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1 
 

INTRODUCTION 

 

Les lymphomes primitifs du système nerveux central (SNC) désignent une entité lymphomateuse à part 

selon la classification de l’organisation mondiale de la santé (OMS) de 2017. Ils se définissent par une 

localisation exclusivement centrale, et par l’absence de toute maladie systémique. Bien qu’il s’agisse 

d’une pathologie rare, l’augmentation de son incidence reste préoccupante, particulièrement chez les 

individus immunocompétents. De plus, elle montre un pronostic plutôt sombre, et les différentes 

stratégies thérapeutiques se révèlent à ce jour inefficaces pour rallonger significativement l’espérance 

de vie des patients. 

 

Alors que les manifestations cliniques éventuelles restent totalement aspécifiques, ce sont les examens 

d’imagerie médicale qui permettront d’abord de confirmer la présence de lésions au niveau du SNC. 

Tandis que certains aspects peuvent être caractéristiques d’un lymphome du SNC, ceux-ci ne sont pas 

suffisants pour confirmer cette étiologie. Actuellement, l’examen anatomopathologique d’un échantillon 

tumoral demeure le gold standard diagnostique, permettant de caractériser la tumeur et de poser 

formellement le diagnostic. Le recours à une biopsie tissulaire réalisée par un neurochirurgien est alors 

indispensable. Un tel geste opératoire n’est cependant pas dénué de risques, et la localisation anatomique 

de la tumeur peut parfois freiner la démarche diagnostique. 

 

Des alternatives ont d’ores et déjà démontré leurs performances dans l’établissement du diagnostic d’un 

lymphome du SNC. En effet, la recherche de cellules lymphomateuses par des techniques de biologie 

médicale peut s’avérer concluante, à travers des prélèvements de liquide céphalo-rachidien (LCR) dont 

le recueil reste plus aisé qu’une biopsie centrale. Ainsi, la preuve cellulaire cytologique et phénotypique 

de la présence de cellules malignes dans le compartiment méningé peut se substituer au diagnostic 

histologique de référence. Toutefois, cette dissémination lymphomateuse méningée étant soumise à une 

grande variabilité inter- et intra-individuelle, il devient primordial de développer de nouveaux outils 

dans le but d’améliorer la sensibilité diagnostique des lymphomes primitifs du SNC (PCNSL). 

 

L’étude présentée dans ce rapport a été pilotée par le laboratoire d’Hématologie du Centre Hospitalier 

de Mulhouse dans le but de comparer les performances dans le LCR des différentes techniques 

biologiques à disposition. Tout particulièrement, l’intérêt de la recherche par polymerase chain reaction 

(PCR) digitale de la mutation L265P du gène MYD88, une mutation fréquemment rencontrée dans les 

PCNSL, a été évaluée dans le LCR et notamment dans la fraction acellulaire. Les objectifs étaient 

d’optimiser le diagnostic biologique de cette pathologie en intégrant ce paramètre au bilan initial 

comprenant la cytologie, la cytométrie en flux et le dosage des interleukines, ainsi que d’évaluer la 

pertinence de la réitération des prélèvements de LCR chez un même patient. 
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PARTIE 1 : État des lieux sur les lymphomes du système nerveux central 

 

I. GÉNÉRALITÉS 

A) Définitions et classification 

Les lymphomes du SNC sont définis comme étant des hémopathies malignes de type lymphomes non 

hodgkiniens (LNH), localisés au niveau neuro-oculo-méningé. Plus précisément, l’OMS qualifie une 

atteinte de centrale lorsqu’elle concerne l’encéphale, la moelle épinière, les leptoméninges (arachnoïde 

et pie-mère) ou encore les yeux. Elle exclut de cette définition les lymphomes de la dure-mère, 

généralement de type lymphome B des tissus lymphoïdes associés aux muqueuses (MALT) ou de la 

zone marginale (LZM), ainsi que les lymphomes B intravasculaires à grandes cellules.1,2  

 

L’origine des cellules lymphoïdes malignes permet également de distinguer les lymphomes du SNC 

primitifs (PCNSL), caractérisés par une localisation extra-nodulaire et exclusivement centrale, des 

lymphomes du SNC secondaires à la dissémination d’une pathologie lymphomateuse initialement 

nodulaire ou systémique (SCNSL). Parmi les PCNSL, la classification OMS 2017 des tumeurs des tissus 

hématopoïétiques et lymphoïdes (4ème édition révisée) reconnaît uniquement les lymphomes B diffus à 

grandes cellules (DLBCL) primitifs du SNC comme entité à part entière, les DLBCL représentant près 

de 95% des PCNSL.1 

 

Les lymphomes du SNC associés à une immunodéficience, qu’ils soient primitifs ou secondaires, font 

l’objet d’un groupe indépendant selon la classification OMS 2021 des tumeurs du SNC (5ème édition), 

regroupant les DLBCL associés au syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) et les DLBCL 

positifs au virus d’Epstein-Barr (EBV).2 

 

B) Sous-types histologiques 

Les PCNSL englobent différentes catégories histologiques, dont la principale est définie comme une 

entité en tant que telle dans la classification OMS des tumeurs des tissus hématopoïétiques et 

lymphoïdes.1 En effet, les DLBCL représentent entre 90 et 95% de la totalité des PCNSL.3–5 Il s’agit 

précisément de cellules lymphoïdes de lignée B, caractérisées par leur grande taille et de morphologie 

immunoblastique ou centroblastique.1,6 Deux sous-types histologiques peuvent être distingués parmi 

l’ensemble des DLBCL (systémiques, nodulaires et extra-nodulaires) : les DLBCL possédant une 

origine centro-germinative (CG), et les DLBCL non centro-germinatifs (non-CG) de phénotype 

cellulaire B activé (ABC). Tandis que la répartition générale de ces deux sous-types est plutôt équilibrée 

avec un léger avantage pour le sous type centro-germinatif (approximativement 60% et 40% 

correspondant respectivement aux DLBCL-CG et DLBCL-ABC en fonction des critères de 

classification employés7), le phénotype ABC est largement prédominant parmi les PCNSL puisqu’il est 
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rencontré dans près de 78 à 96% des cas selon les études.6,8–12 L’existence d’un troisième profil distinct, 

et l’émergence plus récente de classifications moléculaires pour les DLBCL et les PCNSL explicitées 

plus loin dans ce mémoire viennent remettre en cause la pertinence de la classification historique 

CG/ABC. 

 

Les cas de PCNSL restants, beaucoup plus rares, se rencontrent dans des proportions similaires et 

peuvent correspondre à des lymphomes B indolents, d’autres lymphomes B agressifs (lymphome de 

Burkitt, lymphome lymphoblastique), des lymphomes inclassables ou encore des lymphomes T tels que 

les lymphomes anaplasiques.3–5 Ces derniers surviennent d’ailleurs plus fréquemment dans un contexte 

d’immunodéficience.13 A noter que les lymphomes du SNC de types T, NK, ou B de bas grade, ainsi 

que les granulomatoses lymphomatoïdes sont définis dans la classification OMS des tumeurs du SNC.2 

De façon exceptionnelle, un lymphome de Hodgkin peut également se manifester primitivement au 

niveau du SNC, avec 22 cas rapportés dans la littérature en 2021.5,14 

 

Les caractéristiques cytologiques, phénotypiques et histologiques des DLBCL sont relativement 

semblables entre les patients immunocompétents et immunodéprimés. La positivité pour l’EBV des 

cellules lymphomateuses chez l’immunodéficient reste l’unique différence notable, puisqu’elle est 

retrouvée dans la quasi-totalité des PCNSL de lignée B associés au VIH.1,4,15,16 

Concernant les SCNSL, il peut s’agir d’une infiltration soit par un clone cellulaire identique au clone 

nodulaire ou systémique, soit par un clone agressif résultant de l’évolution du clone initial, et se 

rapprochant alors des caractéristiques d’un lymphome à grandes cellules, indépendamment du caractère 

primitif ou secondaire. 

 

C) Épidémiologie 

La proportion de lymphomes systémiques évoluant en SCNSL, variable au sein de la littérature, est 

grandement influencée par l’usage d’une prophylaxie contre les rechutes neuro-méningées et le sous-

type histologique incriminé.17 Il apparaît que 2 à 27% des LNH seraient concernés par une évolution 

centrale.18 Ce chiffre est minoré en cas de prophylaxie neuro-méningée et de LNH indolent, tandis qu’il 

peut avoisiner les 50% en cas de lymphome agressif n’ayant pas bénéficié d’une prophylaxie.12,19,20  

 

Les PCNSL représentent entre 2 à 4% de toutes les tumeurs cérébrales confondues selon les 

études.1,13,21,22 Entre 2014 et 2018, le registre central des tumeurs cérébrales des États-Unis (CBTRUS) 

a évalué la proportion relative des PCNSL à 6,7% parmi les tumeurs cérébrales uniquement de caractère 

malin.23 Ils représenteraient approximativement 1% de l’ensemble des cas de LNH (nodulaires, extra-

nodulaires et systémiques inclus) dans la population globale,1,3,18,24 et montrent un âge médian au 

diagnostic de 60 à 67 ans selon les sources,1,12,21 ainsi qu’un sex ratio hommes/femmes à 1,5.1 
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Avec une incidence globale annuelle de 4.5 pour 1 000 000 d’habitants entre 2014 et 2018,23 les PCNSL 

sont considérés comme des pathologies rares selon les critères de l’OMS (taux d’incidence annuelle < 6 

pour 100 000).9 Ce chiffre confirmé par les données d’autres sources,1,12,25 bien que constant durant les 

deux dernières décennies, ne reflète pourtant pas la dynamique réelle de cette pathologie.  

 

Premièrement, l’incidence des PCNSL associés à une immunodéficience, notamment chez les patients 

infectés par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) au stade SIDA, est plus élevée que 

l’incidence chez les immunocompétents. Environ 2 à 6% des patients victimes du VIH développaient un 

PCNSL avant l’ère des traitements antirétroviraux,3 représentant alors entre 12 et 15% de l’ensemble 

des LNH diagnostiqués dans cette population.15,16 Avec les autres DLBCL, le lymphome de Burkitt et 

le lymphome de Hodgkin, les PCNSL font partie des LNH les plus fréquemment observés chez les 

immunodéprimés.16,25 Tandis que les PCNSL de l’immunocompétent concernent la population de plus 

de 50-60 ans, les PCNSL de l’immunodéprimé concernent plutôt les patients âgés de 20 à 40 ans.3,16 

 

Deuxièmement, bien que l’incidence globale (immunocompétents et immunodéprimés compris) soit 

contrôlée de nos jours, elle n’a pas toujours été stable par le passé. Elle a connu un accroissement majeur 

dans les années 80 et 90, pour atteindre un pic à près de 10 cas pour 1 000 000 d’habitants en 1995, 

incontestablement relié à l’épidémie de VIH qui a sévi durant cette même période.25,26 47,2% des 

lymphomes du SNC diagnostiqués entre 1990 à 1995 concernaient d’ailleurs des patients porteurs du 

VIH, faisant ainsi de cette infection un facteur de risque majeur de PCNSL.16 Grâce à l’avènement des 

thérapies antirétrovirales en 1996 et aux campagnes de santé publique relatives à la prévention des 

infections sexuellement transmissibles, l’incidence globale des lymphomes du SNC a connu un déclin 

jusqu’en 1998,25,26 avant de se stabiliser annuellement aux alentours de 4 à 6 cas pour 1 000 000.5,25  

 

Troisièmement, la part des PCNSL est fortement influencée par l’âge des patients. Contrairement aux 

patients plus jeunes (20 à 59 ans) très peu concernés par les PCNSL avant l’épidémie du VIH, les patients 

de plus de 60 ans étaient d’ores et déjà touchés par cette pathologie. Les tranches d’âge présentant la 

plus forte incidence au moment du pic étaient les 30-39 ans ainsi que les 70-79 ans. Les patients de 

moins de 19 ans ont toujours été les plus épargnés par les PCNSL.26 L’incidence globale des lymphomes 

du SNC chez les 20-59 ans a rapidement chuté après 1995 s’expliquant probablement par le déclin de 

l’incidence du VIH, ce qui n’était pas le cas chez les plus de 60 ans pour lesquels l’incidence des PCNSL 

est restée quasi stable. Ainsi, grâce au succès des thérapies antirétrovirales, l’incidence des PCNSL a 

considérablement diminué chez les porteurs du VIH, mais elle tendrait actuellement à se stabiliser voire 

à s’accroître chez les immunocompétents, et notamment chez les plus de 60 ans.6,9,12,25,26 
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II. PHYSIOPATHOLOGIE 

A) Rappels sur la lymphopoïèse B 

1) Développement médullaire des lymphocytes B 

Le développement des lymphocytes B (LB) démarre dans la moelle osseuse (organe lymphoïde primaire 

des LB) à partir d’un progéniteur lymphoïde commun, lui-même issu d’une cellule souche 

hématopoïétique (CSH). Cette première étape ontogénique est caractérisée par l’édition progressive d’un 

récepteur cellulaire B (BCR) de surface, dont la structure s’apparente à celle d’une immunoglobuline 

(Ig) greffée à la membrane du lymphocyte, et dont le rôle réside dans la reconnaissance de divers 

antigènes. La constitution protéique du BCR comprend deux chaînes lourdes (codées par le locus IgH 

porté par le chromosome 14), chacune associée à une chaîne légère de type kappa ou lambda (codées 

par les locus IgK et IgL portés respectivement par les chromosomes 2 et 22). Elles sont toutes composées 

d’une partie constante et d’une partie variable, dont la séquence résulte d’une combinaison génétique 

des gènes variability, diversity et join (VH, DH et JH) pour la chaîne lourde (Heavy) et uniquement des 

gènes VK/VL et JK/JL pour les chaînes légères kappa et lambda. Le BCR est ancré à la membrane 

lymphocytaire via les deux chaînes lourdes, et grâce à deux corécepteurs dimériques transmembranaires, 

composés des sous-unités de type cluster de différenciation (CD) 79A et 79B (figures 1a et 1b).27–29 

