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ABREVIATIONS

CAR-T cells : chimeric antigen receptor T cells
CNV : copy number variation
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LI : labeling index
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PARTIE I. INTRODUCTION

l. RAPPELS SUR LES MENINGIOMES

A. EPIDEMIOLOGIE

Les meéningiomes représentent environ 30% des tumptmitives du systeme
nerveux central (1,2) et sont ainsi les tumeurspiries intracraniennes les plus fréquentes.
L’incidence est d’environ 10 cas pour 100 000 taatig/an (2).

Ces tumeurs sont classées en trois grades seloladsification OMS 2016. Les
méningiomes de grade |, les plus fréquents (70s@)t généralement indolents, a croissance
lente, et plus fréquents chez les femmes (ratiarfethomme a 2 pour 1). Les méningiomes
de grade Il et de grade Il représentent respauive 20-30% et 1-3% des méningiomes,
et présentent une prédominance féminine moins réarqdes méningiomes de haut grade
sont d’évolution agressive, marquée par des réesdiplus fréquentes et un pronostic
défavorable. Les taux de récurrence varient de %{26ur les méningiomes de grade | a 29—
59% pour les méningiomes de grade Il et 50-94% [@suméningiomes de grade Il (3,4,5).
La survie relative a 10 ans se situe a 71% poumi&singiomes de grade Il et 23% pour les

méningiomes de grade Il (6), contre 77% pour légimgiomes de grade I.

B. LOCALISATION ANATOMIQUE

Les méningiomes sont des tumeurs méningothéliateaparenchymateuses dérivant

des cellules arachnoidiennes et rattachées adandgire.

lIs sont de développement essentiellement intréemanmais aussi intraspinal,
orbitaire et rarement intraventriculaire. Concetnés localisations intracraniennes, ces
tumeurs siegent surtout au niveau de la convefti@gguemment en parasagittal. Les autres
sites touchés sont la faux, la région du sphéndédginus caverneux, la tente et la convexité
du cervelet, la selle turcique, I'angle ponto-cétidux, la lame criblée de I'éthmoide, le

clivus, le trou occipital et la gaine du nerf opiqg
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C. CLASSIFICATION HISTOLOGIQUE DES MENINGIOMES SELXDL'OMS 2016

La classification 2016 de I'Organisation Mondiale da Santé (World Health
Organization [WHO]) des tumeurs du systeme nenaamntral classe les méningiomes en 3

grades selon le type histologique et la présenaeitkges histologiques majeurs et mineurs.

- Les méningiomes de grade |

lls peuvent étre de sous-type meéningothélial, bhastique, transitionnel, mixte,
psammomateux, angiomateux, microkystique, sécestoiiche en lymphocytes et

plasmocytes ou métaplasique.

- Les méningiomes de grade |l

Le classement en grade Il peut étre fait selonolessype histologique, ou la présence de

criteres histopathologiques majeurs et mineurs.

% Selon le sous-type histologique :

Présence d’'un contingent majoritaire de cellulage$ ou de sous-type chordoide.

%+ Selon les criteres histopathologiques :

Présence d’un critere parmi les deux critéres msjguivants :
o Envahissement du parenchyme cérébral
o Compte mitotique4 et <20 pour une surface de 1,6 mm?2

Ou présence de plus de trois criteres parmi legé&es mineurs suivants :
o Hypercellularité
0 Aspect de petites cellules, avec rapport nuclémigsmique élevé
0 Nucléoles proéminents
o Architecture diffuse (perte de I'architecture lobe)
0

Nécrose spontanée (non iatrogéne)

- Les méningiomes de grade Il

Le classement en grade Il peut étre fait s'il &xis
o Un aspect morphologique papillaire diffus, ou uneamasie franche
(aspects évoquant un carcinome, un sarcome ou lamomée).

o0 Ou un compte mitotique 20 mitoses pour 1,6 mm?,
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L’invasion du parenchyme cérébral ou de I'os (7),indice de prolifération Ki-67
supérieur a 4% (8), un indice mitotique élevé [@écrose, I'hyperplasie endothéliale et la
prolifération endothéliocapillaire (10) et l'absenad’expression des récepteurs a la

progestérone (11) ont été décrits comme des factlumauvais pronostic.

D. PRINCIPALES ANOMALIES MOLECULAIRES DES MENINGIOMS

Les mutations les plus fréquentes sont les mutati@NF2, présentes dans 40 a 60 %
des méningiomes (12,13). Le gene NF2 (Neurofibreng) localisé en 22q, code pour une
protéine appelée merline ou schwannomine, qui @gitme un suppresseur de tumeur. La
présence de mutations NF2 serait associée a usggmnde instabilité chromosomique et a
un risque élevé de progression en méningiome dé drade (14). Les méningiomes non
mutés NF2 présentent des mutations somatiqueseétes de TRAF7, KLF4, AKT1, SMO,
POLR2A, PIK3CA ou de membres du complexe SWI/SNEs @nutations sont parfois
associées entre elles (15,16). Dans les méningideegsade Il et Ill, on peut aussi retrouver
des mutations de BAP1, PRBM1, PTEN (17) et ARIDafsi que des mutations de TERT,
DMD, CDKN2A/B et des membres de la famille MLL/KNTqui sont associées a un moins
bon pronostic (15). Certaines de ces mutations (AKMO...) pourraient également

constituer des cibles thérapeutiques (18).

L’instabilité génomique est marquée dans les ménmgs de haut grade. On y
retrouve ainsi des pertes de 1p, 14q, 9p, 69,10 pOg, 169, et 18q, et des gains de 1q, 5,
9q,12q,15q,17q, 20q, 229 (12,19). Ces anomaliesrgigues quantitatives pourraient aider a
prédire le risque de récidive des méningiomes (20).

Des études du transcriptome ont également monte® association entre des
signatures d’expression génique et le risque derméece dans les méningiomes (21,22). Par
ailleurs, des analyses concernant la méthylatiolAleN ont mené a une classification
épigénétique des méningiomes en 2 groupes A (sisBddn 4 sous-groupes : bénin 1, bénin
2, bénin 3 et intermédiaire A) et B (subdivisé esoRis-groupes : intermédiaire B et malin)

(Figure 1), qui pourrait prédire plus précisémerpionostic que la classification OMS (23).
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Figure 1. Caractéristiques moléculaires et cliniquass différentes classes de méthylation. SourcemSet al. DNA
methylation-based classification and grading sysfemmeningioma: a multicentre, retrospective asay

E. PRESENTATION CLINIQUE

Il existe trois grands signes d’appel : le syndeaiihypertension intracranienne, des
déficits focaux liés a la région atteinte, et upgepsie. Des tumeurs volumineuses peuvent
également entrainer une tuméfaction de la volt@emée ou une exophtalmie. Il est a noter

gue les méningiomes sont souvent asymptomatiquas @édcouverte fortuite (24).

F. ASPECTS RADIOLOGIQUES

Sur le scanner sans injection, les méningiomes rajgsant hypodenses, parfois
hyperdenses. Des calcifications sont parfois ptése€e sont des tumeurs qui se réhaussent

fortement et de maniére homogéne apreés injectiqgoratiuit de contraste.
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Sur 'IRM en séquence T1, ils apparaissent en geasiou en hyposignal. Sur les
séquences T2, ils apparaissent en isosignal, egrsigpal, voire en hyposignal. Il existe une
prise de contraste intense et homogene apres iafjede gadolinium, avec souvent un

rehaussement linéaire dural au contact de la tumeur

L'IRM est I'examen de référence pour I'imagerie quératoire et le suivi radiologique
des méningiomes de haut grade. Il n’existe actoelie pas de recommandation concernant
les intervalles de suivi. Des critéres radiologglRANO (Response Assessment in Neuro-
Oncology) ont récemment été définis afin de stadidar I'évaluation de la réponse au

traitement dans les méningiomes (25).

G. PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE

La chirurgie est le traitement de réeférence posrriegningiomes (Figure 2). Une
embolisation pré-opératoire est parfois réalisée dé réduire le risque hémorragique. La
gualité de la résection chirurgicale, évaluée higteement par la classification de Simpson en
5 grades, est un important facteur pronostiquec&ssola survie sans progression (26), voire
a la survie globale (27). En utilisant une classatiion en 4 niveaux (résection complete >95%
du volume, résection subtotale 50-95 % du volunésgction partielle <50% et biopsie
simple), d’autres études ont montré lintérét d’'umeérése complete pour la survie sans
progression et la survie globale dans les méningsode grade Il (28-30). Cet objectif de
résection chirurgicale maximale est cependant anceraen fonction du risque de
complications attendues, notamment au niveau daicges localisations comme la base du

crane.

La place de la radiothérapie aprés exérése comgésteméningiomes atypiques est
controversée, et il est donc recommandé qu’ellediscutée au cas par cas. Aprés exérese
incompléte, une radiothérapie conformationnelle mmadractionnée postopératoire est
cependant recommandée, son bénéfice sur la swaig até montré dans plusieurs études
(31). Les principales techniques d'irradiationisékes sont la radiothérapie conformationnelle
(avec ou sans modulation d’intensité) et la radictpie stéréotaxique (radiochirurgie ou
radiothérapie hypofractionnée).
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En dehors de la qualité de I'exérese, la locabsatumorale, I'envahissement du
parenchyme cérébral, la présence de nécrose tuamdiatiice prolifératif Ki-67 élevé, et
I'age supérieur a 60 ans sont prédictifs du coattd@moral (32,33).

Cependant, les méningiomes de haut grade sontigpanfaccessibles au traitement
chirurgical ou par radiothérapie, et ils sont gatierement récidivants. De plus, ce sont des
tumeurs particulierement chimiorésistantes (34gxiste donc un réel besoin de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour ces tumeurs. Diff@rgaitements ont été étudiés, incluant
I’'hnormonothérapie, les analogues de la somatostaginles thérapies ciblées. Les rares
traitements ayant montré un intérét potentiel derthévacizumab, le sunitinib, le valatinib
(thérapies ciblées anti-VEGF) et la combinaisorr@irdus-octréotide (inhibiteur de mTOR-

analogue de la somatostatine).

Traitement initial des méningiomes de grade Il

Relecture systématique des méningiomes *Critéres d’exérese chirurgicale compléte :
chordoides et a cellules claires, et tout : - disparition des anomalies de signal en T1
méningiome posant un probléme de grading, Chirurgie® injecté sur IRM post-opératoire immédiate
dans le cadre du réseau RENOCLIP-LOC ou a 3 mois

Exérése compléte (> 95 % du volume total)

oui non

v

Discussion en RCP pour radiothérapie adjuvante
(modalités a discuter, préférentiellement IMRT

si radiothérapie conformationnelle) ou, au cas par cas,
surveillance** rapprochée pour cinétique de croissance

v
Discussion en RCP pour
surveillance** ou, au cas par cas,

radiothérapie adjuvante v

Surveillance**

**Modalités de surveillance :

IRM post-opératoire a 3 mois puis tous

Ies‘6 mois pendant 12-18 mois ) i Si récidive, voir schéma suivant
puis annuelle pendant 2 ans, puis adaptée
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Traitement de la premiére récidive de méningiome de grade Il

Apreés chirurgie compléte initiale sans radiothérapie Apreés chirurgie + radiothérapie
\
v v
Discuter en RCP Discuter
 Reprise chirurgicale + radiothérapie reprise
* Ou radiothérapie seule chirurgicale
Modalités a discuter, préférentiellement IMRT v
si radiothérapie conformationnelle Discuter

ré-irradiation
et ses modalités

Nouvelle récidive de méningiome de grade Il

Option : discuter en RCP nationale

* Reprise chirurgicale

» Radiothérapie (en fonction de I'antériorité)

* Traitement systémique en I'absence de traitement

local possible *Traitements systémiques

« Inclusion dans un essai clinique - Inhibiteurs mTOR si cinétique lente

« Autres traitements systémiques® — Antiangiogéniques si cinétique rapide
— Thérapies ciblées selon profil moléculaire

Figure 2. Conduites a tenir devant des patientsirstted’'un méningiome de grade Il. Source : Condudtésnir devant des
patients atteints d’'un méningiome de grade Il bt Bynthese, septembre 2020, référentiel INCa.

. MICROENVIRONNEMENT INFLAMMATOIRE ET
IMMUNOTHERAPIE

A. RAPPEL SUR LE CYCLE DE L'IMMUNITE ANTITUMORALE

En 2002, B. Schreiber a défini la théorie de I'immoédition des tumeurs, décrivant

les interactions entre la tumeur et son environmeinemunitaire en trois étapes :

1) la phase d’élimination, au cours de laquellecigfules tumorales sont efficacement

eliminées par le systeme immunitaire inné et adi®gtéponse Thl),

2) la phase dequilibre, au cours de laquelle Ist&sye immunitaire controle la

croissance tumorale sans pouvoir I'éliminer totaatn

3) la phase d’échappement tumoral, au cours desliegla tumeur échappe au contréle
exercé par les cellules immunitaires, soit paregyee reconnaissance antigéenique,

soit par I'inhibition des fonctions des cellulesmunitaires effectrices.

Par la suite, le réle majeur de 'immunité daneylele tumoral a été établi (35).
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La réponse immunitaire au sein des tumeurs peatigiree (macrophages, cellules
natural killer (NK), cellules dendritigues) ou athitjve, c'est-a-dire ciblée contre les
différents antigenes exprimés par les cellules tales. Les antigenes tumoraux sont
présentés par les cellules dendritiques, ce qumdire une réponse lymphocytaire T CD4+
auxiliaire (ou helper) et CD8+ cytotoxique. Une nu#m@ immunitaire peut ainsi se mettre en

place (Figure 3).

Les cellules T CD4+ auxiliaires présentent diffésetypes de polarisation : Thl, Th2,
Th17 et Treg. Ces derniers, les lymphocytes T edguts, jouent un réle immunosuppressif,
en induisant la sécrétion de différentes cytoki(ies10, TGH...) ou en favorisant une

polarisation macrophagique de type M2, pro-tumorale

La phase d’échappement peut impliquer le recrutémeér’activation de cellules
immunosuppressives telles que les Treg. Les cslimorales ou du microenvironnement
peuvent également exprimer des protéines du chetkpomunitaire (comme PD-L1), qui
vont inhiber les lymphocytes cytotoxiques.

Il est donc important de comprendre cette balante ectivités pro et anti-tumorales
au sein de chaque type tumoral, afin de mieux cele® possibilités d'utilisation d’'une

immunothérapie.

B. RATIONNEL DE L'IMMUNOTHERAPIE

L’immunothérapie est une stratégie thérapeutiqupleim essor. Elle vise a améliorer
I'efficacité du systeme immunitaire antitumoral, @m a cibler spécifiguement les cellules
tumorales en épargnant les tissus sains. Elle @watpassive, basée sur I'administration
répétée d’'agents effecteurs (anticorps monoclonBuxphocytes cytotoxiques), active, en
induisant une réponse immunitaire spécifique d'umigg@ne exprimé par la tumeur
(inhibiteurs de point de contréle immunitaire, neekines), ou adoptive (chimeric antigen

receptor T-cells [CAR T-cells]).

L’'immunothérapie a été utilisée avec succes damscéncers pulmonaires non a
petites cellules, les mélanomes, et les cancela dessie (36,37). Des essais thérapeutiques
sont en cours dans les méningiomes, utilisant nokmh des anti-CTLA4, des anti-PD1, et

des anti-PDL1, parfois en association avec la thdrapie (38).
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Il est indispensable de cibler les patients sugsdegt de répondre a cette stratégie
thérapeutique, car elle n'est efficace que chea 20 % d’entre eux (32,33). De nombreuses
études ont donc visé a identifier des biomarquprédictifs de la réponse a 'immunothérapie
(Tableau 1). Les plus utilisés sont les lymphocytddtrant la tumeur (tumor-infiltrating
lymphocytes, TILs), qui indiquent qu'une réponsdotgyxique pourrait étre obtenue apres
levée de I'immunosuppression. Ceci définit les turae< chaudes » richement infiltrées, par

opposition aux tumeurs « froides » (39).

