared to DLBCL.

In conclusion, this study highlights an advanced stage of immune evasion occurring in all HL
tumors, which accounts for the success of anti-PD-1 blockade in this disease. Thus, bioinformatics
and transcriptomic data constitute essential tools to characterize the immune status of tumors from
lymphoma patients and determine those most eligible to ICPs strategies, prior to use these tools for
immune-monitoring during future clinical ICPs trial.

4. Materials and Methods

* DPatients

The study cohort consisted of primo-diagnosis of cHL (n = 38) and DLBCL (n = 22) patients
who were diagnosed in the Department of Hematology, IUCT France and in the Department of
Hematology, Lyon between 2006 and 2015 according to the WHO classification. Of note, all DLBCL
patients were enrolled in the AMARE program [45]. All clinical data were available for 37/38 cHL
patients and 22/22 DLBCL patients and are described in Table Supplementary 1.

* Microarrays analysis

The public GEO repository [46] for gene expression profiles of cHL and DLBCL obtained with
the Affymetrix HG U133 plus 2.0 microarray and downloaded 12 datasets (GSE10524, GSE10846,
GSE11318, GSE12195, GSE12453, GSE17189, GSE17920, GSE2109, GSE31312, GSE34171, GSE3526,
GSE7307). These data sets were checked for compatibility, and whenever appropriate, these were
assembled, RMA-normalized and collapsed to ~20,000 HUGO protein-encoding genes as previously
described [25], yielding a meta-series of (1=1106) transcriptomes from lymphoma and healthy
sample controls. These encompassed cHL (1n=142), DLBCL (1#=908), as well as normal samples of
lymph node (n=11) and (n=45) purified B cell controls. We also download gene sets from Gene
Ontology [47]; KEGG (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), the Molecular Signatures Data
base (MSigDB 3.0) [48]. The SING14 gene set was modified from [49] and is provided (Table
Supplementary 2). Each transcriptome was processed for robust statistical analysis and single
sample gene set enrichment analysis were computed for various gene sets such as T cell activation
(MSigDB) and the immune escape-defining IEGS33 gene set as previously described [5,25]. The list
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of IEGS33 genes is described in Table Supplementary 3. The leukocyte composition of the cHL and
DLBCL tumors was deconvoluted from their microarrays by the CIBERSORT algorithm as already
depicted [50] with modifications [25].

Frozen samples of cHL (n = 8) and DLBCL (n = 20) from our institution were available and
used for transcriptomic study. Frozen sections were cut from each of the cryopreserved samples
and examined for adequacy of the materials before other studies. Total mRNA was extracted by
RNA Mini Kit (QIAGEN). cDNA were prepared from 500 pg RNA per sample and hybridized on
GeneChip Human Gene ST 2.0 Affymetrix microarrays (Affymetrix UK Ltd.), by the Lyon
University genomic facility ProfileXpert-LCMT (Lyon, France) according to the manufacturer's
protocol. Data were deposited on NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) website
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) and are available as GSE120124 dataset. Raw data were RMA-
normalized and collapsed to unique protein-encoding genes (using the HUGO nomenclature).
Then, the single sample gene set enrichment analysis for IEGS33 and T cell activation gene sets and
leukocyte composition by the CIBERSORT was performed as previously described (Methods
above).

* Immunohistochemistry

For IHC studies, the 8 cHL samples with 30 additional cHL samples and the 20 DLBCL
samples with 2 additional DLBCL samples were used for immunostaining. Four um-thick sections
of the formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) cHL and DLBCL lymph node whole tissues were
stained with hematoxylin and eosin (HE, Sakura TissueTek, Sakura). Immunohistochemical stains
for CD3 (2GV6; prediluteted; Roche), CD4 (SP35; prediluteted; Roche),), CD8 (SP57; prediluteted;
Roche), PD-1 (NAT 105; predilutated; Roche), PD-L1 (SP162; predilutated; Roche), LAG-3 (polyclonal;
1:500; Novus Biologicals) and TIM-3 (polyclonal;1:50; R&D) were realized according to the
manufacturer recommendation using Ventana Benchmark XT immunostainer (Ventana, Tucson,
AZ). The IHC slides were digitalized using Pannoramic 250 Flash II digital microscopes
(3DHISTECH, Hungary). IHC staining was evaluated both manual scoring and automated method
using an image analysis software (Tissue studio, Definiens, Munich, Germany) with substantial
intra-class correlation coefficient (Table Supplementary 4).