 

Tandis que la partie constante influencera les fonctions effectrices du BCR ou de l’Ig, c’est la diversité 

structurelle de la partie variable qui va contribuer dans un premier temps à la reconnaissance de très 

nombreux épitopes antigéniques. Le BCR possède ainsi deux sites de reconnaissance, chacun étant 

composé de la partie variable d’une chaîne légère et de la partie variable d’une chaîne lourde. La 

recombinaison VDJ résulte donc d’un processus génétique par le biais duquel des séquences de taille 

variable sont successivement coupées et réassemblées par un système complexe comprenant différentes 

enzymes : les enzymes recombinases, notamment RAG1 et RAG2, responsables des coupures du double 

brin d’acide désoxyribonucléique (ADN) ; des exonucléases, avec un rôle d’élimination des nucléotides 

excédentaires ; des désoxynucléotidyl transférases, notamment la TdT (terminal deoxynucleotidyl 

transferase), responsables de l’ajout de nucléotides terminaux avant l’étape de jonction des séquences ; 

des ADN-ligases, enzymes de réparation de l’ADN et de réassemblage des séquences. La séquence VDJ 

finale codant la partie variable des chaînes d’Ig résulte ainsi de réarrangements purement aléatoires 

impliquant les gènes V, D et J, à l’origine du répertoire diversifié et polyclonal de LB (figure 1b). A 

partir de tests de reconnaissance des antigènes exogènes et du soi, l’intégralité des lymphocytes générés 

subira des étapes de sélection négative (élimination ou anergisme des cellules autoréactives) et de 

sélection positive (conservation des cellules tolérées avec un programme de reconnaissance BCR-médié 

satisfaisant, moyennant parfois une réédition du BCR pour limiter l’autoréactivité).27–29 
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A sa sortie de la moelle osseuse, le LB périphérique a donc achevé sa maturation cellulaire, mais bien 

qu’il puisse reconnaître un panel d’antigènes significatif à l’aide d’un prototype de BCR, il demeure naïf 

d’un point de vue immunitaire et pourra poursuivre sa maturation immunologique dans les organes 

lymphoïdes secondaires (ganglions lymphatiques, rate et MALT).27–29 

 

 

Figure 1. Modèle de BCR et mécanismes moléculaires à l’origine de la séquence codante de l’Ig.  

(1a) Le BCR correspond à une Ig ancrée à la membrane cellulaire du LB, dotée de 2 corécepteurs dimériques (sous-unités 

CD79A et CD79B). Les 2 chaînes lourdes (en bleu) sont reliées entre elles par une région charnière, et reliées chacune à une 

chaîne légère (en orange) par des ponts disulfures. Chaque chaîne possède une partie variable (domaines VH et VL) 

responsable de la liaison antigénique, et une partie constante, composé de plusieurs domaines (CH ou CL) selon l’isotype. 

(1b) La partie variable des chaînes lourdes est codée par un locus génétique résultant d’une combinaison aléatoire entre les 

gènes V, D et J. Cette séquence est associée à un gène C codant pour la partie constante. Tandis qu’un LB naïf exprime 

simultanément des IgM et des IgD (Cµ et Cδ), la commutation isotypique au cours de la maturation immunologique aboutit 

potentiellement à une Ig de classe différente par utilisation d’un autre gène C (ici, isotype G codé par Cγ). 

 

2) Maturation immunologique ganglionnaire des lymphocytes B 

Après un premier contact antigénique, les LB pourront poursuivre leur développement soit au sein de 

structures dédiées dénommées follicules lymphoïdes et se trouvant à l’intérieur des ganglions 

lymphatiques, soit de façon extra-folliculaire et devenir rapidement des plasmocytes de courte durée de 

vie (figure 2). Avec la collaboration des lymphocytes T (LT) helper CD4 et de cellules dendritiques 

folliculaires présentatrices d’antigènes, la majorité des LB sanguins vont amorcer leur maturation 

immunologique dans les follicules ganglionnaires en s’accumulant et en formant progressivement des 



 

7 
 

centres germinatifs (CG). Le CG peut se distinguer en deux zones principales : une zone sombre 

concentrée en cellules B centroblastiques à haute activité de prolifération, et une zone claire au sein de 

laquelle les centroblastes finiront par pénétrer pour se différencier en centrocytes. Par un phénomène de 

sélection antigénique et de maturation d’affinité, les centrocytes pourront soit retourner dans la zone 

sombre pour reprendre leur développement, soit entamer leur différenciation en LB mémoires ou en 

plasmocytes de longue durée de vie et quitter alors le CG. Cette maturation immunologique repose 

majoritairement sur deux processus génétiques.27–29  

 

 

Figure 2. Différenciation centro-germinative des LB.27 Les lymphocytes naïfs (n’ayant pas encore reconnu 

d’Ag) sont issus des organes lymphoïdes primaires (moelle osseuse exclusivement pour les LB, moelle osseuse puis thymus 

pour les LT). Ils peuvent alors patrouiller entre la circulation périphérique et les organes lymphoïdes secondaires. Les LB 

localisés dans le follicule B du parenchyme ganglionnaire sont capables de reconnaître un Ag sous forme libre (1). Pour 

bénéficier de l’aide d’un LT helper CD4, ce dernier devra au préalable avoir réagi avec le même Ag fourni par une cellule 

dendritique présentatrice d’Ag dans la zone T (2). Ce n’est qu’après l’activation du LB et du LT (différencié alors en pré-LT 

folliculaire helper) que ces deux acteurs pourront former une synapse immunologique dans le but d’enclencher la maturation 

immunologique du LB (3). Celui-ci peut alors poursuivre son développement de façon extra-folliculaire pour devenir 

rapidement un plasmocyte à courte durée de vie sécréteur d’IgM (3.1), ou à l’intérieur du follicule lymphoïde en formant un 

CG (3.2). Le LB se différencie alors en centroblaste et entame une première étape de prolifération clonale dans la zone sombre 

du CG, au cours de laquelle auront les lieu les réactions d’hypermutation somatique (HMS) dans le but d’optimiser l’affinité 

antigénique (4). Les centroblastes se dirigent vers la zone claire du CG et deviennent des centrocytes qui subiront un processus 

de sélection antigénique à partir des cellules dendritiques folliculaires afin de vérifier la fonctionnalité du BCR nouvellement 

édité (5). En cas de reconnaissance antigénique partielle, les centrocytes peuvent retourner dans la zone sombre pour retenter 

le processus d’HMS (plusieurs cycles sont parfois nécessaires) ou rentrer en apoptose si les étapes n’aboutissent pas à un 

BCR performant. Lorsqu’un BCR optimal a été conçu, le LB pourra amorcer le switch isotypique des Ig grâce à la coopération 

du LT folliculaire helper mature réquisitionné au début de la réaction CG (6). Le LB peut ainsi se différencier en lymphocyte 

mémoire dont le rôle sera de patrouiller en périphérie dans l’attente d’une rencontre ultérieure avec l’Ag (6.1), ou en 

plasmocyte à longue durée de vie sécréteur de l’Ig commutée qui se logera dans la moelle osseuse (6.2). 
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D’une part, l’hypermutation somatique (HMS) aura pour objectif de moduler finement l’affinité 

antigénique du BCR par des modification ponctuelles (et successives si besoin) d’une seule base d’ADN. 

L’activation de ce processus sera amorcée par l’enzyme AID (activated-induced cytidine desaminase), 

via la désamination d’une cytidine en base uracile. Cette dernière étant localisée de façon normale dans 

l’acide ribonucléique (ARN) mais anormale dans l’ADN, cette substitution va permettre d’introduire 

des mutations ponctuelles dans la partie variable des chaînes. Les complexes de réparation de l’ADN 

seront responsables de corriger et recouvrir l’intégrité de la séquence génétique. L’HMS peut également 

survenir au sein de gènes n’appartenant pas au locus IgH. De façon analogique au développement 

médullaire, les LB seront soumis à des phénomènes de sélections négative et positive.27–29 

 

D’autre part, la commutation isotypique assurera la diversité fonctionnelle des BCR et des futures Ig qui 

en résulteront et qui seront sécrétées par les plasmocytes. Les Ig appartiennent à différentes classes (M, 

D, G, A et E) déterminées respectivement par les gènes Cµ, Cδ, Cγ, Cα et Cε codant la partie constante 

des chaînes, et orientées dans le temps par les profils cytokiniques et moléculaires propres à chaque 

réaction immunitaire. Alors que les LB naïfs n’expriment à leur surface que des IgM et des IgD, la 

commutation de classe (ou switch isotypique) contribuera à affiner les fonctions effectrices des Ig en 

modifiant leur classe (figure 1b). A l’instar de la recombinaison VDJ, c’est la recombinaison de locus 

génétiques bien précis qui définira la classe de l’Ig, également sous la dépendance de l’enzyme AID. 

Tandis que les plasmocytes de développement extra-folliculaire de courte durée de vie ne sécrètent que 

des IgM, les plasmocytes issus des CG sont capables de sécréter l’ensemble des isotypes d’Ig. Par 

ailleurs, ces deux phénomènes ne sont pas uniques dans le temps et peuvent potentiellement se reproduire 

sur les mêmes cellules lors d’un stimulus immunitaire ultérieur.27–29 

 

B) Lymphomagenèse fondamentale 

1) Origine cellulaire des PCNSL 

Il a été démontré que les DLBCL nodulaires et systémiques comprenaient finalement différents sous-

types cellulaires ou génétiques. Sur la base de leur phénotype analysé par immunohistochimie, les 

DLBCL ont pu être catégorisés soit de phénotype centro-germinatif (DLBCL-CG), soit de phénotype 

cellulaire B activé (DLBCL-ABC), de répartitions variables selon les critères de classification propres à 

chaque étude.30–32 Tandis que les cellules de type CG restent encore pleinement en cours de maturation 

immunologique, les cellules de type ABC ou non-CG correspondent à des lymphocytes de stade 

maturatif plus tardif, désignant des cellules dites « activées » : il peut s’agir de cellules CG tardives et 

prêtes à quitter le centre germinatif, de cellules plasmablastiques (futurs plasmocytes), ou encore de 

cellules post-CG ayant achevé leur processus de maturation immunologique (cellules mémoires). Tandis 

que les DLBCL-CG sont caractérisés par des réactions d’HMS massives encore actives ainsi qu’une 

commutation isotypique achevée, les DLBCL-ABC présentent des stigmates d’HMS certes massive 
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mais aboutie, une immunoglobuline hautement mutée, et une absence complète de switch isotypique, à 

l’origine d’une expression exclusive d’IgM et d’IgD. Bien que ces cellules lymphomateuses soient 

matures sur les plans cellulaire et immunologique, les DLBCL-ABC se caractérisent néanmoins par un 

blocage de différenciation marqué. L’activation de la voie de signalisation impliquant le nuclear factor-

kappa B (NF-κB) semble également témoigner du caractère activé des DLBCL-ABC.1,28,33 

En plus de l’intérêt purement biologique, une telle distinction possède également une dimension 

pronostique, puisqu’il a été prouvé que les DLBCL-ABC présentaient une survie significativement plus 

courte que les DLBCL-CG.13,31,32 

 

L’étude du profil génétique des tumeurs à l’aide de puces à ADN (microarrays) constitue une deuxième 

méthode de classification des DLBCL.7,32,34,35 Alors qu’elle permet de bien distinguer les DLBCL-CG 

des DLBCL-ABC à partir d’un panel de gènes exprimés dans l’un ou l’autre de ces deux sous-types, elle 

offre l’extraction d’un troisième sous-type qualifié d’inclassable en raison d’un profil moléculaire trop 

hétérogène et différent par rapport aux deux profils précédents. Une tendance identique à celle obtenue 

par immunohistochimie était observée en termes de pronostic, avec un troisième groupe de pronostic 

équivalent à celui des DLBCL-ABC.32,34,35 Ce troisième groupe de DLBCL représenterait entre 11 et 

18% des DLBCL, ramenant ainsi les DLBCL-CG à 50-56% des cas, et les DLBCL-ABC à 29-32% des 

cas selon les études et selon les gènes analysés.7,32  

Hormis les discordances entre les deux méthodes quant à la distinction des DLBCL-CG et DLBCL-

ABC, l’existence d’un troisième sous-type génétique apporte un biais dans la classification binaire 

phénotypique, puisque les DLBCL y appartenant sont obligatoirement reclassés dans un deux sous-types 

immunohistochimiques.7,32 Hans et al. ont été les premiers à évaluer la corrélation de ces deux méthodes 

de classification. Bien que des discordances restent inévitables, celles-ci n’ont cependant pas impacté le 

pronostic qui avait été attribué aux cas concernés, validant ainsi l’utilisation de l’immunohistochimie et 

des deux sous-types principaux en routine.32 D’autres travaux ont également montré que les deux 

méthodes de classification étaient relativement bien corrélées sur le plan diagnostique.7 

 

Concernant les PCNSL, une discrimination histologique semble plus complexe à établir. Bien que la 

classification immunohistochimique soit appliquée aux DLBCL du SNC et révèle une très grande 

majorité de DLBCL-ABC (78 à 96% des cas selon les études),6,8–12 il se pourrait que cet algorithme soit 

utilisé à tort dans le cadre des PCNSL. L’analyse du profil génétique de 21 PCNSL a permis d’avancer 

certains éléments de réponse quant à l’origine de ces cellules tumorales.36  

D’une part, les DLBCL du SNC présentent bel et bien des similitudes avec les DLBCL nodulaires ou 

systémiques. D’autre part, les PCNSL semblent être parfaitement répartis entre les trois profils 

génétiques évoqués plus haut à partir de la classification moléculaire des DLBCL. Ceci pourrait présager 

d’une entité unique au sein des PCNSL (dont le profil génétique s’étendrait sur l’ensemble du spectre 
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génomique des DLBCL systémiques), plutôt que de sous-types bien distincts. Ces résultats contrastent 

avec ceux obtenus en immunohistochimie qui sont majoritairement en faveur de PCNSL de type ABC. 