Association a un

Biomarqueurs Détails de I'approche Cancers étudies ]
meilleur pronostic
Lymphocytes Evaluation des lymphocytes T en »
o . ) i Forte densité de
infiltrant la tumeur intratumoral et au niveau de la zone| Mélanome, autres
) ) TILs CD8+
(TILs) d’'invasion
Clonalité du Next-generation sequencing (NGS) de|la i Chaine béta clonale
i . R i Mélanome )
récepteur T chaine béta du récepteur T et restreinte
i ] . | Mélanome, cancer
Séquencage de I'exome entier ou ciblg .
] i ] ) du poumon non a Haute charge
Charge mutationnell¢ pour évaluer les mutations somatiques _ )
petites cellules, mutationnelle
faux-sens _
cancer de la vessig
) o o ) Mélanome, cancer
Charge Néoantigenes établis selon un séquengage . Compte de
i o du poumonnona| | . .
néoantigénique de I'exome néoantigénes éleve

petites cellules

Interféron gamma

] ) Evaluation de I'expression de génes du i
Profil d’expression ) ] - ou profil
o ) o microenvironnement tumoral en utilisant Mélanome . ]
génigue immunitaire o inflammatoire des
une plateforme automatisée
cellules T
Analyse de I'expression de multiples
) o protéines dans les cellules tumorales et Interaction entre les
Immunohistochimie ) o Nombreux types
_ immunitaires, en tenant compte cellules PD-1+ et
multiplex ) ) tumoraux
notamment de leurs interactions dang PDL-1+

'espace

Tableau 1. Marqueurs prédictifs en immunothérafBeurce : Gibney GT, et al. Predictive biomarkerscheckpoint
inhibitor-based immunotherapy. Lancet Oncol. 20Z§1P):e542-e551.
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Circulation

Initiation des lymphocytes T activés
etactivation Lymphocyte T 2 vers la tumeur
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des lymphocytes
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Cycle de I'immunité anticancéreuse

Cellule
dentritique

par les cellules

dentritiques
Reconnaissance
et destruction
Libération des cellules tumorales
d’antigénes tumoraux

Figure 3. Cycle de I'immunité anti-tumorale. Sourcghampiat S, Soria JC. Nouvelles pratiques en imnamepiogie : une
révolution et un immense défi scientifique et nediMed Sci (Paris). 2017

C. LYMPHOCYTES INFILTRANT LES TUMEURS (TILS) DANS LESUMEURS
SOLIDES

Les lymphocytes infiltrant les tumeurs (TILs) fqdrtie des éléments les plus étudiés
au sein du microenvironnement tumoral. Les lymplexyl cytotoxiques CD8+ ont montré
un réle pronostique dans de nombreux cancers (#Qldkont ainsi associés a une meilleure
survie dans les cancers colorectaux, les mélanamédss cancers du poumon non a petites
cellules (42). Leur présence a également été a&wso&i une meilleure réponse a la

chimiothérapie dans le cancer du célon (43).

Linfiltration par les lymphocytes helper CD4+ &@atorrélée a un meilleur pronostic
dans le cancer du cblon, du pancréas, et du séi6}, notamment en cas de polarisation
TH1 (47). Le rble des lymphocytes T régulateurs IPAOX est plus complexe, dépendant du
type de cancer (48). Un réle pronostique favoralds lymphocytes B a également été

démontreé (47)

Une méta analyse a souligné le rble pronostiquerédle des lymphocytes T
mémoires CD45RO+ dans les cancers gastriques, eggeph et colorectaux (49).
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Des recommandations ont par ailleurs été étabbesernant I'évaluation des TILs

(50), afin d’homogénéiser les résultats dans l#érdintes cohortes.

D. MICROENVIRONNEMENT INFLAMMATOIRE DANS LES MENINGIOMES

Les macrophages représentent la majeure partiealesges inflammatoires dans le
microenvironnement des méningiomes. Il a été momied leur nombre augmentait avec le
grade des méningiomes (51,52), et qu'ils présemtaiejoritairement une polarisation pro-
tumorale, de type M2. On retrouve également ddslesImyéloides immatures a l'activité
immunosuppressive, les myeloid derived suppressits (MDSCs), surreprésentées dans les

méningiomes de haut grade en comparaison aux meémniag de grade | (53).

Il existe aussi une faible proportion de cellulasunal-killer (NK), et des lymphocytes
B dont le role est controversé. En effet, ces @esnprésenteraient un phénotype mémoire,

mais seraient également capables d’'inhiber la ip®dn(48,54,55).

Les cellules dendritiques ont été peu étudiées @snméningiomes, mais une étude a
rapporté leur association avec un moins bon pranoshcernant la survie globale (56). Un
ratio neutrophiles/lymphocytes élevé en préopémtai également été associé a une moins

bonne survie sans progression (57).
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[ll.  PRESENTATION DES OBJECTIFS DE L’'ETUDE

Contrairement a de nombreux cancers, dont leslghtdmes (58), les méningiomes
n'ont fait I'objet que de peu d’études concernag lymphocytes intra-tumoraux (59,60),
malgré la nécessité de nouvelles stratégies thédtignes. Cependant, ce sont des tumeurs
richement vascularisées, se situant en dehors thartéére hémato-encéphalique, qui sont
donc susceptibles d’étre infiltrées par des celluhemunitaires. Les études concernant leur
microenvironnement inflammatoire portaient souvent de faibles effectifs, avec des
résultats contradictoires concernant la survie 681, Ces études retrouvaient un infiltrat
essentiellement macrophagique, mais aussi un ianpoirtfiltrat lymphocytaire T. Une seule
étude a porté sur les lymphocytes T mémoires dasisumeurs (63), sans pouvoir mettre en

évidence de réle pronostique.

De plus, les criteres de grading selon la clasgibo OMS sont partiellement
subjectifs et le grade OMS est parfois mal coragélgisque de récurrence (9), pouvant priver
certains patients de thérapeutiques adaptéest oz important de trouver des facteurs
pronostiques objectifs dans ces tumeurs.

Notre étude est une étude de cohorte rétrospeativepcentrique, ayant inclus 82 cas
dont le primo-diagnostic de méningiome atypiquééapdsé au CHRU de Nancy entre 2000
et 2019.

L’objectif principal était de déterminer s’il exaést une corrélation entre linfiltrat
lymphocytaire T cytotoxique, T helper, T régulateatrT mémoire, évalué sur lame entiere, et

la survie sans progression dans les méningiomesjass.

Les objectifs secondaires étaient d’évaluer la é&ation entre cet infiltrat
lymphocytaire et la survie globale, les donnéedolugiques, la présence d’anomalies

cytogenétiques et moléculaires, et le profil dehylétion de '’ADN.
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Abstract

High-grade meningiomas are rare but aggressive ramas immune-modulating
strategies are under evaluation in these tumoesatim of this study was to describe the
phenotype and prognostic impact of Tumor-Infilingti Lymphocytes (TILs) and their
correlation with clinico-pathological and moleculdata (methylome) in a cohort of 82
atypical meningiomas and 12 paired recurrent tun@@uantification of TILs was performed
on whole-tissue sections using hematoxylin, eosmd aaffron (HES) staining and
immunohistochemistry for CD8, CD4, CD45R0O, and FGXHigher numbers of TILs on
HES slides were associated with shorter overaitigalr (p<0.001)and NF2 loss (p=0.037).
Increased infiltration by T helper cells was asatexl with poorer disease specific survival
(p=0.032). Infiltration by CD8, CD4 and FOXP3 Tdselas significantly higher in the
recurrent tumors than in the paired primary tum@ps0.023, p=0.030 and p=0.018,
respectively).In conclusion, we identified a high infiltration ByLs, notably T helpers, as a
pejorative prognostic factor. The higher amountsTéfs in recurrent tumors favor the
utilization of immunotherapy in this setting. Th&iltration by memory T cells may carry
predictive significance and argues for additiotatiies about their role in meningiomas.
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INTRODUCTION