To assess cell-of-origin (COO) groups of DLBCL cases by IHC, tissue were stained for CD10
(56C6; 1:100; Novocastra-Leica microsystems), BCL6 (PG-B6p; 1:30; Dako), IRF4/MUM1 (MUM1p;
1:25; Dako) and have been classified using Hans algorithm [51]. Comparisons were made with COO
assignment of DLBCL using the original GEP methods and published algorithm [52] (Figure
Supplementary 2).

* Immunofluorescence

Samples were pre-treated by microwave incubation in pH 9 (Dako Traget retrieval). Samples
were then permeabilized with 0.1% saponin (in PBS 3% BSA/HEPES, 10% human serum), and
stained ON at 4°C with the following two-primary antibodies: CD68 (PGM1; 1:100; Dako) and
CD163 (10D6; 1:100; Novocastra). Primary Abs were then targeted by goat anti-mouse isotype
specific Ab labelled with Alexa 488 and Alexa 594 for 2 hours at RT. The samples were mounted in
Fluorescence Mounting Medium® (DAKO) and examined using a Zeiss LSM 710 confocal
microscope (Zeiss, Germany). For each pair of antibodies used, standardized conditions for pinhole
size, gain and offset (brightness and contrast), were used for image capture. Images were analyzed
using Image] software and quantification of stain was calculated as area of fluorescence on total
tissue area for each sample.

* Statistical analyses

Comparisons of lymphoma subtypes concerning genes and proteins expression were carried
out using Student’s t-test or Mann-Whitney test (two tailed, unpaired) according to normal or not
distribution of values respectively. One way Anova test was also used to compare lymphomas
groups for cellular abundance. P-values <0.05 were considered statistically significant (*p<0.05,
**p<0.01, *** p<0.001).
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Progression free survival was defined as the time from the initiation of treatment to
progression or death from any cause and patients without an event were censored ate the date of
the last follow-up. Univariable survival analyses were conducted using the log rank test and Cox
proportional hazards regression model. PES rate were estimated by the Kaplan-Meier method with
95% confidence intervals (CI). Each cases were classified as high or low expression based on
percentage of total cells, micro-environment cells or tumor cells expressing each markers with cut
off based on median expression and literature data (10% for ME cells and 20% for tumor cells).

The intra class correlation coefficients were measured using two-way mixed-effects
model-Absolute agreement. Tests were two-sided and p-values <0.05 were considered significant.
Statistical analyses were conducted using Stata®, version 13.

5. Conclusions

In conclusion, this study highlights an advanced stage of immune evasion occurring in all HL
tumors, which accounts for the success of anti-PD-1 blockade in this disease. Thus, bioinformatics
and transcriptomic data constitute essential tools to characterize the immune status of tumors from
lymphoma patients and determine those most eligible to ICPs strategies, prior to use these tools for
immune-monitoring during future clinical ICPs trial.