Cependant, la comparaison avec les profils moléculaires des différentes populations de LB folliculaires 

sains a révélé que les cellules de PCNSL étaient plus proches du génotype des cellules mémoires (bien 

que la maturation au stade de cellules post-CG ne soit pas aboutie) et donc de type ABC, que des cellules 

de type CG. Ceci pourrait potentiellement expliquer que la majorité des sous-types de PCNSL rencontrés 

selon la classification anatomopathologique soit de type DLBCL-ABC.11 Pourtant, certains éléments des 

PCNSL orientent également vers une origine centro-germinative, telle que l’HMS encore active ou 

encore l’expression du B-cell lymphoma-6 (BCL-6), marqueur avéré de CG. 

 

Ainsi, sur le plan ontogénique, les PCNSL correspondraient à un stade cellulaire recouvrant 

principalement les cellules B centro-germinatives tardives et les cellules B post-CG précoces (précisions 

phénotypiques détaillées dans la partie du diagnostic anatomopathologique). Ils possèderaient de ce fait 

une origine centro-germinative plus ou moins ancienne, et partageraient des caractéristiques communes 

avec les DLBCL-CG (HMS actives en cours, expression de BCL-6) et les DLBCL-ABC (absence de 

commutation isotypique, blocage de différenciation, expression de marqueurs cellulaires d’activation, 

activation de la voie de signalisation NF-κB).11,22,33 

 

Plus récemment, le mode de classification des DLBCL basé sur le sous-type cellulaire d’origine (CG ou 

ABC) a été remis en question par diverses études indépendantes ayant élaboré une classification 

moléculaire innovante en associant la recherche de mutations somatiques récurrentes, d’anomalies de 

nombre de copies de gènes d’intérêt, et de réarrangements chromosomiques. Il semblerait que les 

DLBCL puissent donc être distingués selon 5 à 7 groupes moléculaires, aux profils génétiques et 

pronostiques différents.37–39 Ceci pourrait traduire les variabilités pronostique et d’efficacité 

thérapeutique observées avec la classification binaire historique CG/ABC, d’autant plus que certains 

groupes semblent être plutôt représentés par un sous-type cellulaire que par l’autre. Bien que les auteurs 

s’accordent globalement sur l’existence de ces entités moléculaires et l’équivalence de certains groupes 

entre les études indépendantes, d’autres données restent insuffisamment robustes pour justifier 

l’abandon de la classification historique au profit de la classification moléculaire.40 Un des groupes 

moléculaires semble néanmoins être fortement voire exclusivement impliqué dans le développement de 

DLBCL extra-nodaux, dont ceux affectant le SNC et les testicules.37–39 

 

2) Mécanismes de l’atteinte exclusive du SNC 

L’atteinte exclusive du SNC (qui définit les PCNSL) fait actuellement l’objet de multiples controverses 

concernant les mécanismes physiopathologiques impliqués. Tout d’abord, le SNC représente un 

territoire anatomique immunologiquement privilégié, puisque l’accès aux différents acteurs du système 
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immunitaire (cellules présentatrices d’antigène, LT et LB entre autres) y est relativement restreint par la 

protection naturelle que forme la barrière hémato-encéphalique (BHE). Il s’agit donc d’un 

environnement de choix pour les cellules tumorales, qui pourront ainsi survivre de façon localisée en 

échappant au système immunitaire.19 Le SNC peut donc être qualifié de sanctuaire immunologique, au 

même titre que les testicules et les territoires oculaires, qui de ce fait demeurent étroitement liés entre 

eux. L’extension de DLBCL testiculaires ou oculaires primitifs au SNC est d’ailleurs déjà rapportée 

dans des cas de rechutes.1 

 

En sachant que les profils génétiques des cellules lymphomateuses traduisent de manière formelle un 

processus de sélection antigénique qui serait à l’origine des aberrations moléculaires et de leur caractère 

malin, plusieurs hypothèses ont été avancées pour tenter d’expliquer le développement des PCNSL.19 

La question principale est de savoir si les LB acquièrent leur caractère malin avant ou après pénétration 

dans le SNC, ou bien en deux temps.19,41  

Une première hypothèse est que les clones malins pourraient être issus d’une maturation lymphocytaire 

B anormale ayant lieu exclusivement à l’intérieur des organes lymphoïdes (moelle osseuse, ganglions 

lymphatiques périphériques), avec pour conséquence une expansion systémique des cellules 

lymphomateuses. Les processus de défense anti-tumorale périphériques permettraient naturellement 

d’éliminer le contingent mineur de clones malins, à l’exception de ceux qui se seraient logé aléatoirement 

dans un sanctuaire immunologique tel que le SNC, et qui continueraient d’y proliférer, à l’abri du 

système immunitaire.  

Une seconde hypothèse consisterait à dire que l’expansion des cellules malignes au SNC pourrait 

survenir, non pas par le fruit du hasard, mais à partir de l’acquisition d’un tropisme élevé pour le SNC 

lors d’une maturation anormale dans les ganglions. Les clones seraient donc naturellement destinés à 

rejoindre le SNC pour continuer de s’y développer. 

Une dernière hypothèse avance le fait que les clones de PCNSL pourraient résulter d’évènements 

oncogéniques se produisant exclusivement au niveau du SNC, à la suite d’un passage massif de LB sains 

à travers une BHE altérée, lors d’épisodes infectieux ou inflammatoires cérébro-méningés par exemple. 

Un contingent de ces cellules B pourrait persister dans le SNC après résolution de l’épisode aigu, et 

acquérir progressivement des aberrations génétiques ne pouvant être résolues efficacement par les 

défenses anti-tumorales physiologiques en raison de la localisation immunologiquement privilégiée. 

 

L’idée que des remaniements moléculaires aient pu survenir suite à une stimulation antigénique au sein 

même du SNC semble peu probable au premier abord, étant donné l’accès restreint aux cellules 

immunitaires, et l’absence de ganglions lymphatiques et donc de centres germinatifs dans ce 

territoire.19,33,42 Il a cependant été démontré que le BCR de certaines cellules lymphomateuses de PCNSL 

étaient capables de reconnaître des antigènes exprimés physiologiquement dans le SNC. Ceci pourrait 
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justifier non seulement leur confinement dans ce territoire précis, mais également l’existence d’une 

stimulation antigénique continue locale responsable de la prolifération et de la survie des cellules 

malignes, potentiellement à l’origine d’aberrations moléculaires, et ce malgré le statut 

immunologiquement privilégié du SNC.41 Avec l’évidence de phénomènes actifs d’HMS encore en 

cours au sein des clones de PCNSL (preuve de l’incapacité de ces lymphocytes à achever leur processus 

centro-germinatif), la question d’un microenvironnement immunitaire local se pose alors.33 A défaut de 

follicules lymphoïdes véritables et de structures spécialement dédiées telles que les ganglions, les 

différentes cellules du tissu cérébral (astrocytes, oligodendrocytes, neurones, cellules épendymaires, 

cellules endothéliales, macrophages etc…) pourraient jouer un rôle crucial dans les processus 

immunitaires cérébraux. Avec l’aide de LT helpers, ce microenvironnement contribuerait ainsi à une 

lymphomagenèse d’origine extra-nodale au sein de ce qui pourrait être potentiellement qualifié de centre 

germinatif ectopique.33,41,43 

 

Un confinement sélectif et simultané de clones malins au niveau du SNC, développés exclusivement au 

sein des organes lymphoïdes périphériques, et résultant d’un phénomène purement aléatoire semble peu 

probable. En revanche, la participation mutuelle au développement oncogène de ces lymphocytes des 

ganglions périphériques dans un premier temps, et du SNC dans un second temps n’est pas exclue (figure 

3). Cette théorie expose alors la notion de clones pré-lymphomateux qui transiteraient temporairement 

par la circulation générale, mais qui ne donneraient pas lieu pour autant à un lymphome systémique. Le 

tropisme cérébral des clones pourrait être acquis en périphérie, soit par reconnaissance directe des 

antigènes du SNC, ou bien par mimétisme épitopique avec d’autres antigènes extra-SNC. Les clones 

poursuivraient ensuite leur développement malin dans le SNC à l’abri du système immunitaire, et malgré 

tout au sein d’un microenvironnement de soutien et de stimulation antigénique via un BCR polyréactif 

et hautement muté. Un processus d’HMS ectopique, accru et aberrant, ainsi que l’accumulation 

d’aberration moléculaires en seraient les conséquences, aboutissant aux cellules lymphomateuses 

terminales.33,41,43 

 

C) Pathogénie moléculaire et immunopathologie 

1) Préambule sur la lymphomagenèse moléculaire 

La recombinaison VDJ, l’HMS et la commutation isotypique désignent les trois processus génétiques 

cruciaux dans le développement immunologique des LB. Ils impliquent de multiples cassures d’ADN 

rapidement réparées par des systèmes enzymatiques adaptés. De toute évidence, il s’agit là d’évènements 

pourvoyeurs de mutations génétiques, qui ne sont potentiellement pas toutes correctement prises en 

charge par les systèmes physiologiques de réparation de l’ADN. Les dommages de l’ADN consécutifs 

pourraient alors représenter de véritables évènements oncogéniques initiateurs d’un développement 

lymphomateux.  En  plus  des  mutations  ponctuelles  induites, les  remaniements  structuraux  pourraient  
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Figure 3. Développement lymphomateux hypothétique des PCNSL. La spécificité du BCR pour les Ag du 

SNC serait acquise lors du développement physiologique des LB dans les organes lymphoïdes, soit à partir d’aberrations 

moléculaires, soit à partir d’une sélection positive de LB reconnaissant un Ag du soi. L’acquisition de cette caractéristique 

peut avoir lieu directement dans la moelle osseuse au moment de l’ontogénie B, ou bien dans les ganglions lors de la 

maturation de LB naïfs. Cette propriété confère à ce clone dit « pré-lymphomateux » non seulement un tropisme pour le SNC, 

mais également un potentiel important de stimulation antigénique à l’intérieur-même de ce sanctuaire immun. Après avoir 

traversé la BHE, le LB pourra reconnaitre l’Ag spécifique et s’engager dans une voie de maturation immunologique par 

formation de centres germinatifs extra-nodulaires, en coopération éventuelle avec un microenvironnement cérébral 

(macrophages, astrocytes, oligodendrocytes, neurones). La stimulation antigénique abondante, les réactions massives d’HMS 

et les remaniements moléculaires engendrés aboutiront potentiellement à des aberrations génomiques, à l’origine de la 

transformation des LB en véritables clones lymphomateux.  

 

 

favoriser l’apparition de translocations aberrantes, fréquemment rencontrées dans les lymphomes. A titre 

d’exemple, le promoteur du locus IgH (chaîne lourde codée par le chromosome 14) est très souvent 

impliqué et exerce une activation constitutive et anormale du deuxième gène transloqué. Il peut s’agir 

de la translocation t(11;14) typique des lymphomes du manteau (expression accrue de la cycline D1 

codée par le chromosome 11), de la t(14;18) des lymphomes folliculaires (expression accrue de l’anti-

apoptotique BCL-2 codé par le chromosome 18) ou encore de la t(8;14) des lymphomes de Burkitt 
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(expression accrue du proto-oncogène c-MYC codé par le chromosome 8). Les enzymes RAG et AID 

semblent être en grande partie responsables de ces aberrations moléculaires, puisqu’il a été prouvé que 

les mutations engendrées par l’enzyme AID étaient souvent localisées au niveau des points de cassure 

des translocations aberrantes.28,29,44 

 

Cependant, l’origine de ces anomalies génétiques reste encore méconnue pour la plupart. De plus, 

certaines d’entre elles ne seraient pas nécessairement consécutives aux trois processus majeurs cités ci-

dessus, notamment en ce qui concerne la question de l’HMS, bien que celle-ci ne soit pas restreinte au 

locus IgH. Les spéculations concernant la récurrence notable de certaines mutations restent débattues, 

puisque les mécanismes moléculaires impliqués mériteraient des études additionnelles afin de mieux 

élucider leurs rôles et leurs étiologies.1,42,45 

 

2) Activation constitutive de la voie de signalisation de NF-κB 

La voie de signalisation du NF-κB est couramment incriminée dans les hémopathies malignes. Bien que 

de nombreuses autres voies puissent être impliquées dans les processus lymphomateux, et souvent de 

façon conjointe, la voie du NF-κB est fréquemment mise en cause dans les DLBCL-ABC, et par analogie 

dans les PCNSL. Il s’agit en effet d’un facteur de transcription nucléaire essentiel dans la stimulation 

des cellules immunitaires et dans le déclenchement des réactions immunitaires et inflammatoires, dont 

l’expression est principalement modulée par la voie du BCR et la voie des récepteurs toll-like (TLR), 

schématisées sur la figure 4. Une hyperactivation chronique et constitutive de la voie NF-κB  joue un 

rôle prépondérant dans le développement et la survie des cellules malignes.8,13,28,33,41,42,46 

 

a) Physiologie de la voie NF-κB 

Lors d’un contact entre un antigène et le site de reconnaissance du BCR membranaire lymphocytaire, la 

signalisation cellulaire est initiée grâce aux CD79A et CD79B (corécepteurs du BCR), via la 

phosphorylation de résidus tyrosine localisés dans leur domaine intra-cytoplasmique nommé ITAM 

(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Ce mécanisme est opéré grâce au recrutement d’une 

kinase de la famille SRC (SFK), de la kinase SYK (spleen associated tyrosine kinase) et de la kinase 

LYN. Il en découle une cascade de signalisation impliquant différents acteurs (notamment des kinases, 

dont la tyrosine kinase de Bruton, BTK), des réactions de phosphorylation et d’ubiquitinylation 

successives, et aboutissant à l’activation d’un complexe multiprotéique édifié à partir de la protéine de 

soutien CARD11. Ce complexe entraîne l’activation du complexe kinasique IKK (IκBα kinase), qui 

conduira à la phosphorylation, l’ubiquitinylation et la dégradation de la protéine IκBα (inhibiteur de NF-

κB) par le protéasome, permettant ainsi la translocation nucléaire de NF-κB jusqu’alors séquestré au 

niveau cytoplasmique. Ce dernier sera alors en mesure d’exercer son activité de facteur transcriptionnel 

sur les multiples gènes cibles.  
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Figure 4. Physiologie de la voie de signalisation NF-κB. 