Meningiomas are the most frequent primary tumorghef central nervous system,
with an incidence rate around 10/100 000 (1). Thkassification is based on the 2016 WHO
grading, ranging from benign grade | meningiomamtoe aggressive grade Il (atypical) and
grade Ill (anaplastic) meningiomas. The majorityneéningiomas are benign (70%), while
high-grade meningiomas (atypical and anaplasticyaat for 20-30% and 1-3%, respectively
(2). Higher-grade meningiomas have a higher tendemcecur. Recurrence rate is 7-25% for
benign, 29-59% for atypical, and 60-94% for anamaseningiomas (3—6). Accordingly,
patients with high-grade meningiomas have a popregnosis, with an estimated 10-year
survival of 77%, 71%, and 23% for benign, atypicahd anaplastic meningiomas,
respectively (7). Benign lesions are generally duater surgical resection, yet higher-grade
tumors often require a combination of surgery aadlatherapy (8). However, the benefit of
radiotherapy after complete surgical resectiontypiaal meningiomas is still controversial

(9-12). In addition, these tumors are particulaHgmoresistant.

There is a need for new therapeutic modalitiegtese patients, especially in case of
unresectable or recurrent tumors. Immunotherapeswrently used in several types of solid
tumors and their efficacy was reported to be cateel with the presence of tumor-infiltrating
lymphocytes (TILS) in the tumor microenvironmemt.dddition, infiltration by immune cells
is associated with a better prognosis in diffecamcers (13—-15) and may be predictive of the
response to radiotherapy or chemotherapy (16,Although immunotherapy trials are
ongoing in brain tumors (18,19), only few studiesctibing TILs phenotype and prognostic

impact in high-grade meningioma are available (&)-@specially in recurrent tumors (23).

The aim of this retrospective study was to evaluh&e prognostic significance and
immunophenotype of TILs in atypical meningiomasngsmmunohistochemistry on whole
tissue sections. Then, we analyzed the correldbenveen TILs phenotype, histological
parameters of the WHO grading, and molecular staisghg on methylome.
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MATERIALS AND METHODS

Patient characteristics

Eighty-two specimens from surgically resected primatypical meningiomas
between 2000 and 2019 were retrospectively retdidvem the files of the Department of
Pathology of Nancy University Hospital (CHRU Nan€&yance). Clinical data were collected
from the Department of Neurosurgery via the PELICAdftware (26). Patient and disease
characteristics are reported in Table 1. All samplere anonymized prior to histology and
immunohistochemistry. The study was conducted comtance with local ethical guidelines
(Institutional Review Board DC2008-459 and DC2014-2 2021P10154-127). In addition,
for twelve of these 82 patients, specimens of meciirmeningiomas occurring during the
follow-up were also retrieved (seven cases aftet-pperative radiotherapy and five cases

without post-operative radiotherapy).

Simpson grade was reported for 34 cases and atksito 5 categories as following:
grade 1, macroscopically complete excision and w@nef the dural attachment and
abnormal bone; grade 2, macroscopically completasen with coagulation of the dural
attachment; grade 3, macroscopically complete teseowithout excision or without
coagulation of the dural attachment or extra-darddone invasion; grade 4, subtotal excision
with in situ tumor remnants; grade 5, simple decompressionnbdts with or without biopsy.
Response to post-operative radiotherapy was ewuatcording to the RANO (Response

Assessment in Neuro-Oncology) response criteria (27

Histopathology

All analyses were performed blinded to clinicaladatiematoxylin, eosin and saffron
(HES) slides were evaluated by one pathologist .jH.Fhe presence of minor criteria for
atypia (increased cellularity, small cell changesyminent nucleoli, necrosis, and diffuse
architecture) and the mitotic count per 1.6 mm2ewassessed according to WHO 2016
grading. The amount of necrosis was semi-quantéitianalyzed (score 1: 0-9%, 2: 10-19%,
3: 20-29 %, 4. more than 30%). Infiltration intordumater, cerebral parenchyma or osseous

tissue was evaluated.
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Immunohistochemistry

One block of the formalin-fixed paraffin embeddde-PE) tissue was selected for
each case after reviewing all hematoxylin, eosafffen (HES) stained slides and determining

the most immune infiltrated one.

Paraffin sections of 4m were immersed in a 10 mM sodium citrate buffét ¢) for
35 minutes at 97°C for dewaxing and antigen redlieVhe following primary antibodies
were used: anti-Ki-67 (1/200; mouse monoclonalnel®11B-1, Dako, Glostrup, Denmark),
anti-FOXP3 (1/200; mouse monoclonal, clone 236A/&Y20034, Abcam, Cambridge, UK),
anti-CD45R0O (1/400; mouse monoclonal, clone UCHIRAVjtrogen, Carlsbad, USA), anti-
CD4 (mouse monoclonal, clone 4B12, Dako), anti-Cp8:-diluted, mouse monoclonal,
clone CD8/144B, Dako). Tissues of human colorecttcer and human non-malignant
lymph node were used as positive controls for FOX&®l CD45RO, respectively.
Immunohistochemistry was performed with a Dako Atdmer Plus (Dako), using a Flex+
Envision revelation system (Dako).

The Ki-67 labeling index (LI) was defined as thergentage of cells displaying

nuclear staining, by counting a total of 1000 cells
Quantification of TILs

The distribution of lymphocytes was semi-quanttally analyzed on HES slides
(score 0: 0-1% of the surface; 1: 1-5%; 2: 5-10%6:130%) in the peritumoral (including the
invasive margin, as defined by Salgastoal (28)), perivascular and intratumoral areas. The
intratumoral absolute number of TILs was also cednivithin 10 consecutive high-power

fields (HPF) out of the invasive margin.

CD8 and CD4 positive TILs were evaluated semi-qgtetitely (0: absent or minimal,
1: sparse, 2: diffuse, 3: dense) in the peritum@naluding the invasive margin), perivascular
and intratumoral compartments. CD8, CD4, CD45ROFROXKP3 positive lymphocytes were
also manually quantified within 10 consecutive HRREhe intratumoral compartment out of
the invasive margin. Because macrophages occaliatain with CD4 antibody, CD4+ cells
with apparent morphological appearance of macroghagere excluded from the count. For
each case, FOXP3 immunostaining was only carriedvben CD4 lymphocytes were present
on the slide. Twenty cases were randomly seleateldezaluated by a second pathologist to

determine the inter-rater reproducibility.
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DNA-methylation analysis

For 33 patients, DNA methylation profiling and cepymber variations (CNV)
analysis were performed using Illumina Infinium kigationEPIC BeadChip following the
manufacturer instructions, as previously descrilf2@,30). Raw data files (*.idat) were
imported. Brain tumor classification and generat@dnCNV plot were performed in silico
using the MolecularNeuropathology.org server (httwsvw.molecularneuropathology.org/
mnp) with v11b4 version for brain tumor classifioat and MNGv2.4 for meningioma

subtype classification, respectively, as descrine&ahm et al. (31) and Capper et al. (32).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using IBM SB&S&istics for Windows, version
27.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Quantitative wes were expressed by using median
and interquartile range (IQR). Because the qudam#tavariables did not pass the
Kolmogorov-Smirnov normality test, non-parametmésts were used. Spearman correlation
test was used to explore the correlation between@b8, CD4, FOXP3 and CD45RO
infiltrates in the primitive and the recurrent tumothe Ki-67 LI, and the mitotic index. Khi-
square or Fisher test was used to evaluate thelabon between the lymphocytic infiltrates,
clinical (sex, localization, progression) and tneaht parameters (embolization, prior
radiotherapy, complete resection), the gradingekat(hypercellularity, prominent nucleoli,
small cells, sheeting, necrosis), histological peeters (brain, dura mater and bone invasion),
and molecular status (PTEN, CDKN2A and NF2, CN\W&uskal-Wallis test was used to
analyze the correlation between the methylatiorsscland histological data, TILs count,
mitoses count, and the Ki-67 LI. Mann-Whitney tesis used to evaluate the correlation
between CNVs, Ki-67 LI, mitoses count and TILs. dg?ession-free survival (PFS), overall
survival (OS), and disease-specific survival aredysvere performed with Kaplan-Meier
estimation (log-rank test). Survival time was cédted from the date of surgery to the date of
last follow-up, progression, or death. Differenbesween the primitive and recurrent tumors
were calculated using the paired Wilcoxon testerhatbserver reproducibility between the
two raters was evaluated with the Kappa coefficientjualitative variables and the intraclass
correlation coefficient (ICC) for quantitative vables. A p-valueR) of less than 0.05 was

considered to be statistically significant.
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RESULTS