Authors should discuss the results and how they can be interpreted in perspective of previous
studies and of the working hypotheses. The findings and their implications should be discussed in
the broadest context possible. Future research directions may also be highlighted.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: Overall
survival (OS) curves according to the four stages of IE of DLBCL patients from public microarrays data (n=200)
(log rank p=0,0006), Figure S2: Classification of DLBCL subtypes based on Hans algorithm [51] and on GEP
[52] in our private cohort, Table S1: Table of clinical characteristics of patients from our private cohort, Table
52: SING14 matrix use for CIBERSORT deconvolution, Table S3: List of “IEGS33” immune escape gene set,
Table 5S4 :Intra-class correlation coefficient between manual scoring and automated scoring for IHC: CD3, CDS,
CD4, PD-1, PD-L1, TIM-3 and LAG-3.
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Supplementary Figure 1: Overall survival (OS) curves according to the four stages of IE of DLBCL
patients from public microarrays data (n=200) (log rank p=0,0006)
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Figure supplementary 2: Concordance between Hans algorithm [51] based on
immunohistochemical finding and molecular classification based on GEP [52] in lymphoma cohort
of our institution.
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HODGKIN LYMPHOMA PATIENTS (n=37) 2-years survival [IC95%] Median progression free survival time (months) [IC95%] log rank p value
Medianage, y 30(17-82)
<30 19(51.4%)  50.75% [26.58;70.67] 24.4] 15.1;52.1] p=0.2018
>30 18(48.6%) 77.78% [51.10;91.02] 62.2] 24.1;NR]
Sex
Male 23(62.2%) 69.57% [46.56;84.17] 51.1] 18.6;NR] p =0.2059
Female 14(37.8%) 55.00% [25.78;76.82] 24.1] 10.5;NR]
Stage
I-1l 6(16.2%)  50.00% [11.09;80.37] 15.1[ 4.5;NR] p =0.1456
-V 31(83.8%) 66.93% [47.19;80.68] 44.0] 21.6;NR]
IPS
Low risk (0-2) 8(27.6%)  60.00% [19.55;85.23] 34.3[ 5.6; NR] p =0.3092
High risk (>=3) 21(72.4%)  71.43% [47.15;86.02] 52.1 18.6;NR]
Missing 8
Histologic subtype
Nodular sclerosis 27(73.0%) - - -
Mixed cellular 7 (18.9%) - -
Lymphocyte rich 1(2.7%) - -
Lymphocyte depleted 1(2.7%) - -
NA 1(2.7%) z s
EBV
EBV+ 6 (16.7%) z . .
EBV- 30(83.3%) - -
Missing 1 - -
Treatment
ABVD 24(64.9%) 65.79% [43.03;81.23] 37.0[ 18.5;NR] NC
BEACOOP 12(32.4%)  66.67% [33.70;85.97] 51.1[ 5.3;NR]
NA 1(2.63%) NR
TIM-3 ME staining
>10% 21(56.8%) 85.71% [61.97:95.16] 62.2] 30.9;NR] p=0.0060
<10% 16(43.2%) 36.46% [14.34;59.21] 18.5[ 10.0; 51.1]
DLBCL PATIENTS (n=22) 2-years survival [IC95%] Median progression free survival time (months) [IC95%] log rank p value
Medianage, y 59(25-79)
<60 12(54.5%) 91.67% [53.90;98.78] - -
>60 10(45.5%) 70.00% [32.87:89.19] . .
Sex
Male 10(45.5%) 80.00% [40.87:94.59] g g
Female 12(54.5%) 83.33% [48.17:95.55] - -
Stage
-1 6(27.3%) 66.67% [19.46;90.44] - -
-V 16(72.7%) 87.50% [58.60;96.72] g g
IPI
Low/ Intermediate risk (<3) 20(90.9%) 85.00% [60.38;94.90] - -
High risk (23) 2(9.1%) 50.00% [0.60;91.04] - -
Histologic/molecular subtype
GC 12 (54.5%) . g .
ABC 10(45.5%) - - -
Treatment
R-COPADEM 1(4.5%) 100.00% NC - -
R-CHOP 21(95.5%) 80.95% [56.8992.39] g .
TIM-3 ME staining
>10% 13(61.9%) 84.62% [51.22;95.91] : :
<10% 8(38.1%) 75.00% [31.48;93.09] - -
NA 1 - -

Table Supplementary 1: Table of clinical characteristics of patients from our private cohort.

Table supplementary 2: matrix of “SING14” used for deconvolution (excel file).
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GENE ID protein, alias name
ccL2 Chemokine (CC motif) ligand 2, MCP1
CcCL22 Chemokine (CC motif) ligand 22
CD163 CD163
CD274 Programmed cell death 1ligand 1
CD86 CTLA4 ligand, B7.2
CSF1 ”Colony stimulating factor 1 (macrophage), MCSF1”
CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, CD152
FOXP3 Forkhead box P3
GDF15 Growth differentiation factor 15
HAVCR2 TIM3
HGF Hepatocyte growth factor
1COS CD278, Inducible T-cell co-stimulator
IDO1 Indoleamine 2,3 dioxygenase 1
D02 Indoleamine 2,3 dioxygenase 2
1L10 Interleukin 10
IL23A Interleukin 23
IL6ST Interleukin 6 signal transducer, CD130
JAK2 Janus kinase 2
KIR2DL1 CD158A, NK cell inhibitory receptor p58
LAG3 Lymphocyte-activation gene 3, CD223
LAIR1 Leukocyte-associated Ig-like receptor 1
LGALS1 Galectin 1
LGALS3 Galectin 3
MCL1 Myeloid cell leukemia 1, BCL2-related
MRC1 Mannose receptor C type 1, CD206
MSR1 Macrophage scavenger receptor 1, CD204
PDCD1 PD-1, programmed cell death 1, CD279
PDCDILG2 CD273,PD-L2, PD-1L2, butyrophilin B7DC,
PVR Polyovirus receptor, CD155
S0cCs3 Puppressor of cytokine signaling 3
TIGIT T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains
TIMP1 Tissue inhibitor of metalloproteinase 1
VEGFA Vascular endothelial growth factor A