 

Des mécanismes homéostasiques de rétrocontrôle contribuent à réguler l’activation de la voie de 

signalisation de NF-κB. La protéine TNFAIP3 (ou A20), dont la transcription est induite par NF-κB lui-

même provoque la restauration de IκBα et le blocage de la translocation nucléaire de NF-κB. Aussi, la 

phosphorylation des motifs ITAM des molécules CD79 entraine le recrutement de la kinase LYN, dont 

l’action aboutira progressivement à la déphosphorylation des motifs ITAM et à l’inactivation du BCR 

par l’intermédiaire de phosphatases.28,42,46 

 

Une seconde voie peut être responsable de l’activation de NF-κB. Les TLR constituent une famille de 

de récepteurs fondamentaux de l’immunité innée portés par les leucocytes, et chargés de reconnaître des 

motifs moléculaires associés aux différents agents infectieux, en coopération avec le BCR. Tandis que 

les TLR membranaires reconnaissent les composés lipo-peptido-saccharidiques, les TLR endosomaux 

correspondent à des senseurs de matériel génétique (ADN, ARN). Leur activation s’opère grâce à leur 
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domaine intra-cytoplasmique toll-interleukin 1 receptor (TIR), dénommé ainsi en raison de la 

ressemblance entre les domaines intra-cytoplasmiques des TLR et des récepteurs à l’interleukine-1 (IL-

1). Celui-ci est alors chargé de recruter des protéines adaptatrices afin d’enclencher la cascade de 

signalisation, telles que MYD88 (myeloid differentiation primary response protein 88).46–48 

Cet adaptateur a été initialement découvert en 1990 comme étant surexprimé exclusivement dans les 

précurseurs myéloïdes lors des étapes de différenciation terminale médiées par l’IL-6, d’où son 

appellation.49 Ce n’est que quelques années plus tard que les techniques d’analyse génomique ont permis 

de prouver que MYD88 était également  exprimé dans d’autres tissus anatomiques, dont les cellules 

lymphoïdes.50 MYD88 est mobilisé par la plupart des TLR et est composé de trois domaines principaux : 

un domaine N-terminal appelé domaine de mort ou death domain (DD), un domaine intermédiaire, et 

un domaine TIR C-terminal qui interagira avec le domaine TIR du TLR. Le domaine DD permettra le 

recrutement successif de kinases associées au récepteur de l’IL-1 (IRAK), formant un complexe 

dénommé « myddosome ». Son rôle final, via la phosphorylation d’autres intermédiaires, sera de 

conduire à la dégradation de la protéine IκBα, et ainsi à l’activation de NF-κB.46–48 Il a également été 

suggéré que MYD88 pouvait agir par l’intermédiaire de la BTK. Ceci pourrait présager d’une 

coopération synergique entre la voie des TLR et celle du BCR dans l’activation de la voie NF-κB.51–53 

De plus, la formation même d’un supercomplexe composé du BCR, du TLR et de MYD88 ne semble 

pas exclue dans la coordination de la voie NF-κB, notamment dans des contextes lymphomateux tels 

que les DLBCL-ABC ou les PCNSL.53,54 

 

Le NF-κB contribue à la transcription de gènes codant des molécules essentielles au développement et 

à l’interaction des leucocytes afin d’initier les réactions immunitaires. Parmi elles se trouvent des 

membres de la famille des cytokines, les interleukines 10 et 6 (IL-10 et IL-6), partenaires indispensables 

pour établir une coordination entre les cellules immunitaires, sécrétées par les LB mais également par 

les LT helper et les monocytes/macrophages. Tandis que l’IL-6 exerce plutôt une action pro-

inflammatoire, l’IL-10 qualifiée de cytokine anti-inflammatoire a pour rôle de réguler le système 

immunitaire et d’inhiber les fonctions immunologiques des différents acteurs. De plus, leur action 

autocrine sur les LB induit l’expression de signaux de survie via la voie de signalisation 

JAK/STAT.8,28,46,55,56 

 

b) Anomalies génétiques et répercussions immunopathologiques 

Au total, plusieurs intermédiaires peuvent potentiellement être touchés par des mutations ponctuelles et 

déréguler la voie de signalisation du NF-κB, sans pour autant que l’HMS en soit la cause. Une revue de 

la littérature par l’équipe de Hiemcke-Jiwa et al. a permis d’évaluer la proportion de PCNSL concernés 

par chacune des mutations possibles.8 CD79B et MYD88 sont globalement les gènes le plus souvent 

mutés dans les cohortes de PCNSL, avec des prévalences respectives de 20 à 83%, et de 28 à 94%. Ces 
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mutations sont rencontrées dans des proportions moindres chez les DLBCL nodulaires et systémiques, 

les DLBCL-ABC arborant plus souvent ces anomalies que les DLBCL-CG. Cette dernière constatation 

peut potentiellement s’expliquer par le fait que la voie NF-κB est physiologiquement impliquée dans le 

programme de différenciation des cellules B en cellules activées et en plasmocytes, d’où l’expression de 

marqueurs d’activation tels que MUM1/IRF4. Par ailleurs, ces deux mutations sont fréquemment 

associées dans les PCNSL, laissant présager une interaction étroite entre les voies du BCR et des TLR 

dans la lymphomagenèse.8,12,13,42,46 

 

Une mutation hotspot est identifiée à la position Y196 pour CD79B, présente dans près de 95% des 

mutations de ce gène,42 plus précisément au niveau du motif ITAM. Le résidu tyrosine peut être substitué 

de façon non préférentielle par plusieurs autres acides aminés,42 et les conséquences biologiques sont 

encore discutées. Cette mutation pourrait d’une part limiter l’internalisation du BCR, augmentant ainsi 

son expression en surface du lymphocyte, et favorisant sa stimulation. D’autre part, elle pourrait réduire 

le recrutement de la kinase LYN et donc le rétrocontrôle négatif de la voie NF-κB. Les deux mécanismes 

aboutissent à une hyperactivation constitutive de la voie NF-κB.28,46 

 

Concernant MYD88, une mutation hotspot est également identifiée en position 265, représentant près de 

93% des mutations rencontrées dans ce gène.42 De type faux-sens, elle induit le remplacement d’une 

leucine préférentiellement par une proline (L265P), consécutivement à la substitution d’une thymine par 

une cytosine en position 794 de l’ADN codant (c.794T>C).42 Cette anomalie se localise dans le domaine 

TIR de la protéine et est à l’origine d’un recrutement excessif de MYD88 par les TLR. Elle lui confère 

ainsi un gain de fonction via la surexploitation des kinases IRAK et du myddosome, aboutissant à 

l’exacerbation de la dégradation de IκBα, et donc de l’activation de la voie NF-κB.8,46–48 Cette anomalie 

pourrait également être à l’origine d’une interaction directe et d’une suractivation de la BTK.51–54 Le 

caractère souvent isolé de cette mutation pourrait signifier qu’il s’agit d’une mutation driver initiatrice 

de processus malins, et ne résultant pas d’une HMS aberrante.13,42 Nakamura et al. ont également observé 

que parmi les PCNSL co-mutés en MYD88 et CD79B (approximativement 50% des cas), la fréquence 

allélique de la mutation de MYD88 était nettement plus élevée que celle de CD79B. La mutation de 

MYD88 pourrait donc apparaître plus précocement que celle concernant CD79B.42 Il a également été 

montré que les mutations ponctuelles survenant au sein de ces deux gènes pourraient correspondre à des 

mutations driver ou évènements clonaux survenant précocement lors de la lymphomagenèse des 

DLBCL, contrairement à d’autres gènes dont les altérations seraient plutôt qualifiées de sous-clonales 

car survenant plus tard au cours de l’évolution du lymphome.37 

 

Les nouvelles méthodes de classification moléculaire de DLBCL ont mis en évidence un sous-type 

commun dénommé « cluster 5 »,37 « MCD » (MYD88-CD79B),39 ou encore « MYD88» selon les 
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études,38 équivalent et très reproductible en termes de caractéristiques moléculaires et pronostiques. De 

manière intéressante, ce profil génétique présente la co-mutation pour les gènes MYD88 et CD79B, 

apparait plutôt associé au sous-type ABC et serait fortement impliqué dans le développement de DLBCL 

extra-nodaux, dont ceux affectant le SNC et les testicules. De la même façon que pour les DLBCL, une 

classification moléculaire des PCNSL a été envisagée récemment.57 L’analyse multi-omique a révélé 

quatre entités distinctes de PCNSL de caractéristiques cliniques et pronostiques différentes, dont les 

données génétiques ont également été intégrées aux algorithmes de classification des DLBCL 

précédemment évoqués. Contrairement à ce que pouvaient présager les études initiales, une atteinte du 

SNC pourrait ne pas être exclusive aux DLBCL du groupe C5/MCD/MYD88, puisque le profil génétique 

des PCNSL semble chevaucher plusieurs groupes moléculaires définis pour les DLBCL. De plus, la 

classification des PCNSL selon quatre clusters prouve que des caractéristiques génétiques sont 

spécifiques et non partagées par l’ensemble des PCNSL. Des études supplémentaires restent donc 

indispensables pour une meilleure compréhension des données moléculaires concernant les DLBCL et 

les PCNSL, et pour une éventuelle utilisation future de ces classifications innovantes. 

 

Une mutation du gène CARD11 est retrouvée dans 6 à 30% des PCNSL selon les études, à des 

localisations variables dont certaines plus fréquentes que d’autres. Elle semble aussi plus représentée 

que dans les DLBCL systémiques, et confère un gain de fonction à la protéine traduite. A l’instar de la 

mutation de MYD88, elle conduit à une phosphorylation accrue de IκBα et à l’activation constitutive de 

NF-κB.8,28,46 Le gène TNFAIP3 est vraisemblablement muté dans 3 à 56% des PCNSL.8 Bien que la 

perte de fonction attribuée par la mutation puisse être à l’origine d’un rétrocontrôle avorté et de 

l’hyperactivation de la voie NF-κB au sein des DLBCL systémiques, sa pertinence dans les PCNSL reste 

controversée.42,46 D’autres molécules participant à la signalisation NF-κB peuvent arborer des mutations 

génétiques de façon plus relative, telles que TBL1XR1 (régulateur transcriptionnel de la voie NF-κB), 

MALT1 (constituant du complexe recruté par CARD11) ou encore BLNK (protéine adaptatrice de la 

BTK).1,8,28,42,46 

 

Outre l’implication évidente des anomalies moléculaires dans le développement des PCNSL, la synthèse 

accrue et locale d’IL-10 dans l’humeur vitrée ou le liquide céphalo-rachidien (LCR) a été démontrée à 

plusieurs reprises dans les cas des PCNSL et notamment des lymphomes oculo-cérébraux (LOC) ou des 

lymphomes oculaires primitifs isolés. Cette observation pourrait être associée à l’activation chronique 

de la voie NF-κB, et indirectement aux différentes mutations qui en sont responsables, avec pour 

conséquence la génération de quantités anormalement élevées d’IL-10. La prédominance de cette 

cytokine anti-inflammatoire serait également liée au à une sécrétion anormale de la part des LB et LT 

physiologiques, dérégulés par les cellules lymphomateuses. De plus, l’IL-10 jouerait un rôle 

prépondérant dans la lymphomagenèse par le détournement de ses effets physiologiques au profit des 
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clones malins. En effet, l’exacerbation des signaux de survie via la voie JAK/STAT, l’augmentation 

d’expression de l’inhibiteur apoptotique BCL-2, ainsi que l’inhibition des fonctions effectrices des 

cellules immunitaires favorisent conjointement la prolifération anormale, la résistance à l’apoptose et 

l’échappement au système immunitaire des LB concernés, les transformant alors en véritables cellules 

lymphomateuses.8,28,46,55,56 

 

En conclusion, l’hyperactivation de la voie de signalisation NF-κB semble être un élément 

physiopathologique majeur dans les processus lymphomateux, et particulièrement dans le cadre des 

PCNSL. Plusieurs hypothèses relatives à cette divergence entre DLBCL systémiques et PCNSL ont été 

avancées. Pour rappel, le SNC étant un véritable sanctuaire immunologique, l’environnement des clones 

malins reste au départ peu propice à la stimulation antigénique pourtant indispensable au développement 

des cellules lymphomateuses. La théorie suivante rejoint celle relative à la reconnaissance d’antigènes 

du SNC par les BCR des clones.41 Les mutations de certains gènes impliqués dans la voie NF-κB 

pourraient être consécutives à une pression de sélection, dont l’objectif serait de compenser le déficit de 

stimulus antigéniques locaux par une activation aberrante mais constitutive de cette voie de signalisation. 