Clinico-pathological data

Median age of the patients was 60.5 years at the ¢f first diagnosis [Interquartile
Range, IQR: 52-68.75], with a male-to-female rati®.78 (Table 1). Median follow-up time
was 59.5 months [IQR: 37-163.25]. The tumors weagniyg localized in the convexityr.3
%) and skull base (13.4 %). Thirty-one patients.§3%) underwent adjuvant radiotherapy
and 7 patients (8.5 %) received chemotherapy. Bssgn occurred in 37 patients (45.1 %)
and death in 22 patients (26.8 %Retrieved recurrent meningiomas were atypical (@riid
in 8 cases (66.7 %) and benign (grade 1) in 4 c&28 %).

TILs infiltration and immunophenotype characterization

Evaluation of HES slides demonstrated a mediamtimnoral lymphocyte count of
22.3/mm?2 [IQR: 5-48].There were only few peritumoral lymphocytes angkeaerally mild
perivascular infiltration (Figure 1)ntratumoral CD8+ TILs were present in all sampies
in a very heterogenous manner, ranging from 2 tb @&ills/mmz2. Median CD8 count was
36/mm?2 [IQR: 14-68]. These cells were mainly lodaite the perivascular areas or near the
invasive margin, in a scattered distribution. Sna@gregates were also observed in some
cases. Infiltration by T helper cells was much laisgsndant, ranging from 0 to 45 cells/mm?2,
with a median cell count of 0 [IQR: 0-2]. The madi@D4/CD8 ratio wa$ [IQR: 0-0.04].
FOXP3 stained cells were only detected in 11 cébgg %), with a very poor infiltration
ranging from 1 to 11 cells/mm?2. Median FOXP3/CDdaavas 0 [QR: 0-0.43].CD45RO+
cells were present in all but two cases (0-18%4alin?), with a median CD45R0O/CD8 ratio
of 0.55 JQR: 0.3-0.8]. Median CD45RO cell count was 17.5/mit¢H: 5-38]. There was
no dense perivascular accumulation of CD45RO+ .ckitsatumoral FOXP3+, CD4+ and
CD45R0O+ cell counts were significantly correlated@D8+ cell count (rha3.389,0.586,
and 0809, respectivelyp < 0.01).

Inter-observer reproducibility was good (substdn@greement) for the semi-
guantitative evaluation of intra-tumoral lymphogytiafiltration on HES slides (weighted
Kappa coefficient: 0.615 [CI95%: 0.324-0.906]) asswimi-quantitative scoring of CD4 and
CDS8 intra-tumoral positive cells (weighted Kappaftimient: 0.643 [C195%: 0.006-1] and
0.634 [CI195%: 0.403-0.865], respectively).
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Correlation between TILs, histological and moleculafeatures.

Semiquantitative intratumoral lymphocyte count oB3+Hwas positively correlated to
hypercellularity (p=0.05). There was no significasdrrelation between TILs and other
histological parameters.

Molecular data are reported in Table 1. The mostraon copy number alterations
were 22q, 1p, 69, 7p, 10p, 10q, 14q and 18q deletio

A higher number of TILs on HES slides was signifita associated with NF2 loss
(p=0.037). Ki-67 LI was increased in cases with RT& NF2 loss (p=0.019 and p=0.037,
respectively). Mitotic count was significantly ieased in methylation class “malignant”
(p=0.030). We found no correlation between eithethylome classification and lymphocytic

infiltration or copy number aberrations and lympytacinfiltration.

TILs infiltrate in paired initial and recurrent tum ors

In the recurrent meningiomas, we found an incredgegbhocytic infiltrate with a
median intratumoral CD8+ cell count of 46.5/mmz2.p2Z3107.5] a median CD4+ cell count
of 9.50/mm2 [2-25], and a median FOXP3+ cell canint.5/mm?2 D-3.25] An infiltration by
FOXP3+ cells was present in 7 cases. Median CD45&8D-€ount was 13.50/mnfig.25-30].

CD8, CD4 and FOXP3 infiltration was significantligher in recurrent tumors than in
the primitive tumors (p=0.023, p=0.03 and p=0.018spectively; Table 2), without
significant difference concerning CD45R0O+ lymph@&sy{p=0.53).

Survival analysis

Survival analysis revealed that semiquantitativieatnmoral lymphocyte count on
HES was significantly correlated with OS: the preseof intra-tumoral lymphocytes in more
than 10% of the tumor surface was associated Vkiditer survival (p < 0.001 (Figurg.2A
higher intratumoral semiquantitative CD4+ count wagelated with poorer disease specific
survival (p = 0.032). No correlation was found bedw perivascular or peritumoral TILs or
other markers (including FOXP3/CD4 ratio, CD4/CC#lic and CD45R0O/CDS8 ratio) and
OS, PES or response to radiotherapy.
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DISCUSSION

In comparison with other types of solid tumors, 3 have only been poorly studied in
meningeal neoplasms (22-25), especially in higmadeg meningiomas. We focused on 82
atypical meningiomas, which are rarer tumors witmach more aggressive potential than
grade | meningiomas. In addition to standard higtpl we used immunohistochemistry,
which is a routine assay. The use of whole-tissetians instead of tissue microarrays
allowed us to perform a complete analysis and &uate the organization of the infiltrate in
the intratumoral, perivascular and peritumoral cartrpents, which may have a potential
correlation to prognosis (13,28,33). However, i firesent study, only the area of intra-
tumoral TILs infiltration on standard HES slidessameorrelated to prognosis, using a semi-
guantitative scale: TILs infiltration in more tha6% of the tumor was associated with shorter
os.

We found a correlation between high level of Tlinslgoor overall survival, which is
in accordance with Let al. (34), who reported a poor prognosis of the patiants a high
CD3+ infiltration. Despite this, evaluation of Tllan HES slides could be subject to bias
because of the squeeze and fulguration artefactenme samples. Higher numbers of TILs
were also associated with a NF2 loss (p=0.037)chvig in line with a previous investigation
(35). This is to our best knowledge the first stuekploring the relationship between the
immune infiltration and the DNA-methylation classition (31). We did not find any
correlation between DNA-methylation profile and tlgephocytic infiltration, but this may
be due to the paucity of analyzed cases.

Similarly to other authors (22,24), we found thattotoxic T cells represent a
relatively important population in the tumor micne@onment. Infiltration by cytotoxic
lymphocytes has been previously correlated withwifable prognosis in different types of
solid tumors (36—38). However, there are only a @ata concerning meningiomas (22,23).
Contrary to Rapget al. (23), we did not find any correlation between eased cytotoxic T
cells and better survival. One reason could bepghgtof the CD8+ T cells may exhibit a PD-
1+, Tim-3+ phenotype, which are classically consdeas markers of exhaustion and
generally associated with a poor outcome (39-4bwévVer, there are conflicting results

about their prognostic impact (23,24).
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We found that Treg cells represent only a minooityl helper cells, which is in line
with other studies (13,22). Tregs were reportetbéancreased in high grade meningiomas
(42). A correlation between increased levels ofg$rand shorter survival has been described
in other malignancies (43,44). Contrasting resedist about the predominance of T helper or
T cytotoxic cells in the microenvironment (23,24).our study, infiltration by T cytotoxic
cells was more abundant than T helper cells btgrestingly, increased T helper infiltration
was associated with poor disease specific survalakit close to the margin of statistical
significance (p=0.03). To our best knowledge, thas not been yet reported in meningioma
(25), but one study (45) showed an higher CD4/C&® 1in higher-grade tumors. Evaluation
of the different subtypes of T helper cells mayvite additional information about their
prognostic or predictive impact (41,46).