Table supplementary 3: List of “IEGS33” immune escape gene set

IHC Icc [95% CI]

D3 075 [0.52;0.87]
CD8 081  [0.61;0.90]
CD4 086  [0.75;0.92]
PD-1 070  [0.49;0.84]
PD-L1 087  [0.68;0.94]
TIM3 072  [0.52;0.85]
LAG3 089  [0.74;0.95]

Table supplementary 4: Intra-class correlation coefficient between manual scoring and automated

scoring for IHC: CD3, CDS8, CD4, PD-1, PD-L1, TIM-3 and LAG-3.
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CONCLUSION et DISCUSSION

Dans cette étude, l'utilisation d’analyses transcriptomiques couplées a des études
immunohistochimiques, a permis de mettre en évidence des stratégies d'IE distinctes
entre les LH, LBDGC ABC et LBDGC GC notamment a travers la surexpression de
différentes molécules dont des points de contréle immunitaire inhibiteurs (PCIs). Ainsi
les LH présentent un haut score moléculaire d'IE « IEGS33 » comparativement aux
LBDGC, ce qui traduit une forte amplitude des phénomenes d’'IE dans les LH. Néanmoins,
les LBDGC ABC présentent également un score « IEGS33 » plus élevé que les LBDGC GC.
Ces données ont été en partie confirmées dans notre cohorte et suggerent que les LH et
LBDGC ABC seraient plus enclins a moduler la réponse immunitaire anti-tumorale que
les LBDGC GC. Cependant les études transcriptomiques ne permettent pas de savoir
quelles cellules (tumorales ou du micro-environnement) expriment ces molécules
impliquées dans I'IE et notamment les PCIs. Ainsi, la réalisation d’études
immunohistochimiques a permis non seulement de confirmer la surexpression
protéique de certains PCIs mais surtout de préciser leurs distributions cellulaires au
sein du ganglion lymphomateux. De plus, l'utilisation d’un logiciel d’analyse d’image
automatisée a permis d’'interpréter des résultats objectifs et reproductibles. Parmi les
PCIs étudiés, les LH et les LBDGC ABC montrent, en accord avec les données de la
littérature 4>102107,109113 yne plus forte expression de PD-L1 que les LBDGC GC. Par
ailleurs, cette surexpression concerne a la fois les cellules du MET et les cellules
tumorales, avec une expression plus fréquente dans les cellules HRS que dans les
cellules tumorales du LBDGC ABC, liée notamment a lexistence d’anomalies
moléculaires du locus PD-L1 plus fréquentes dans le LH que dans le LBDGC.108112113 Ep
parallele, la surexpression de PD-L1 a été rapportée comme associée a un mauvais
pronostic dans les LH comme dans les LBDGC 102109113 'syggérant un roéle clé de 1'axe
PD-1/PD-L1 dans I'lE de ces lymphomes. Cependant, les taux de réponses aux anticorps
bloquant I'axe PD-1/PD-L1 sont plus élevés chez les patients atteints de LH que chez les
patients atteints de LBDGC.146-148 Ces observations suggerent que la levée d’inhibition
de l'axe PD-1/PD-L1 par les bloqueurs de PCIs (i.e. Nivolumab) est suffisante pour
restaurer une réponse immunitaire anti-tumorale efficace dans les LH comparativement
aux LBDGC. Cette hypothese est confortée par nos résultats montrant un plus haut score
moléculaire d’activation lymphocytaire T dans les LH comparativement aux LBDGC,