De cette façon, les cellules malignes seraient en mesure de poursuivre leur développement tout en 

échappant au système immunitaire. Ceci pourrait expliquer que les DLBCL systémiques, par nature plus 

exposés aux signaux moléculaires, cytokiniques et antigéniques que les PCNSL, ne soient pas autant 

concernés par les anomalies génétiques de la voie NF-κB.42 

 

3) Altérations génétiques additionnelles 

Des mutations ponctuelles affectant les gènes d’autres voies de signalisation peuvent également survenir, 

dont les conséquences variées mais complémentaires contribuent à la survie des cellules 

lymphomateuses : perte d’activité de gènes suppresseurs de tumeurs (CDKN2A ou PRDM1), 

dérégulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire (PIM1, ETV6, TOX), activation de 

proto-oncogènes majeurs (c-MYC), ou encore surexpression d’inhibiteurs apoptotiques (BCL-2).1,8 

 

Un processus aberrant d’HMS est fréquemment opéré sur les locus IgH (chromosome 14) et BCL-6 

(chromosome 3), aboutissant à diverses translocations chromosomiques avec des gènes encore non 

identifiés. Bien que les proto-oncogènes incriminés soient souvent similaires entre les DLBCL du SNC 

et les DLBCL extra-cérébraux, les translocations restent différentes. Celles impliquant IgH (t(11;14), 

t(8;14)), c-MYC (t(8;22), t(2;8)) ou BCL-2 (t(14;18)) ne sont pas observées dans les PCNSL et 

témoignent donc d’autres points de cassure.1,58 L’hyperexpression du gène BCL-2 pourrait d’ailleurs être 

associée à un gain de la région 18q21, plutôt que d’une translocation t(14;18).59 

 



 

20 
 

Outre l’introduction de mutations ponctuelles, d’autres mécanismes peuvent être responsables de la 

dérégulation du programme cellulaires des LB sains, tels que les altérations épigénétiques (notamment 

la méthylation de l’ADN conduisant à des anomalies transcriptionnelles), ou encore le gain ou la perte 

de matériel génétique (insertions ou délétions de régions chromosomiques).1,29  

L’implication préférentielle du gène VH4-34 dans les réarrangements VDJ clonaux a été notifiée pour 

les PCNSL. Il est d’autant plus intéressant de savoir que celui-ci demeure rarement mis à contribution 

lors des phénomènes de recombinaison au sein des LB normaux. Il semblerait que ce gène confère des 

propriétés auto-réactives aux LB, conduisant ainsi à une sensibilité accrue du BCR aux stimulus 

antigéniques, sans qu’un superantigène ne soit clairement identifié. Un tel mécanisme, au même titre 

que l’hyperactivation de la voie NF-κB, contribuerait à la stimulation continue et donc au développement 

des cellules lymphomateuses, malgré le caractère immunoprivilégié du SNC.33,43,60,61 

L’absence de commutation de classe des Ig des PCNSL est démontrée par la présence exclusive d’IgM 

et d’IgD à la surface des clones par études phénotypique et génotypique. Elle pourrait hypothétiquement 

s’expliquer par la délétion des gènes C codant pour les autres isotypes d’Ig, ou par la délétion de régions 

chromosomiques au sein du locus Sµ, indispensable aux réarrangements moléculaires à l’origine du 

switch isotypique. Le microenvironnement immun cellulaire et cytokinique pourrait également être 

impactant sur le déclenchement du processus de commutation de classe. Une autre théorie consiste à 

dire que l’expression unique d’IgM et d’IgD pourrait résulter d’un programme de différenciation de 

cellules B simplement destinées à devenir des lymphocytes mémoires de type IgM/IgD, plus rapidement 

opérationnels face à un stimulus antigénique.62 

 

Des pertes d’expression des complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH, ou human leucocyte 

antigen, HLA) de classe I et II ont été relevées sur les DLBCL testiculaires et cérébraux par 

immunohistochimie,63 corroborées par la preuve d’une perte de matériel génétique au niveau des locus 

codant notamment pour les HLA de type II.59 Ces structures membranaires, présentes sur la majeure 

partie des cellules immunitaires dont les LB, possèdent un rôle fondamental dans la présentation de 

fragments antigéniques et dans la coopération intercellulaire en vue du déclenchement des réactions 

immunitaires. Les HLA de type I interagissent avec les LT CD8 cytotoxiques, et les HLA de type II avec 

les LT CD4 helper, qui contribueront entre autres à stimuler la réponse lymphocytaire T CD8. Ainsi, la 

perte d’expression de tels systèmes par les cellules malignes leur offre la capacité de ne pas être 

reconnues et détruites par les LT CD8, et ainsi d’échapper au système immunitaire.13,41 Il semblerait que 

ce défaut d’expression soit caractéristique des DLBCL cérébraux et testiculaires. La présence de LT 

CD8 relativement plus importante au sein de ces deux organes pourrait justifier ce phénomène évolutif 

de la part des cellules malignes.63 
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D) Mécanismes impliqués chez l’immunodéficient 

Comme évoqué précédemment, la quasi-totalité des PCNSL du sujet infecté par le VIH sont positifs à 

l’EBV. Il s’agit d’une caractéristique vraisemblablement spécifique aux PCNSL de l’immunodéficient, 

aucunement rapportée chez des individus immunocompétents.1,4,15,16 Il est donc légitime de se demander 

dans quelle mesure et de quelle façon l’EBV intervient-il dans le développement des PCNSL. 

 

La cellule faisant office de réservoir pour ce virus n’est autre que le LB. Après un premier contact avec 

l’EBV, celui-ci persistera à vie au sein de l’organisme, sous forme d’infection latente et complètement 

silencieuse, excepté en cas de réactivation virale. C’est d’ailleurs pour cette raison que le taux de 

séropositivité dans la population mondiale est supérieur à 90%, tous statuts immunitaires confondus, 

avec une primo-infection survenant généralement au cours de l’enfance ou de l’adolescence. Ce virus 

est en effet un grand pourvoyeur de diverses affections malignes, son potentiel cancéreux provenant de 

plusieurs protéines à activité oncogène. Il peut être responsable de lymphomes B par transformation 

directe de ses cellules hôtes (DLBCL, lymphome de Burkitt, PCNSL, lymphome de Hodgkin),16,25,29 

mais également de lymphomes T et NK, de cancers épithéliaux gastriques ou de cancers du 

nasopharynx.44 

 

Pourtant, ce sont particulièrement les immunodéficients qui s’avèrent concernés par les pathologies 

induites par l’EBV, alors que les immunocompétents sont épargnés et ne semblent pas réellement 

touchés par les lymphomes médiés par l’EBV. Il est maintenant bien établi que des populations 

lymphocytaires T CD4 spécifiques des cellules B infectées par l’EBV sont générées lors d’une infection, 

permettant ensuite la destruction des cellules infectées par les lymphocytes cytotoxiques. Bien que cela 

ne conduise pas à l’éradication complète du virus de l’organisme, cette immunité adaptative permet 

toutefois de contrôler ses effets néfastes. Etant donné que la lymphopénie T CD4 constitue la 

conséquence biologique majeure chez les patients infectés par le VIH, l’absence d’une population 

spécifique de l’EBV sera à l’origine d’une dérégulation de la balance immunitaire dont le virus tirera 

profit. Son potentiel oncogène sera donc nettement moins régulé chez les immunodéficients, et les 

cellules B malignes pourront potentiellement se loger dans des sanctuaires immunologiques tels que le 

SNC et donner ainsi naissance à un PCNSL. Il est intéressant de noter que les PCNSL surviennent 

souvent avec des taux de LT CD4 plus faibles que les LNH systémiques.16 

 

La répression de la réponse lymphocytaire dans cette population serait d’ailleurs à l’origine de bien 

d’autres affections malignes médiées par des virus oncogènes, à savoir le sarcome de Kaposi (herpès 

virus 8) ou bien les cancers du col de l’utérus (papillomavirus). Néanmoins, l’incidence de ces dernières 

a montré une forte diminution avec l’avènement de l’arsenal thérapeutique antirétroviral, contrairement 

à l’incidence des PCNSL chez les immunodéficients dont le déclin est plus modéré.15 Ceci laisse à penser 
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que les populations lymphocytaires T CD4 spécifiques de l’EBV pourraient être perdues de façon 

irréversible chez les sujets touchés par le VIH, malgré une restauration globale de l’immunité après 

thérapie antirétrovirale, d’où le développement perpétuel de PCNSL en dépit des traitements.16 

 

 

III. PRISE EN CHARGE DES LYMPHOMES DU SNC 

A) Données pronostiques 

1) Survie des patients 

Parmi les patients atteints de PCNSL et n’ayant bénéficié d’aucun traitement, la survie globale médiane 

ne serait pas plus élevée que 4 mois.21 Bien que les progrès thérapeutiques aient considérablement 

amélioré la survie globale des patients depuis les années 1970 (notamment par l’introduction du 

méthotrexate à haute dose dans les années 1990), les lymphomes cérébraux restent des pathologies de 

sombre pronostic.12 A partir des données entre 2001 et 2017, le CBTRUS a établi que la survie globale 

médiane des PCNSL, toutes tranches d’âges confondues, était seulement de 15 mois, et que les taux de 

survie à 1 an, 5 ans et 10 ans étaient alors respectivement de 54,4%, 36,7% et 28,6%. Lorsque les 

catégories d’âge sont analysées individuellement, les taux de survie des patients de plus de 40 ans (90% 

des cas de PCNSL) apparaissent proches des chiffres ci-dessus, tandis que les 15-39 ans montrent de 

meilleurs taux de survie, notamment sur le long terme (53,4% et 49,3% à 5 ans et 10 ans 

respectivement).23  

 

Des survies médianes de 12 mois,64 25 mois,21 26 mois,12 et jusqu’à 48 mois13 ont également été 

rapportées dans la littérature pour les PCNSL. Ces résultats, soumis à d’importants biais de sélection, 

peuvent en effet varier d’une étude à l’autre en fonction de la population étudiée, de la répartition des 

âges, du statut immunitaire, de la période de l’étude ainsi que des traitements utilisés. A titre 

d’illustration, les survies médianes établies par Norden et al. dans les populations immunocompétentes 

et immunodéficientes séropositives au VIH, sur une même période, ont été respectivement de 12 mois 

et de 2 mois, faisant du VIH un facteur de mauvais pronostic.64 De plus, les progrès thérapeutiques ont 

contribué à approximativement doubler l’espérance de vie des patients sujets à un PCNSL : des années 

1970 aux années 2000-2010, la survie médiane serait passée de 7,5 mois à 14 mois selon Norden et al.,64 

ou encore de 12,5 mois à 26 mois selon Correia et al.12 Les PCNSL des sujets VIH ont également connu 

une nette amélioration de leur pronostic avec l’instauration des traitements anti-rétroviraux.15,16 

 

La majorité des rechutes de PCNSL surviennent dans le compartiment cérébral, et dans les 2 premières 

années qui suivent le diagnostic. A l’inverse des DLBCL systémiques, les rechutes neurologiques 

peuvent encore se déclarer jusqu’à 10 ans après l’arrêt des traitements, imposant donc un suivi à long 
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terme pour ces patients.12 Les PCNSL semblent présenter un pronostic plus défavorable que les DLBCL 

nodulaires.8 En revanche, les SCNSL semblent être de pronostic plus sombre que les PCNSL.12 

Aussi, parmi les PCNSL de type DLBCL, la survie sans progression semble être significativement plus 

faible chez les DLBCL non centro-germinatifs (qui représentent la grande majorité des cas), en 

comparaison aux DLBCL centro-germinatifs.7,12,13,31,32  

 

2) Scores pronostiques 

L’évaluation individuelle du pronostic des patients doit faire partie intégrante de leur prise en charge, et 

est effectuée en amont de l’initiation des traitements afin d’adapter la stratégie thérapeutique. Bien que 

de multiples modèles aient vu le jour, il n’existe actuellement aucun outil consensuel ou universel, et 

leur confrontation ne permet pas d’extraire une méthode optimale en raison des nombreuses limites des 

études (faibles effectifs, caractéristiques des patients variables, études rétrospectives ou 

monocentriques).65 Deux approches se détachent néanmoins et semblent être les plus couramment 

utilisées en pratique pour définir le pronostic des PCNSL.65–67 

Le premier score est celui proposé par l’International Extranodal Lymphoma Study Group (IELSG), 

basé sur 5 paramètres : l’âge ; le score de performance issu de l’Eastern Cooperative Oncology Group 

(ECOG), reflétant l’état général du patient et basé sur le niveau de ses capacités physiques et de son 

autonomie, échelonné de 0 à 5 (du meilleur au plus mauvais) ; le taux sérique de lactate déshydrogénase 

(LDH) ; la concentration protéique du LCR ; l’atteinte des structures cérébrales profondes (noyaux gris 

centraux, corps calleux, tronc cérébral, cervelet). Chaque variable est qualifiée de bon ou mauvais 

pronostic selon les critères précisés dans le tableau 1. 

 

 

Tableau 1. Définition des paramètres de mauvais pronostic selon l’IESLG. 

 

En additionnant les critères défavorables, un score final est obtenu permettant de définir trois groupes 

pronostiques selon le taux de survie à 2 ans. Des scores de 0 à 1, de 2 à 3, et de 4 à 5 sont associés 

respectivement à un taux de survie à 2 ans de 80% ± 8%, 48% ± 7%, et 15% ± 7% (figure 5).68 
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Figure 5. Courbes de survie des 

patients regroupés selon le score de 

l’IESLG.  