A significant amount of T cells expressed a mempingnotype. These results are
consistent with another study (24), which demomstian abundant population of antigen-
experienced T cells by flow cell cytometry. We wer able to find a prognostic impact of
infiltration by memory T cells, possibly becausetod size of our cohort. High infiltration by
memory T cells has been correlated with a bettesgl in breast cancer (47), oral squamous
cell carcinoma (48), squamous non-small cell luagcer (49), colorectal, oesophageal,
gastric, and hepatocellular carcinomas (50), bwtdata are available regarding brain tumors
(51-53). Furthermore, memory T cells are thoughprtedict response to immunotherapy
using immune checkpoint inhibitors, because thegress checkpoint molecules (54,55).
Their expansion has been associated with an iredessrvival in glioblastoma treated with

dendritic cell immunotherapy (53).

Contrary to another study (23), we observed a highfdtration by T helper and T
cytotoxic cells in recurrent meningiomas than ieithprimitive counterparts, which may

suggest a possible benefit of immunotherapy ingbtting.
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In conclusion, we showed with this original prelivary study basing on whole tissue
sections that a high infiltration by TILs in atyplaneningioma was correlated with pejorative
overall survival and NF2 loss, and that an incrdem®ount of T helper cells was correlated
with poorer disease specific survival. The semingii@ive evaluation of TILs basing on
standard histology is a reproducible and costlesthad that could be easily applicable in
daily practice to evaluate the prognosis in atypmo@ningioma. Recurrent meningiomas
exhibited increased TILs compared to the pairednipiie tumor, which may suggest a
potential impact of immunotherapy in this setting.tBecause of the important infiltration by
memory T cells, which could have an important pasgic and predictive role in high grade
meningiomas, we believe that other studies shoolgstigate their role in brain tumors.
Moreover, there is an important need for standatatim of the methodology used to evaluate
the inflammatory infiltrate in brain tumors, incing the analysis of its functional status and

spatial organization (41), given the diverging fesabout its prognostic value.
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FIGURES AND TABLES

TABLE 1. Clinical characteristics and molecular dat

n | % Median [IQR]
Sex
Male 36| 43.9
Female 46 | 56.1
Age at first diagnosis of AM 60.5 [52-68.75]
Patient with previous diagnosis of meningioma
Yes 16| 19.5
No 66 | 80.5
Localization
Cranial base 11| 134
Convexity 65| 79.3
Spinal 2 |24
Ventricular 4 149
Simpson grade (n=34)
1 18| 52.9
2 5 |14.7
3 3 |88
4 7 |20.6
5 1|29
Complete resection
Yes 51| 62.2
No 30 | 36.6
Missing 1 |12
Postoperative radiotherapy
Yes 31| 37.8
No 48 | 58.5
Missing 3 |37
Response to radiotherapy (n=20)
Minor response 1|5
Stable disease 17| 85
Progressive disease 2 |10
Chemotherapy
Yes 7 |85
No 751915
Methylation class (n=16)
1 (benign) 3
2 (intermediate) 10
3 (malignant) 3
Methylation subgroup (n=15)
Benign -1 1
Benign-2 2
Benign-3 0
Intermediate-A 7
Intermediate-B 2
Malignant 3
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n | % Median [IQR]
Number of copy-number aberrations 8 [5-10]
NF2 loss (n=33)
Yes 30| 90.9
No 3 191
CDKN2A loss (n=33)
Yes 5 |15.2
No 28| 84.8
PTEN loss (n=33)
Yes 14 | 42.4
No 19| 57.5
23 [11.25-
PFS time (months) 47.75]
OS time (months) 38 [19.25-63]
. 59.5 [37-
Follow-up time (months) 163.25]

AM, atypical meningioma; PFS, progression-free say OS, overall survival

TABLE 2. Comparison of TILs between primary and pared recurrent tumors (n=12).

Primitive tumor Recurrent tumo
sample sample
p-value
Median [IQR] Median [IQR]
CD8+ lymphocytes
(/mm?2) in the mos
infiltrated area, without
distinction  of  the 21.5[15.5-31.5] 66.5 [34.5-123.5] 0.023
different compartments
Intratumoral =~ CD8% 5 5115 5 31 5 46.5[23.25-107.5] | 0.060
lymphocytes (/mm?2)
Intratumoral CD4+
lymphocytes (/mm?) 0 [0-0] 9.5 [2-25] 0.003
Intratumoral - CDASRQ g 5 14 75 17 o5 13.5 [4.25-30] 0.530
lymphocytes (/mm?2)
Intratumoral  FOXP3
lymphocytes (/mm?) 0 [0-0] 1.5[0-3.25] 0.018
TILs (HES) (/mmg?) 24.5 [18.5-32.25] 20 [14-29.25] 0.480

TILs, tumor-infiltrating lymphocytes, HES, hematdixy eosin and saffron
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FIGURE 1. Quantification of TILs in atypical meningiomas. (A) Atypical meningioma

showing a mild focal intra-tumoral lymphocytic infiltration (HES, x 400). (B) Extensive
intra-tumoral lymphocytic infiltration, in more tha n 10% of tumor surface (HES, x400).
(C) CD45RO stained lymphocytes (immunohistochemisyr [IHC], x400). (D) CD4
stained lymphocytes (IHC, x400). (E) CD8 stained igphocytes, with perivascular
infiltration (IHC, x200). (F) FOXP3 stained lymphocytes (IHC, x200). Absolute count of
CD8+ TILs (G), CD4+ TILS (H), CD45RO+ TILs (I), and FOXP3+ TILS (J).
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FIGURE 2. Kaplan-Meier curves. (A) Overall survival of patients with and without high
infiltration by intratumoral lymphocytes on HES slides (log-rank). (B) Disease-specific

survival of patients with absent or focal infiltration by CD4+ lymphocytes (log-rank).
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PARTIE Ill. DISCUSSION

VALEUR PRONOSTIQUE DES TILS DANS LES MENINGIOMES

En accord avec d’autres études (55,64), nous angireuveé dans la totalité de nos
échantillons des lymphocytes T cytotoxiques, dasss toportions cependant trés variables.
Les lymphocytes T régulateurs n’étaient retrouvés de facon éparse, ce qui est en accord
avec Liet al. et Rappet al. qui retrouvaient des T reg dans une majorité desleas, mais
dans de tres faibles proportions (62,65). Nous savoiis en évidence que le nombre de
lymphocytes T helper, T mémoires et T régulatetai éorrélé au nombre de lymphocytes T

cytotoxiques, les plus présents.

Le lien entre le grade et la quantité de linfilten TILs est controversé (59,60,65),
certains auteurs retrouvant une diminution deiltnat en CD4, CDS8 et cellules PD-1+ dans
les méningiomes de haut grade, d’autres ne retndugette diminution que dans les
meéningiomes récurrents (62). Dans les meéningioneedalt grade, il existerait une plus
grande proportion de lymphocytes T de sous-typelaéegur ou exprimant PD-1, qui est
généralement considéré comme un marqueur d’inaictivdymphocytaire (55,62,65). En
effet, aprés fixation a ses ligands PD-L1 et PDDP;1 entraine l'inactivation fonctionnelle
des lymphocytes T. Ceci est associé dans d’autresecs a des comportements tumoraux
agressifs. Chez les patients présentant des méniegide haut grade, on retrouve également
plus de cellules MDSCs et PD-L1+ dans le sang périgue, pouvant étre révélatrices d’'une

plus grande immunosuppression systémique chezatiens (65,66).