illustrant la pré-existence de LT anti-tumoraux activés dans les LH plus enclins a générer
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une réponse anti-tumorale efficace sous immunothérapie. Dans certains cancers solides
comme le mélanome, l'efficacité thérapeutique du blocage de 'axe PD-1/PD-L1 a été
associée a l'activation des LT CD8+153154 Cependant dans les LH, il est fréquemment
observé des altérations de la présentation antigénique par les cellules HRS et
notamment des altérations d’expression du CMH I via la perte d’expression de la 32-
microglobuline®4?5, suggérant que l'efficacité des anti-PD-1/PD-L1 ne dépend pas
exclusivement des LT CD8*. Dans notre étude, nous montrons que les LH et les LBDGC
ont un microenvironnement distinct avec notamment une plus forte densité de LT CD4+
dans les LH par rapport aux LBDGC suggérant un role clé des LT CD4* dans la réponse
immunitaire anti-tumorale des LH. Cette hypothese est également illustrée par I'étude
de Carey et al, montrant une proximité physique/topographique entre les cellules HRS
PD-L1* et les LT CD4* PD-1*suggérant une interaction cellulaire directe entre LT CD4* et
cellules HRS.#> D’autre part, Roemer et al, ont montré que 'expression du CMH de classe
I (en lien avec 'activité des LT CD4+*) était un facteur prédictif de réponse aux anti-PD-1
dans le LH.15> En dehors des LT CD4*, nous avons également observé une plus forte
densité de TAMs CD68*CD163* dans les LBDGC ABC comparativement aux LH a la fois
sur les analyses moléculaires (déconvolution profonde) et sur les études en
immunofluoresence (CD68/CD163). Ces résultats divergent de l'étude de Vari et al,
ayant montré une plus forte expression transcriptomique de CD163 dans les LH que
dans les LBDGC (sous types GC et ABC confondus). 46 Ceci pourrait étre expliqué par la
difficulté de phénotyper les différentes sous populations de macrophages (tant sur le
plan moléculaire et protéique) mais également lié au fait que nous avons étudié la
densité de TAMs en séparant les 2 sous types de LBDGC contrairement a I'étude de Vari
et al. Ce résultat illustre par ailleurs la différence d’abondance en TAMs entre LBDGC
ABC et GC et I'importance de distinguer les 2 sous types lors de I'’étude du MET.
Ainsi nous envisageons de poursuivre la caractérisation de l'infiltrat macrophagique
présent dans les LH et les LBDGC a I'aide notamment d'immunomarquages multipléxés,
afin de préciser le réle des macrophages dans les LH. Au total, la différence de
composition en cellules immunitaires du MET pourrait au moins en partie expliquer les
différences de réponses aux anti-PD-1 entre les sous types de lymphome.

Un autre mécanisme de résistance aux traitements anti-PD-1 pourrait étre
I'expression simultanée d’autres PCls. Ces autres PCls sont relativement peu étudiés

dans les lymphomes. Pour explorer cette hypothese, nous avons étudié la co-expression
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de plusieurs PCIs dans les tissus de LH et LBDGC. Ainsi, LAG-3 est plus fortement
exprimé dans le MET des LH que dans le ME des LBDGC. Méme si le mécanisme d’action
exacte de LAG-3 reste inconnu, il a été montré qu’il agit comme un régulateur négatif de
I'expansion des LT CD4+* et CD8* et qu'il est fréquemment co-exprimé avec PD-1 par les
TILs.141142 De plus, il a été montré que le blocage de LAG-3 potentialise le blocage de
PD-1 pour restaurer l'activité des LT effecteurs.14? Des anti-LAG-3 sont d’ailleurs en
cours d’essais thérapeutiques dans divers cancers dont les lymphomes (NCT02061761).
De la méme maniere I'expression de TIM-3 est fréquemment observée dans divers
cancers dont le lymphome folliculaire.120.135-140 | ’expression de TIM-3 est associée a une
inhibition de la fonction lymphocytaire T et est considérée actuellement comme un
puissant marqueur d’exhaustion lymphocytaire.118119 De plus, la récente démonstration
de l'efficacité thérapeutique du blocage de TIM-3 in vitro et in vivo dans des modéles
murins de mélanome positionne TIM-3 comme cible potentielle en immunothérapie
anti-cancéreuse 156, avec actuellement des essais thérapeutiques en cours.12? Dans cette
étude, nous avons comparé pour la premiere fois I'expression de TIM-3 dans les LH et
LBDGC et observé que TIM-3 est exprimé a la fois par les cellules tumorales et par les
cellules du MET dans les LH et LBDGC ABC, alors qu’il n’est exprimé que par les cellules
du MET dans le LBDGC GC. L’expression de TIM-3 par les cellules tumorales pourrait
moduler directement la réponse immune anti-tumorale en exercant des fonctions
immunosuppressives par exemple via sa liaison a HMGB1, peptide transportant des
acides nucléiques « signal de danger » indispensable a I'activation et a la maturation des
DCs. Ainsi la séquestration de HMGB1 par les cellules tumorales pourrait limiter
'activation des DCs et in fine I'activation de I'immunité anti-tumorale spécifique.1?° De
plus, malgré une expression globale de TIM-3 similaire dans les LH et LBDGC, la forte
expression de TIM-3 dans le MET des LH est associée a une baisse significative de la PFS
en analyse univariée. Bien que ces résultats méritent d’étre confirmés sur des cohortes
plus larges, ils rejoignent les données de la littérature qui rapportent que I'expression de
TIM-3 est associée a un mauvais pronostic dans de nombreux cancers solides 120.135-139
et dans le lymphome folliculaire.#0 Malheureusement, nous n’avons pas pu établir
d’étude de survie dans notre cohorte de LBDGC, du fait du faible effectif de patients et
d’évenements. Cependant, dans une large cohorte publique, en couplant le score
d’enrichissement en génes impliqués dans I'lE et le score en génes impliqués dans