105 patients sont répartis en fonction de leur score 

pronostique. Respectivement, 26, 56 et 23 

patients présentent 0 à 1 (courbe rouge), 2 à 3 

(courbe bleue) ou 4 à 5 (courbe verte) facteurs 

pronostiques défavorables.68,69 

 

 

 

 

Le deuxième score a été développé par le Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC). Il se 

base sur l’âge des patients ainsi que le score de performance de Karnofsky (KPS), gradé de 0 à 100 (du 

plus mauvais au meilleur), équivalent au score ECOG mais présentant 11 catégories. Un âge > 50 ans, 

ainsi qu’un KPS < 70 sont considérés comme étant des facteurs pronostiques défavorables. Trois groupes 

pronostiques sont alors établis selon la survie médiane à 2 ans. Un âge ≤ 50 ans, un âge > 50 ans associé 

un KPS ≥ 70, et un âge > 50 ans associé à un KPS < 70 sont associés respectivement à une survie médiane 

de 8,5 ans, 3,2 ans et 1,1 ans.70 

 

A l’image de ces deux stratégies employées, l’âge et le score de performance sont les deux paramètres 

le plus communément utilisés pour définir le pronostic des PCNSL en raison de leur forte valeur 

pronostique.65,67 Des marqueurs émergents, notamment d’ordre moléculaire, sont également en cours 

d’évaluation afin de pouvoir octroyer ou non un caractère défavorable à certaines mutations génétiques.65 

 

B) Stratégies thérapeutiques 

Diverses approches thérapeutiques peuvent être proposées dans le cadre des lymphomes du SNC. Elles 

se basent sur des recommandations nationales telles que celles émanant du Réseau Expert National des 

LOC, fondé en 2011 et sous la tutelle de l’Institut National du Cancer, dont les actions consistent 

notamment à optimiser la prise en charge des patients, et à élaborer des projets de recherche scientifique 

pour mieux comprendre cette pathologie.71  

 

1) La chirurgie 

Bien qu’il soit légitime d’envisager une résection chirurgicale de la tumeur cérébrale, cette option n’est 

pas recommandée. Même si la plupart des tumeurs restent en apparence focales et bien délimitées, leur 

caractère diffus et infiltratif limite l’efficacité de la manœuvre.4,5 Des complications neurologiques, ainsi 

que des rechutes lymphomateuses très précoces post-chirurgicales ont été rapportées, et aucun bénéfice 
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thérapeutique ni pronostique n’a été prouvé.4,19 Le rôle de la chirurgie pourrait éventuellement être 

reconsidéré pour les lésions uniques, superficielles et faciles d’accès, avec un risque théorique faible de 

comorbidités, mais en aucun cas pour les lésions plus profondes ou diffuses.4 Actuellement, l’unique 

place de la chirurgie réside dans un cadre purement diagnostique, à travers une biopsie stéréotaxique et 

non une résection tumorale.19,22 

 

2) La radiothérapie 

La radiothérapie du cerveau entier a été considérée comme le traitement de premier choix des 

lymphomes cérébraux jusqu’au début des années 1990, avec un taux de rémission complète très 

satisfaisant. Néanmoins, le contrôle de la pathologie au long terme s’est avéré médiocre, avec des 

rechutes très fréquentes. Le recours aux rayonnements ionisants seuls et en traitement d’induction a donc 

été abandonné pour l’associer à la chimiothérapie, et notamment au méthotrexate à haute dose (MTX-

HD). Cette nouvelle modalité de traitement a bel et bien permis d’améliorer non seulement la survie 

globale, mais également la survie sans progression. Malheureusement, l’association de la radiothérapie 

avec le MTX-HD a révélé de fréquentes complications neurotoxiques (déficits cognitifs, démences), 

vraisemblablement imputées à la radiothérapie,72 qui ne peut être utilisée focalement en raison du 

caractère diffus de la tumeur, d’où la nécessité de l’irradiation du cerveau entier.16 Ces éléments ont 

donc motivé une diminution des doses et du recours à cette stratégie thérapeutique. C’est la raison pour 

laquelle la radiothérapie est aujourd’hui réservée uniquement au traitement de consolidation, chez un 

nombre restreint de patients, en première ligne ou en cas de rechute. Le pronostic des patients n’a pas 

été impacté par le retrait de la radiothérapie en traitement d’initiation.4,5,12,19,21 

 

3) La chimiothérapie 

La chimiothérapie possède une place primordiale dans la prise en charge des PCNSL. En revanche, du 

fait de la localisation de ces tumeurs, la problématique principale consiste à administrer des molécules 

et des doses adaptées afin de traverser la BHE et de pouvoir atteindre les cellules malignes. Or, la plupart 

des agents chimiotoxiques ne possèdent pas une capacité de pénétration suffisante pour être utilisée dans 

les formes cérébrales. C’est pourquoi l’association de cyclophosphamide, vincristine et doxorubicine 

(protocole CHOP), employée massivement dans les LNH systémiques, n’a pas démontré de bénéfice 

clair au profit des lymphomes du SNC.4,13,19  

 

La cytarabine (Ara-C, analogue pyrimidique inhibiteur de la synthèse d’ADN), et le méthotrexate (MTX, 

inhibiteur de la synthèse de folates et donc de l’ADN) sont dotés d’une meilleure capacité de pénétration 

de la BHE, raison pour laquelle elles sont privilégiées en traitement de première ligne et souvent 

associées.19 Afin d’optimiser la biodisponibilité dans le compartiment cérébral, le MTX est administré 

à de fortes doses (> 1 g/m2 de surface corporelle). Avec sa diffusion rapide à travers la BHE, des doses 
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de 3 g/m2 semblent être optimales,4,19 tout en limitant l’apparition d’effets indésirables, en particulier 

néphrotoxiques.19 Il est également indiqué en tant que prophylaxie neuro-méningée dans le cadre des 

LNH systémiques.12 Avec l’Ara-C également employée haute dose (2 g/m2), ces deux molécules 

constituent une polychimiothérapie de choix dans le traitement d’initiation des PCNSL, mais aussi en 

tant que consolidation ou rattrapage en cas de rechute.19  

 

Des agents alkylants ou des anthracyclines peuvent malgré tout compléter cet arsenal. Il est également 

possible d’administrer du rituximab (anticorps monoclonal dirigé contre le CD20 des LB), utile dans la 

plupart des hémopathies lymphoïdes B matures systémiques, mais qui présente une faible capacité de 

pénétration de la BHE et dont l’intérêt dans les PCNSL reste controversé.5,19 De la même façon, une 

greffe autologue de CSH précédée d’un conditionnement myéloablatif à base de chimiothérapie à haute 

dose peut être envisagée en fonction des situations, particulièrement chez les sujets jeunes.4,19 

 

Les chimiothérapies intrathécales, bien que ne faisant pas l’objet de recommandations consensuelles, 

sont parfois instaurées selon les pratiques courantes, afin d’amener les agents toxiques au plus proche 

de la tumeur, les structures cérébrales et nerveuses étant enveloppées par du LCR. Leur intérêt reste 

cependant débattu selon les articles, puisque les hautes doses de MTX et d’Ara-C permettent de pallier 

au moins en partie à la problématique de la biodisponibilité cérébrale. De plus, l’efficacité des thérapies 

intrathécales pourrait être influencée par la présence ou non d’une infiltration leptoméningée, qui ne 

concerne qu’une partie des patients.4,12,19 

 

4) La corticothérapie 

Les glucocorticoïdes présentent un intérêt thérapeutique non négligeable dans les lymphomes du SNC. 

Leur excellente capacité de diffusion à travers la BHE, ainsi que leur efficacité sur les LB en font de 

bons candidats, pouvant être administrés en association avec une chimiothérapie. En induisant 

l’apoptose des cellules B malignes corticosensibles, ils entraînent une régression efficace de la tumeur 

lymphomateuse. C’est aussi pourquoi il est impératif de ne pas initier une corticothérapie avant de poser 

le diagnostic, au risque de masquer un lymphome du SNC par disparition de la masse à l’imagerie, et 

des cellules malignes dans les différents prélèvements anatomiques et biologiques.4,9,19,22,73 Seule une 

situation d’urgence vitale justifie une instauration immédiate de ce traitement (hypertension 

intracrânienne, effet de masse, œdème cérébral).8,12,19 

 

5) Thérapies ciblées 

La compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués offre également l’opportunité 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. Ainsi, il est possible d’intervenir sur de 

nombreux intermédiaires des voies de signalisation incriminées dans les PCNSL, dont certains font déjà 
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l’objet de médicaments sur le marché, mais ne présentant pas nécessairement d’autorisation de mise sur 

le marché dans les PCNSL.  

 

Les thérapies ciblées innovantes peuvent agir sur la voie du BCR par inhibition de différentes kinases 

comme la BTK (Ibrutinib), dont l’efficacité a d’ores et déjà été démontrée dans d’autres LNH-B, ou 

encore les kinases SFK et SYK.12,28 Naturellement, une mutation du gène CD79B conduisant à la 

suractivation de la voie NF-κB entre autres via la BTK confère une sensibilité satisfaisante à l’Ibrutinib, 

au même titre que la mutation isolée L265P de MYD88 qui pourrait aussi impliquer l’activité de la BTK. 

En revanche, les patients présentant une co-mutation pour CD79B et MYD88 semblent répondre encore 

plus efficacement à cet inhibiteur que lorsque ces deux mutations sont isolées. Ceci témoigne donc de 

la coopération physiologique majeure entre la voie du BCR et celle des TLR,74–76 potentiellement liée 

au rôle intermédiaire commun de la BTK pour ces deux voies et à la présence d’un supercomplexe 

impliquant le BCR, le TLR et MYD88.51–54  

 

Bien que des molécules inhibant directement l’activité de MYD88 aient pu être évaluées,52 aucune 

thérapie ciblée contre cette protéine n’est actuellement validée. Les composants des complexes 

mutliprotéiques recrutés par MYD88 ou CARD11 (MALT1) peuvent également être ciblés, ainsi que la 

translocation nucléaire de NF-κB directement, par inhibition du complexe IKK ou du protéasome 

(Bortézomib) afin de limiter la dégradation de IκBα. Des inhibiteurs de BCL-2, BCL-6 ou d’autres voies 

de signalisation (mTOR) peuvent également être suggérés.12,28 

 

6) Thérapie cellulaire 

Stratégie de seconde ligne d’ores et déjà validée dans d’autres hémopathies lymphoïdes dont les DLBCL 

systémiques, les chimeric antigen receptor (CAR)-T cells pourraient également représenter une 

alternative de choix pour les lymphomes du SNC.77 Il s’agit de lymphocytes T autologues prélevés 

individuellement pour chaque patient par aphérèse, et modifiés génétiquement afin d’exprimer un 

récepteur antigénique chimérique dirigé contre le CD19, un marqueur lymphocytaire B exprimé par les 

cellules malignes. Le but est alors d’éliminer les clones lymphomateux à l’aide du propre système 

immunitaire du patient. Les cellules viables sont conditionnées sous forme d’une suspension cellulaire 

pour perfusion et ré-administrées au même patient à la suite d’une chimiothérapie lymphodéplétive afin 

de favoriser l’expansion des CAR-T cells. Actuellement, les spécialités commerciales existantes sont 

l’Axicabtagene ciloleucel (Axi-cel), le Tisagenlecleucel (Tisa-cel) et le Lisocabtagene (Liso-cel). Cette 

thérapie de deuxième ligne plutôt dédiée aux lymphomes du SNC réfractaires ou en rechute ne semble 

pas induire autant d’effets indésirables que les chimiothérapies. Néanmoins, la durée de réponse 

n’apparait malheureusement pas optimale pour l’intégralité des patients, d’où l’intérêt éventuel de 
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l’associer à d’autres thérapies ciblées ou immunothérapies, ou encore d’une administration intra-

cérébro-ventriculaire de la suspension cellulaire. 