Peu de données existent sur le lien entre TILsr@ngstic dans les méningiomes.
Nous avons montré un mauvais pronostic de l'idilten T helper concernant la survie
spécifiqgue, mais il n’existe pas a notre connaissatiautres données pronostiques liées a cet
infiltrat dans la littérature. Une étude des défits sous-types de T helper pourrait permettre
d’obtenir plus d’informations sur la valeur prorigee de cet infiltrat (47,67). Une étude a
retrouvé une meilleure survie sans progressionasndanfiltration par les lymphocytes T
cytotoxiques (62), d'autres un moins bon pronostic cas de forte infiltration par les
lymphocytes T dans leur globalité (65). Le rélermstique de l'infiltrat par les lymphocytes
PD1+ est également controversé, certains auteayant associé a une meilleure survie sans

progression (62,65). Le réle pronostique favoraids T mémoires a été montré dans de
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nombreuses tumeurs solides, mais il n’existe eenmnnaissance pas de données par rapport

a leur impact pronostique dans les tumeurs céb(aB).

Ces résultats discordants peuvent étre liés aukadés utilisées, I'analyse sur des
tissue microarrays (TMA) ne prenant pas en compbétdrogénéité intra-tumorale,
contrairement a une analyse sur lame entiére codamg notre étude. De plus, il nous semble
important de distinguer les différents compartirseitra-tumoraux, comme précisé par
Salgadoet al (50). Certaines tumeurs montrent en effet untmafilparticulierement riche au
niveau de la zone péri-tumorale, mais pauvre era-toimoral, ce qui correspond a un
phénotype de tumeur plutdt « froide ». Il nousagaainsi important de réaliser des études
utilisant une méthodologie standardisée (50), aaally I'état fonctionnel de [linfiltrat
(expression de PD-1, Tim-3...) et son organisaticatiaje. En effet, il a été montré que le
réle de linfiltrat pouvait étre différent selon &acalisation intra-ou péri-tumorale, et que la
colocalisation des cellules tumorales et immunesgvaid avoir un rdle pronostique et/ou
prédictif (40,69,70). Cette analyse fine de I'ongation de l'infiltrat est maintenant possible
par des techniques dimmunophénotypage multiplexmm@nohistochimie ou
immunofluorescence), qui sont cependant des teghsigpeu accessibles, colteuses et
chronophages. Des analyses par lecture d’imageniafique pourraient aussi permettre
d’obtenir des résultats plus objectifs. Il seragalément important de mener des études
multicentriques, plus a méme de fournir des réesulsggnificatifs concernant ces tumeurs

rares.

Le manque de connaissances fondamentales concémidirat inflammatoire intra-
tumoral (pouvant mener a l'utilisation de marqueimappropriés) ou lI'existence d’autres

facteurs tels que des cytokines pourrait égalemmguitquer ces résultats discordants (47).

La présence de mutations est liée au phénotypeimdtrat inflammatoire, les
meéningiomes NF2 mutés présentant ainsi une pluglgrdensité de TILs (71). Ces données
sont en accord avec nos résultats, retrouvant us gtand nombre de TILs dans les
méningiomes avec délétion NF2. Les méningiomeseptaat un caryotype complexe,
associés a un plus mauvais pronostic, comportest gi¢ lymphocytes T cytotoxiques (72).
Une étude a aussi retrouvé une association entranfilimat lymphocytaire distribué de

maniere diffuse et une charge mutationnelle él¢vép

52



Notre étude est a notre connaissance la premi@&tedier le lien entre le profil de
méthylation et l'infiltrat lymphocytaire, mais nousavons pas pu mettre en évidence
d’association significative, peut-étre a causeaiblé nombre de cas analysés.

1. IMMUNOSUPPRESSION DANS LES MENINGIOMES

D’autres facteurs pourraient expliquer 'immunostggsion dans les méningiomes. |l
a effectivement été montré que plusieurs protéimgdiquées dans les points de contrble
immunitaires étaient exprimées dans les méningipmaamment PD-L1, PD-L2, NY-ESO-
1, B7-H3, and CTLA-4 (59,60,73-75). Cette exprassast parfois associée a certaines
mutations, PD-L2 ou B7-H3 étant par exemple plusveat retrouvés dans les tumeurs
présentant des mutations de la voie PISK/AKT/mT@R,16). La présence de ces mutations
pourrait ainsi aider a la stratification des pasesn vue d’une immunothérapie.

L’expression de PDL-1 est associée a un plus headeg(60,65,77). Elle est alors
prédominante dans les cellules tumorales, maig ptesente que dans une faible proportion
d’entre elles, généralement inférieure a 1% (7&tteCexpression est associée dans d’autres
types tumoraux a la récurrence, la progressiometuoindre survie. Certains auteurs ont mis
en évidence son mauvais impact pronostique dansmiésingiomes, mais cela reste

controverseé (35,66).

Il PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES

Les stratégies utilisant I'immunothérapie peuvemt IBaser sur les anticorps
monoclonaux, les interleukines, les inhibiteurscdeckpoint, les vaccins (notamment via des

cellules dendritiques) ou les CAR-T cells.
Les essais d'immunothérapie dans les glioblastogquassont des tumeurs « froides »

peu infiltrées par les lymphocytes T et présentard faible charge mutationnelle, n’ont eu

gue des résultats décevants (79).
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Cependant, les méningiomes sont situés a l'extéridel la barriere hémato-
encéphalique, sont des tumeurs « chaudes » eesedainc susceptibles de répondre a cette
thérapie systémique, d’autant plus que les ménmgsde haut grade présentent une plus
haute charge mutationnelle que les méningiomes rdeegl (19,80). La présence de
lymphocytes T cytotoxiques, de lymphocytes T mépwiet la faible infiltration par les
lymphocytes T régulateurs sont par ailleurs, damasitee types de tumeurs, des facteurs

prédictifs de bonne réponse a I'immunothérapie §5)—

Compte tenu de I'expression de protéines de cheakpmomunitaire, et de la présence
de lymphocytes T PD-1+, l'utilisation d'immunothgres ciblant PD-1, PDL-1, PDL-2, B7-
H3, NY-ESO-1 ou CTLA-4 pourrait représenter unespective intéressante, notamment
dans les tumeurs récurrentes ou les méningiomésuategrade (Figure 4). 1l est cependant a
noter que I'expression de PD-L1 reste faible dasstameurs, ce qui pourrait limiter I'impact
de I'immunothérapie. Cependant, d’autres thérambgbitrices de checkpoint, ciblant par
exemple Tim-3 ou LAG3, des molécules de co-stinutatnhibitrices des lymphocytes T,

font I'objet de recherches (86).

Anti-PD-1
Anti-PD-L1
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ko8 : Antigen Rresenting
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0 EU 4; D3 / MHC \ I

Anti-PD-1
Anti- PD L1
E("DL.
i—B/.Hz )
C‘GM—J Enoblituzumab

Anti TIM 3 HL,W

thso 1 M
| T

Anti-CTLA-4

Figure 4. Inhibiteurs de checkpoint dans les méioimgs. Source : Garzon-Muvdi T, Bailey DD, Pernik,MPan E. Basis
for Immunotherapy for Treatment of Meningiomas.rEfdeurol. 2020;11:945.
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L’utilisation combinée de biomarqueurs prédictiésiractérisation moléculaire, TILS,
expression de protéines inhibitrices de checkpgiat)rrait permettre de prédire au mieux la

réponse a l'immunothérapie.

La diminution de linfiltrat lymphocytaire dans l@séningiomes récurrents démontrée
par Rappet al. serait en faveur d’une utilisation précoce d’'umenunothérapie au cours de la
prise en charge. Cependant, nous avons montréequfitirat pouvait étre plus élevé lors de
la récurrence. De plus, les méningiomes sont sduwleplus haut grade lors de la récidive, ce

qui pourrait étre associé a une plus haute changgtimnnelle et donc a une potentielle

efficacité accrue du traitement par immunothérapie.

L'utilisation d’un anti-PD-1 associé a des celluMis hautement actives (HaNK) a été
associée a une survie augmentée dans un modelalggin). Des case reports ont rapporté
I'évolution favorable de méningiomes chez des pédidraités par thérapie anti-checkpoint
pour d’autres cancers, notamment dans un méningmészntant une déficience du systéme
MMR (DNA mismatch repair) (88,89). Cependant, urs capportant I'apparition d’'un
meéningiome atypique chez un patient traité par loimab (anti-PD1) pour un carcinome

rénal a été rapporté (90).