'activation lymphocytaire pour chaque échantillon, nous retrouvons quatre stades
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rappelant le concept de I'immunoéditing, comme précédemment décrit.1>2 Ces quatre
stades sont associés a des survies globales significativement différentes dans les LBDGC
(les LBDGC avec peu d’activation lymphocytaire étant de moins bon pronostic). De
manieére intéressante, dans ce modele, la plus part des échantillons de LH (97%) sont
situés dans le stade 3 correspondant alors a des tumeurs immunogéniques caractérisées
par un fort score d'IE et un fort score d’activation lymphocytaire T. Ainsi, on peut
émettre I’hypothese que ce modéle permettrait de prédire la sensibilité aux bloqueurs
de PCIs avec comme meilleures candidates aux bloqueurs des PCls les tumeurs situées
dans le stade 3.

En conclusion, cette étude met en évidence, pour la premiere fois, 'existence de
plusieurs mécanismes d’IE concomitant, en combinant des données moléculaires et
immunohistochimiques, dans les LH et les LBDGC. Etant donné la complexité des voies
d’lE avec la co-expression simultanée de plusieurs molécules impliquées dans I'IE et le
dynamisme temporel certain, I'utilisation des scores moléculaires « [IEGS33 » et « T cell
activation », en tant qu'approche globale, pourrait représenter un outil intéressant pour

identifier les patients potentiellement répondeurs aux inhibiteurs des PCIs.
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ETUDE DE L’IMMUNO-ECHAPPEMENT DANS LE LYMPHOME DE
HODGKIN ET LE LYMPHOME B DIFFUS A GRANDES CELLULES :
Approches bio-informatiques, moléculaires et
immunohistochimiques.

RESUME EN FRANCAIS :

Les traitements anti-PD-1 ont récemment montré des résultats prometteurs dans le
lymphome de Hodgkin (LH) réfractaire et dans certains lymphomes B diffus a grandes
cellules (LBDGC). Dans 1I’objectif de développer de nouveaux bio-marqueurs prédictifs de la
réponse thérapeutique, nous avons récemment développé un score transcriptionnel pour
¢évaluer ’amplitude de I'immuno-échappement (IE) dans les lymphomes non-hodgkiniens.
Dans ce travail, nous avons utilisé cette méthode pour étudier I’1E dans le LH. Ainsi a partir
d’une méta-analyse de plus de 1000 transcriptomes nous avons observé que les LH sont
caractérisés par un stade d’IE avancé avec un enrichissement de genes impliqués a la fois dans
I’[E et dans I’activation lymphocytaire. De plus, la quantification des populations
immunitaires par déconvolution profonde sur les données transcriptomiques et par étude
immunohistochimique sur tissus a mis en évidence une différence d’infiltration immunitaire
entre les lymphomes. Les LH et LBDGC non-germinal center (non-GC) partagent une forte
infiltration en LT CD8" comparativement aux LBDGC GC. Par ailleurs, les LH sont enrichis
en LT CD4" et appauvris en macrophages CD163" comparativement aux LBDGC non-GC.
Enfin, les LH expriment plus fréquemment PD-L1 et LAG-3. Au total, cette étude a mis en
évidence un profil d’IE et d’infiltration immunitaire spécifique dans le LH en accord avec
I’efficacité des traitements bloqueurs des points de contréle immunitaire.

TITRE EN ANGLAIS: A specific pattern of immune escape pathways in Hodgkin
lymphoma
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