7) Situations particulières 

L’âge des patients est un paramètre essentiel dans le choix de la thérapeutique. Si la population jeune 

(pédiatrique et adulte) présente un meilleur pronostic et une meilleure tolérance aux traitements, il en 

est autrement pour la population plus âgée (> 60 ans). Trouver l’équilibre entre une efficacité 

thérapeutique optimale, et un nombre limité d’effets secondaires demeure la problématique principale 

chez ces patients. C’est d’ailleurs pourquoi la radiothérapie cérébrale, confirmée comme étant 

promotrice de complications neurologiques, est plutôt réservée aux populations jeunes.4 

 

En cas de lymphome primitif intra-oculaire, une approche thérapeutique locale est prioritairement 

envisagée mais reste controversée. Une vitrectomie peut être proposée si elle est accompagnée d’une 

chimiothérapie intra-vitréenne, à base de MTX par exemple. La radiothérapie locale peut également être 

employée. Dès lors qu’une atteinte du SNC s’associe à l’atteinte oculaire, la stratégie thérapeutique 

s’oriente plutôt vers les chimiothérapies systémiques évoquées plus haut.12,78 

 

Dans le cadre des SCNSL, l’atteinte cérébrale doit être ciblée à l’aide des différentes options citées ci-

dessus, notamment le MTX-HD par voie générale. S’agissant d’une rechute centrale d’un LNH 

systémique, il peut être judicieux d’additionner un protocole de type CHOP.12 

 

Les modalités de traitement restent relativement similaires chez les immunodéficients. Pour les patients 

sous immunosuppression chronique (maladie auto-immune, transplantation d’organes), le traitement 

immunosuppresseur doit être réadapté pour ne pas favoriser le développement du PCNSL.4 Concernant 

les patients positifs au VIH, la radiothérapie du cerveau entier pose la même problématique que 

précédemment. La polychimiothérapie est souvent basée sur le MTX-HD. Le rituximab reste très peu 

utilisé par manque de preuve d’efficacité, et de par sa toxicité accrue chez les patients avec un faible 

taux de LT CD4.16 Les recommandations britanniques de prise en charge des pathologies malignes chez 

les patients VIH stipulent que : les thérapies antirétrovirales doivent être instaurées sans délai en cas de 

diagnostic de PCNSL si le patient n’était pas encore traité ; le MTX-HD et l’Ara-C-HD doivent être 

privilégiées chez les patients avec un score de performance suffisant ; la radiothérapie du cerveau entier 

est plutôt utilisée en alternative à polychimiothérapie pour les patients sujets à une toxicité trop 

importante.79 
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PARTIE 2 : Outils diagnostiques dans le bilan des lymphomes du SNC 

 

I. CLINIQUE 

 

Initialement, les PCNSL touchent préférentiellement l’étage encéphalique, tout particulièrement le 

cerveau (hémisphères cérébraux et espaces supra-tentoriels, régions péri-ventriculaires, corps calleux) 

et parfois le cervelet.1,18,22 Les atteintes isolées d’autres territoires (nerfs crâniens, atteintes spinales, 

oculaires ou leptoméningées) demeurent plus rares au diagnostic.19,20 Parmi les SCNSL, les études 

s’accordent pour affirmer que les atteintes parenchymateuses et leptoméningées restent privilégiées.18,20 

Cependant, et en raison de la proximité anatomique étroite entre ces différents organes, jusqu’à 20 à 

25% des patients avec une atteinte cérébrale développeront une forme oculaire et donc un LOC,1,9,16,19 

et 15 à 20% présenteront une infiltration leptoméningée.9,22,80 Cette dernière composante est caractérisée 

par des techniques anatomopathologiques, biologiques ou neuroradiologiques. Bien que le taux de 

dissémination méningée des PCNSL varie selon les études et selon la méthode diagnostique, la revue de 

la littérature effectuée par Kiewe et al. a confirmé que les travaux rapportent majoritairement un 

envahissement du LCR chez 16 à 21% des PCNSL, et que des taux plus occasionnels de 7%, 12% et 

42% ont également rapportés.81 Ces données justifient donc l’intérêt de réaliser systématiquement un 

examen clinique oculaire ainsi qu’une analyse biologique du LCR. Les formes oculaires étant 

essentiellement liées à une infiltration lymphomateuse de l’humeur aqueuse, de l’humeur vitrée ou de la 

rétine, une étude biologique de ces fluides peut aussi être envisagée.8  

 

La symptomatologie observée est la conséquence directe et mécanique de la masse tumorale composée 

de cellules lymphomateuses, et va donc dépendre de la localisation de celle-ci et des lésions engendrées. 

Dans le cas d’une localisation cérébrale, les manifestations peuvent être multiples et variées : il est 

possible de constater des déficits cognitifs (perte de mémoire), des signes d’hypertension intra-crânienne 

(céphalées, nausées, baisse de l’acuité visuelle), des déficits neurologiques (aphasie, hémiparésies, 

ralentissements psychomoteurs), des confusions, des états de léthargie, ou encore des 

convulsions.8,12,16,19,22 Les PCNSL étant de localisation focale, ils n’entraînent pas les symptômes 

généraux des LNH systémiques, à savoir l’altération de l’état général (asthénie, amaigrissement, 

anorexie), les sueurs nocturnes et la fièvre.69,82 

 

Pour les patients sujets à une localisation oculaire, seule la moitié d’entre eux semblerait présenter des 

symptômes.19 Une vision floue et des yeux « flottants » en sont des manifestations caractéristiques,4,19 

signant un tableau clinique aspécifique d’une uvéite non résolue par les corticoïdes locaux, sans pour 

autant présager de son origine. L’infiltration oculaire peut être recherchée ou évaluée à l’aide de 
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différents examens ophtalmologiques, parmi lesquels peuvent être cités l’examen du fond d’œil à l’aide 

d’une lampe à fente, l’angiographie fluorescente, ou la tomographie en cohérence optique.8 

 

Les manifestations cliniques citées ci-dessus restent relativement similaires entre les PCNSL de 

l’immunocompétent et de l’immunodéprimé, ainsi qu’entre les PCNSL et les SCNSL.8 Bien que 

fréquemment rencontrés en cas de PCNSL, ces signes ne sont en aucun cas spécifiques de cette 

pathologie, d’où la difficulté de discriminer les différentes hypothèses diagnostiques à partir des seuls 

arguments cliniques. En pratique, ce sont ces derniers qui motivent la réalisation d’examens 

complémentaires afin d’orienter le diagnostic, et notamment les examens d’imagerie médicale ainsi que 

les examens biologiques. Ils permettent également d’établir un diagnostic différentiel afin d’exclure les 

autres étiologies possibles à ces symptômes. Parmi celles-ci sont fréquemment citées les autres tumeurs 

cérébrales hématopoïétiques et non hématopoïétiques, les métastases secondaires à un cancer solide, les 

causes infectieuses (tuberculomes, toxoplasmoses cérébrales), les tumeurs histiocytaires, ou encore les 

pathologies inflammatoires (sarcoïdoses, vascularites, sclérose en plaques).4,19,22  

 

 

II. IMAGERIE MÉDICALE 

 

Les examens d’imagerie médicale constituent un des éléments majeurs dans le bilan diagnostique des 

PCNSL, afin de confirmer ou non la présence d’une masse tumorale focale au niveau encéphalique, 

potentiellement compatible avec un lymphome cérébral. Parmi les deux techniques de choix 

conventionnelles, à savoir le scanner cérébral par tomodensitométrie (TDM) ou l’imagerie par résonance 

magnétique (IRM) cérébrale, la seconde semble offrir les meilleures performances notamment en termes 

de sensibilité et de précision. 4,15 

 

Chez les immunocompétents (figure 6), les lésions observées sont uniques dans la majorité des cas (40 

à 80% selon les articles), et multiples pour les 20 à 40% des cas restants.3,4 Elles sont principalement 

localisées au niveau des hémisphères cérébraux (en particulier le lobe frontal), puis moins fréquemment 

au niveau des régions périventriculaires, du corps calleux, et des noyaux gris centraux. Plus rarement, le 

tronc cérébral et le cervelet peuvent également être incriminés, ainsi que la moelle épinière de façon plus 

exceptionnelle.3,18 La grande majorité des cas présente au moins une lésion en contact avec une structure 

contenant du LCR, favorisant l’envahissement leptoméningé.3 Les lésions montrent classiquement un 

aspect homogène avec prise de contraste nette et brillante. Au scanner sans injection de produit de 

contraste, elles apparaissent plutôt iso- à hyperdense. A l’IRM, elles sont iso- à hypointenses en 

comparaison à la substance grise sur les images pondérées en T1. En T2, il est possible d’apercevoir des 

lésions hypo-, iso- ou hyperintenses. Une prise de contraste linéaire périvasculaire est fortement 
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évocatrice de PCNSL.3,18 Un œdème péri-lésionnel est observé dans la plupart des cas, mais d’intensité 

moindre que pour les œdèmes constatés dans le cadre de tumeurs cérébrales non hématopoïétiques.3,4

Figure 6. Images typiques d’un PCNSL de l’immunocompétent.3 Chez un premier patient, la masse unique 

apparait homogène et hyperdense au scanner sans prise de contraste, accompagnée d’un œdème périlésionnel (A). Chez un 

second patient, l’IRM révèle une masse hypointense par rapport à la substance grise en T1 (B) et en T2 (C), avec prise de 

contraste intense et homogène (D). Un œdème périlésionnel est également visible (B, C, D).

Les immunodéficients sont très souvent caractérisés par des lésions multiples (30 à 80% des cas selon 

les études).15,18 Par ordre de fréquence, les noyaux gris centraux et le corps calleux sont souvent 

impliqués, suivis par le lobe frontal.3,18 Les lésions apparaissent plus hétérogènes, souvent nécrotiques 

ou hémorragiques, avec une prise de contraste clairsemée, ou classiquement en périphérie de la zone 

centrale de nécrose non réhaussée (prise de contraste en anneau).3,9,15 Elles sont plutôt iso- à hypodenses 

au scanner sans injection de produit de contraste. Un effet de masse ainsi qu’un œdème péri-lésionnel 

plus volumineux sont caractéristiques (figure 7).3,15

Figure 7. Images typiques d’un PCNSL de l’immunodéficient.3,18 Chez un paremier patient, la masse unique 

montre au scanner une prise de contraste hétérogène avec un réhaussement périphérique en anneau (A). Chez un second 

patient, l’IRM révèle en T2 plusieurs lésions (B) :  une lésion large et diffuse impliquant le ganglion basal droit et 

l’hypothalamus, et une lésion du noyau caudé gauche (pointes de flèche), toutes deux accompagnées d’un œdème 

périlésionnel.  L’injection de gadolinium (C) révèle une prise de contrate en anneau, uniquement périphérique sur la première

lésion (flèches), et une absence de prise de contraste sur la deuxième lésion (pointes de flèche).



32

D’un point de vue purement neuroradiologique, il reste difficile de distinguer un PCNSL d’un SCNSL.8

Toutefois, les localisations secondaires concernant plus souvent les leptoméninges que pour les PCNSL, 

il est possible d’observer des prises de contraste anormales à ce niveau-là ou sur les nerfs crâniens (figure 

8).3,18 Au même titre que pour les atteintes oculaires, il arrive qu’aucune anomalie ne soit visible à 

l’imagerie pour les atteintes leptoméningées. Un scanner complet, ou bien un scanner de type 

tomographie avec émission de positons (PET-Scan) permettront plus aisément d’éliminer une atteinte 

systémique.9

Figure 8. IRM compatible avec une 

atteinte leptoméningée extensive de 

PCNSL.3

Présence d’une atteinte leptoméningée diffuse chez 

deux patients (A et B, flèches). Atteinte additionnelle 

bilatérale des nerfs trijumeaux chez un des deux 

patients (B, pointes de flèches).

Des techniques d’imagerie plus avancées peuvent également compléter le bilan neuroradiologique et 

contribuer au diagnostic différentiel. L’IRM de diffusion, par application de gradients de diffusion, 

apporte des indications quant à la mobilité des molécules d’eau à travers les structures cérébrales. Les

masses lymphomateuses étant relativement denses et hypercellulaires, la diffusion de ces molécules à 

l’intérieur de la tumeur demeure restreinte et se traduit par un coefficient apparent de diffusion faible, à 

l’origine d’un signal hyperintense en résonance magnétique. Cette caractéristique permet de différentier 

une origine lymphomateuse d’un gliome ou d’une métastase qui en général arborent un coefficient de 

diffusion plus élevé. 3,4,12,18,83

L’imagerie de perfusion (par TDM ou IRM) offre différents paramètres relatifs au niveau de 

vascularisation de la tumeur. La mise à profit des signaux provoqués par les agents de contraste 

respectifs, au sein d’une analyse dynamique dans le temps et non ponctuelle, permet de cartographier 

les zones perfusées, et de déterminer les débits de vascularisation ainsi que le volume sanguin cérébral. 

Les tumeurs lymphomateuses étant moins sujettes aux phénomènes de néovascularisation, elles peuvent 

être distinguées d’autres tumeurs ou de métastases, promotrices d’une néo-angiogénèse massive.3,18,83

La spectrométrie par résonance magnétique repose sur le même principe que l’IRM, mais numérise les 

signaux obtenus sous forme de spectres, dont l’analyse permet d’obtenir un profil biochimique quantifié.  

La composition biochimique des tumeurs lymphomateuses présente des caractéristiques particulières qui 

peuvent conforter le diagnostic, comme la richesse en lipides.18,83
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L’imagerie de susceptibilité magnétique consiste à optimiser la technique d’IRM afin de pouvoir 

rechercher la présence d’éléments non visibles en imagerie conventionnelle. Il peut s’agir de processus 

de calcification, de micro-vaisseaux ou de microhémorragies, qui dans le cadre des lymphomes du SNC 

sont plus rares que d’autre tumeurs comme les gliomes.18 

Un PET-Scan classique, qui utilise les propriétés des tumeurs avides en glucose à capter en masse le 

fluorodésoxyglucose (marqué au 18Fluor) et ainsi à afficher un signal hyperintense, est capable de 

distinguer les masses lymphomateuses (au caractère hypermétabolique plus marqué) des gliomes ou des 

métastases. D’autres techniques d’imagerie métabolique peuvent être employées à l’aide de différents 

radio-isotopes, tels que la 11C-méthionine (qui permet d’optimiser le contraste entre les structures 

cérébrales saines et malignes) ou le thallium-201.3,18,83 

 

Bien que les techniques d’imagerie médicale complètent les données cliniques et contribuent à affiner 

le diagnostic, elles ne sont pas exclusivement suffisantes pour objectiver le statut du patient pour un 

éventuel lymphome du SNC. D’une part, les examens proposés n’arborent pas une sensibilité suffisante 

pour conclure formellement à l’absence d’un PCNSL. D’autre part, le manque de spécificité de l’aspect 

des lésions rend le diagnostic différentiel complexe. En effet, le caractère bénin, malin, inflammatoire, 

infectieux, ou dysimmunitaire des lésions cérébrales observées ne peut être identifié sur la simple base 

des clichés. En raison de leurs similitudes à l’imagerie, la toxoplasmose cérébrale et la 

leucoencéphalopathie multifocale progressive (LEMP) restent les deux étiologies différentielles 

majeures à considérer chez les patients immunodéprimés, d’autant plus qu’il s’agit là des trois causes 

les plus fréquentes de lésions focales cérébrales dans cette population.3,15 

Des outils complémentaires sont donc indispensables afin d’affiner le diagnostic. 