Plusieurs essais thérapeutiques évaluant I'immémafiie dans les méningiomes de
haut grade sont en cours (Tableau 2). Certainsisesgdisent une combinaison de
radiothérapie et d'immunothérapie. Il a en effet étontré que la radiothérapie avait un
impact ambivalent sur le microenvironnement tumoral augmentant la population de
lymphocytes T régulateurs et de macrophages imnuppossseurs, mais en favorisant aussi
la présentation antigénique et le recrutement dghocytes T circulants, notamment des T
mémoires (49). De plus, en détruisant les celldleworales, la radiothérapie pourrait
augmenter la charge en néoantigénes. Les tumesirsgubothérapie exprimeraient aussi plus
fortement PD-L1 (57). Une combinaison avec limmilndépapie pourrait ainsi s’avérer
intéressante, si elle pouvait inhiber I'effet immeoppressif de la radiothérapie. Une
combinaison avec une chimiothérapie pourrait égaterétre envisagée (91).

Une de ces études, un essai de phase Il utilisamtiviolumab chez 35 patients
présentant des méningiomes de haut grade récyraetsclu a une survie sans progression a
6 mois a 42,4 %, avec une survie globale a 30,% 1(9&), et serait donc a considérer comme

une thérapeutique efficace selon I'INCa (93).
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Les CAR T-cells sont des lymphocytes T modifiés afe cibler spécifiquement un
antigene exprimé par la prolifération tumorale seht actuellement utilisées dans certains
types de lymphomes. Une étude a utilisé des CARIB-dirigées contre B7H3 dans un
meéningiome anaplasique récurrent, via un dispdsitiél intracranien, avec pour résultat un
ralentissement de la progression tumorale en regardispositif en comparaison aux autres

tumeurs a distance (94). Des essais de phasd ugtidant 'immunothérapie adoptive dans

les méningiomes de grade Il sont en cours (95).

Estimated Primary Trial
Study title Drug(s) Phase Study sites completion| registration
enrollment
date number
An open-label phase I
study of nivolumab in Nivolumab +/- Dana-Farber Februar
adult participants with . .. Il 50 Cancer Y | NCT02648997
. ipilimumab . 2020
recurrent  high-grade Institute
meningioma
A trial of .
embrolizumab for Rabin Februar
P : Pembrolizumab] Il 25 Medical Y| NCT03016091
refractory atypical and C 2020
. - enter
anaplastic meningiomg
Neoadjuvant avelumap
and hypofracthna}tej Washington
proton radiation Universit
therapy followed byl Avelumab Ib 12 School y of July 2020 | NCT03267836
surgery for recurrent e
o Medicine
radiation-refractory
meningioma
Phase Il trial of R
embrolizumab in Massachusetts 1 rch
P . Pembrolizumah I 26 General NCT03279692
recurrent or residual . 2021
: e Hospital
high grade meningioma
Immune checkpoin .
inhibitor nivolumab in National December
. Nivolumab Il 180 Cancer NCT03173950
people with select rarg X 2020
Institute
CNS cancers
A Phase I/l Study of
Nivolumab Plus or
Minus Ipilimumab in
Combination With Duke
Multi-Fraction Nivolumab +- University -| December
Stereotactic Ipilimumab . 15 Duke Cancer 2021 NCT03604978
Radiosurgery for Institute LAO
Recurrent High-Grade¢
Radiation-Relapsed
Meningioma

Tableau 2. Essais en cours utilisant I'immunothé&amti-checkpoint dans les méningiomes. Sourcarzé-Muvdi et al.

(38) et Al-Rashed et a{96)
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Iv.  CONCLUSION

Par notre analyse sur lame entiere, permettanainalyse extensive de I'organisation
de linfiltrat inflammatoire, nous avons démontr@&’'upe importante infiltration des
meéningiomes atypiques par les TILS, évaluée sueldt&S, était corrélée a un mauvais
pronostic et a un statut NF2 muté. L'évaluatiorcdecritere en routine diagnostique pourrait
étre un élément intéressant sur le plan pronostidaele a évaluer et reproductible,
n'engendrant pas de surcolt. Nous avons égalemgpttivé qu'un nombre élevé de
lymphocytes T helper était corrélé a une mauvais@es spécifique. L'infiltrat inflammatoire
plus marqué dans les tumeurs récurrentes que darsirheurs primitives pourrait étre un
argument plaidant pour l'utilisation de 'immunothgie lors des récidives. Notre étude a
aussi révélé une importante infiltration par lambhocytes T mémoires, qui n’ont été que peu
étudiés dans les tumeurs cérébrales, mais quigeantrjouer un réle pronostique et prédictif
important.

D’autres études basées sur une méthodologie sthe@aret analysant notamment les
lymphocytes T mémoires, les sous-types de lymplescyit helper, I'état fonctionnel de
linfiltrat, et leur association avec les donnéesléuulaires, seraient donc intéressantes afin

de pouvoir proposer un traitement le plus persosé@ait adapté possible pour ces patients.
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RESUME DE LA THESE

Introduction :

Les méningiomes de haut grade sont des tumeurprésentent un taux de récurrence €éleve, et qui
sont parfois résistantes aux traitements habituBlsrs que I'étude du microenvironnement
inflammatoire et l'utilisation de I'immunothérapigont en plein essor dans les tumeurs solides,
l'infiltrat immunitaire n’a fait 'objet que de ras études dans les méningiomes atypiques. Notle étu
avait donc pour objectif d’étudier linfiltrationgp les lymphocytes T cytotoxiques, T helper, T
régulateurs et T mémoires dans ces tumeurs, lewélaton avec les données histologiques et
moléculaires, et d’étudier leur impact pronostiguela survie globale et sans progression.

Matériel et méthodes :

Il s’agit d’'une étude rétrospective ayant porté 8@r cas de méningiomes de grade Il, et 12
méningiomes récurrents appariés. Nous avons étudidame entiere linfiltrat immunitaire, par
coloration HES puis en immunohistochimie grace anticorps anti-CD8, CD4, FOXP3 et CD45R0.
Nous avons également analysé pour 33 cas la peegBaltérations cytogénétiques, le nombre de
copies des genes NF2, CDKN2A et PTEN, et le pd#ilméthylation. Une étude de reproductibilité
inter-observateur a été conduite sur un échantéléatoire de 20 cas.

Résultats :

Il existait un abondant infiltrat de lymphocytesCD8+ et CD45RO+ (compte médian/mm? : 36 and
17,5, respectivement). Une faible infiltration pes lymphocytes T régulateurs (de 1 a 11 cellubes p
mm?) était détectée dans 13,4 % des cas. Le cosgue-quantitatif de TILs sur lame HES était
corrélé a la survie globale (p<0.001). Le nombre'tes était associé a une perte de NF2 (p=0.037).
Un nombre élevé de lymphocytes T helper (CD4+} ésgocié a une moins bonne survie spécifique
(p=0.032). L'infiltrat lymphocytaire CD8, CD4 et BKP3 était plus important dans les tumeurs
récurrentes que dans les tumeurs primit{ype®.023, p=0.03 and p=0.0 18, respectivement).

Discussion :

Cette étude a identifié linfiltration par les TIL&r lame HES comme un marqueur d’une moins
bonne survie globale, et l'infiltration par les Ighocytes T helper comme un marqueur de moins bon
pronostic concernant la survie spécifique. L'impate infiltration par les lymphocytes T cytotoxigue

et mémoires est en faveur de I'utilisation de I'immothérapie dans ces tumeurs, notamment dans les
tumeurs récurrentes. D’autres études seraient seioces afin d’évaluer le réle pronostique et prigdic

de ces TILs dans les tumeurs cérébrales, notanheerit mémoires.

TITRE EN ANGLAIS : Study of the inflammatory microenvironnement ingatyal meningioma.
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