 

 

III.  ANATOMOPATHOLOGIE 

A) Prélèvements : biopsies cérébrales et oculaires 

L’examen anatomopathologique est aujourd’hui considéré comme le gold standard diagnostique en 

matière de PCNSL, et repose sur une biopsie de la tumeur par un neurochirurgien.8 Il s’agit le plus 

communément d’une biopsie cérébrale stéréotaxique, réalisée sous anesthésie locale ou générale. En 

raison de la haute précision qu’impose un tel geste chirurgical, un cadre stéréotaxique est employé non 

seulement pour immobiliser la tête du patient, mais également pour définir les coordonnées spatiales 

précises de la tumeur à l’aide d’un repère de référence en trois dimensions. Combiné à une technique 

neuroradiologique (IRM, scanner), il permettra au chirurgien de déterminer finement la localisation de 

la tumeur ainsi que la trajectoire du prélèvement. Après une incision cutanée et un forage de la boîte 

crâniennes, un trocart de biopsie peut alors être inséré jusqu’à la cible afin de biopsier le tissu tumoral.84 
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Des vitrectomies, ou encore des biopsies rétiniennes peuvent également être effectuées par les 

ophtalmologues en cas de suspicion de LOC.78

Comme précédemment évoqué, l’usage des corticoïdes doit être proscrit dans la mesure du possible 

avant la réalisation de la biopsie, car leur efficacité peut conduire à une destruction rapide des cellules 

lymphomateuses, et à une négativation des examens histologiques et biologiques.4,9,19,22,73 La disparition 

des lésions potentiellement visibles à l’imagerie réduit l’efficacité de la biopsie, ce qui contribue aussi 

au risque de ne pas détecter les clones malins à l’examen anatomopathologique (figure 9). Ainsi, il a été 

démontré par plusieurs études que près de 50% de PCNSL pouvaient être masqués en cas d’usage des 

corticoïdes au moment de la biopsie,73 pour une sensibilité initiale de 87 à 91% en ce qui concerne 

l’examen anatomopathologique.73,85

Pour les patients ayant bénéficié d’un pré-traitement par glucocorticoïdes et dont la biopsie n’aurait pas 

été concluante, il est de ce fait recommandé de suivre attentivement le patient et de réitérer 

ultérieurement le geste chirurgical, notamment en cas de réapparition d’une tumeur à l’imagerie.4

Figure 9. Impact des 

glucocorticoïdes sur l’IRM.3

Présence d’une lésion du corps calleux 

avec réhaussement net (A), dont la prise 

de contraste s’estompe de façon 

significative après administration des 

corticoïdes (B).

Ce geste chirurgical présente des risques non négligeables pour le patient. Des hémorragies intra-

crâniennes ou des déficits fonctionnels font partie des complications fréquemment observées, et qui 

malheureusement peuvent entraîner le décès du patient pour une minorité d’entre eux.8,16 D’autant plus 

que la localisation plus ou moins profonde de la tumeur peut complexifier la manœuvre, justifiant parfois 

l’abandon de cette technique. Même si les performances diagnostiques sont optimales, des outils 

biologiques ont été développés afin de faciliter le diagnostic de PCNSL à partir de prélèvements à 

moindre risque chirurgical (se référer au chapitre du diagnostic biologique).

Une fois la biopsie réalisée, le prélèvement est immédiatement immergé dans du formol afin de 

conserver au mieux l’intégrité des cellules et de l’architecture tissulaire.
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B) Examen anatomopathologique 

Lors de la réception des biopsies au laboratoire d’anatomopathologie, les prélèvements sont imprégnés 

avec de la paraffine chaude, un milieu d’inclusion dont le but est de former de véritables blocs de tissus 

paraffinés solides après refroidissement. Ils permettant ainsi la réalisation de coupes fines et de qualité 

qui seront apposées sur lame, en vue des examens histologiques. 

 

1) Histologie 

Après une étape de coloration à l’hématoxyline-éosine, les lames peuvent être observées au microscope 

optique. Typiquement, une infiltration par des cellules de grande taille correspondant aux cellules 

lymphomateuses pourra être observée. La morphologie centroblastique ou immunoblastique pourra 

également être appréciée. Au vu des résultats discordants entre les différentes sources, il semble délicat 

d’établir une concordance entre la morphologie et le sous-type histologique, probablement en raison de 

la faible reproductibilité intra- ou inter-opérateurs quant à la lecture microscopique. Tandis qu’une partie 

des études retrouvent d’une part une morphologie plutôt centroblastique (84 à 90% des cas) chez des 

PCNSL majoritairement de type ABC (96% des cas),6,11 les morphologies centroblastique et 

immunoblastique ont d’autre part été associées respectivement avec les DLBCL-CG et les DLBCL-

ABC.30 

En raison du caractère agressif et prolifératif des PCNSL, des cellules en mitose peuvent également être 

observées. Un contingent de cellules inflammatoires est fréquemment présent, composé alors de 

lymphocytes réactionnels, de macrophages, de cellules microgliales ou de cellules endothéliales.22 

 

2) Immunohistochimie 

L’analyse immunohistochimique représente la deuxième étape de l’examen anatomopathologique. 

Celle-ci consiste à étudier des marqueurs phénotypiques cellulaires à l’aide d’anticorps dirigés 

spécifiquement contre les antigènes d’intérêt. Elle vient compléter l’analyse cytologique pure et offre 

ainsi une meilleure sensibilité de détection des cellules malignes.22  

 

La mise en évidence des cellules marquées passe par le biais d’une réaction enzymatique sur le substrat 

chromogène couplé à l’anticorps. Chaque marqueur est ainsi analysé sur une coupe individuelle. Les 

antigènes recherchés sont de localisation membranaire, intra-cytoplasmique ou nucléaire. Il peut s’agir 

par exemple des marqueurs lymphocytaires pan-B (PAX5, CD19, CD20, CD79B), les marqueurs 

lymphocytaires T (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8) ou encore des proto-oncogènes (BCL-2, BCL-6) 

ou d’autres marqueurs additionnels (CD10, MUM1/IRF4). Le Ki-67, marqueur nucléaire prolifératif, est 

quantifié sous forme de pourcentage pour apprécier le degré de prolifération des cellules. Le statut des 

cellules lymphomateuses pour l’EBV peut également être recherché par hybridation in situ de sondes 

spécifiques de son génome. Sa positivité traduit très probablement un PCNSL de l’immunodéficient. 
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Dans le cadre des DLBCL nodulaires ou systémiques, la classification imaginée par Hans et al. en 2004 

peut être appliquée afin de distinguer les DLBCL-CG des DLBCL-ABC à l’aide de trois marqueurs.32  

Le CD10 membranaire, présent sur différentes lignées cellulaires (granuleuse, lymphocytaires B et T) 

correspond à un marqueur centro-germinatif précoce lorsqu’il est présent à la surface des LB.  

Le BCL-6, proto-oncogène de type répresseur transcriptionnel et souvent muté dans les lymphomes B, 

représente également un marqueur centro-germinatif mais d’origine nucléaire. Tout comme le CD10, il 

n’est progressivement plus exprimé par les stades cellulaires B post-CG. 

Quant à la troisième cible, il s’agit de MUM1 ou IRF4, marqueur nucléaire d’activation lymphocytaire, 

présent chez les cellules B activées (tardives CG, ou post-CG) ainsi que chez les plasmocytes.30,32  

 

Après avoir confirmé la présence d’un infiltrat lymphocytaire B ainsi qu’un aspect morphologique de 

type DLBCL, la combinaison de ces trois marqueurs permet d’affiner le sous-type histologique (figures 

10 et 11). Les DLBCL-CG n’expriment en aucun cas le marqueur d’activation MUM1/IRF4, et 

expriment au minimum un des deux marqueurs centro-germinatifs (CD10 ou BCL-6). L’absence 

d’expression de ces deux marqueurs témoigne d’un DLBCL-ABC (ou non-CG), au même titre que la 

positivité du marqueur MUM1/IRF4 même en cas d’expression de BCL-6 (il s’agit alors de cellules 

activées centro-germinatives ou post-CG précoces, n’ayant pas totalement abouti leur maturation 

immunologique, qui ont d’ailleurs été classées séparément ou en tant que telles par certains auteurs 30,31). 

 

Figure 10. Classification de Hans 

et al. pour les DLBCL.32 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Examen immunohistochimique d’un DLBCL-ABC.86 Une première coloration à l’hématoxyline-

éosine permet d’apprécier la morphologie des cellules (A). Les marquages immunohistochimiques révèlent un DLBCL CD10 

négatif (B), BCL-6 négatif (C), MUM1/IRF4 positif (D), avec un index de prolifération Ki-67 élevé à plus de 80% (E). Les 

cellules marquées sont colorées en marron, tandis que les cellules négatives sont contre-colorées en bleu pâle. 
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Parmi les PCNSL, le Ki-67 est fréquemment exprimé à des valeurs supérieures à 70%, jusqu’à 90% pour 

certains cas, témoignant d’un caractère hautement prolifératif et agressif.1,6,10 Le BCL-2 est exprimé 

dans 55 à 70% des cas,1,6,10,11 et souvent de façon hyperexprimée.1,10 Le CD138, un autre marqueur 

d’activation lymphocytaire tardif retrouvé dans les DLBCL-ABC ou marqueur plasmocytaire lorsqu’il 

est associé à une expression forte du CD38, n’est quasi jamais exprimé dans les PCNSL.1,6,11 

Sauf exceptions, le CD10 n’est exprimé tout au plus que par 10% des cas (prédominance moindre que 

parmi les DLBCL nodulaires et systémiques), BCL-6 est exprimé dans 60 à 84% des cas (de façon 

équivalente aux autres DLBCL), et MUM1/IRF4 dans 87 à 93% des cas selon les études (bien plus 

impliqué que dans les autres DLBCL).1,6,10,11 Il est à noter qu’à l’inverse des LB centro-germinatifs 

physiologiques chez lesquels BCL-6 et MUM1/IRF4 sont mutuellement exclusifs, ces deux marqueurs 

sont coexprimés dans près de la moitié des cas de DLBCL.1,11  

 

Ces résultats attestent bien de la grande majorité de DLBCL-ABC diagnostiqués parmi les PCNSL. Ils 

rejoignent d’ailleurs les conclusions évoquées antérieurement, à savoir que la voie NF-κB, par nature 

impliquée dans le programme de différenciation des LB, est très couramment détournée au profit des 

clones lymphomateux dans les DLBCL-ABC et les PCNSL.8,13,28,33,41,42,46 La problématique énoncée 

précédemment au sujet de l’origine de ces cellules tumorales est également retrouvée ici, puisqu’une 

grande partie des PCNSL s’avère non seulement de nature activée (expression de MUM1/IRF4, sans 

pour  autant  exprimer  le  CD138),  mais  également  de  nature  centro-germinative  (co-expression  de 

MUM1/IRF4 et de BCL-6), et diagnostiqués par défaut en tant que DLBCL-ABC sur la base de 

l’immunohistochimie. L’hypothèse d’une cellule B centro-germinative tardive ou d’une cellule post-CG 

précoce (et ainsi d’une entité unique plutôt que de deux sous-types distincts) corrobore les résultats 

obtenus par l’analyse des profils génétiques, et remet bien en question la pertinence de la classification 

de Hans pour les DLBCL du SNC.11,33,36 Un modèle schématique du dynamisme phénotypique, élaboré 

à partir d’un modèle hypothétique préexistant, a été proposé par Camilleri-Broet et al. afin de mieux 

comprendre la distinction des stades histologiques entre DLBCL systémique et PCNSL (figure 12).11 

L’idée d’une entité unique reste toutefois controversée au regard des données moléculaires et des 

classifications innovantes ayant émerge dans la littérature pour les DLBCL et les PCNSL.37–39,57  

 

 

IV. BIOLOGIE 

 

Les outils de biologie médicale viennent compléter l’analyse anatomopathologique. Dotés de 

performances diagnostiques équivalentes voire supérieures car multidisciplinaires, certains d’entre eux 

et notamment les examens de routine arborent un délai de rendu de résultat bien plus court que l’examen 

histologique, représentant un avantage de taille dans un contexte de PCNSL. 



 

38 
 

 

Figure 12. Représentation schématique de l’étendue des spectres phénotypiques des PCNSL et des 

DLBCL systémiques par rapport à l’évolution physiologique du phénotype lymphocytaire B. Bien 

que de rares PCNSL expriment le CD10, la majorité d’entre eux expriment le marqueur d’activation MUM1/IRF4, et près de 

la moitié co-expriment BCL-6, contrairement aux LB physiologiques (profil dynamique matérialisé en violet) et aux DLBCL 

systémiques ou nodulaires. Ils n’expriment jamais le CD138. Ainsi, les PCNSL se situent à l’interface entre les cellules 

centro-germinatives tardives et les cellules post-CG précoces. 

 

 

A) Prélèvements contributifs 

1) Cérébraux 

La biopsie cérébrale peut également être exploitée au laboratoire de biologie de médicale. L’examen 

cytologique est réalisé à partir d’une apposition tissulaire sur lame, sans recours à la paraffine. La biopsie 

ne pouvant être utilisée telle quelle pour les autres examens, il est nécessaire d’imprégner le tissu avec 

un excès de milieu de culture cellulaire. C’est ce milieu concentré en cellules issues de la biopsie qui 

sera traité. 

 

Il a aussi été prouvé par l’équipe du Dr. Debliquis du Groupement Hospitalier de la Région de Mulhouse 

et Sud Alsace (GHRMSA) que les liquides de rinçage du trocart de biopsie cérébrale (LRTBC) pouvaient 

contribuer au diagnostic puisque les performances se sont révélées au moins équivalentes à celles de 

l’anatomopathologie tissulaire. Le LRTBC provient de la solution saline utilisée pour séparer la biopsie 

du trocart, qui est récupérée après la procédure en raison de son enrichissement potentiel en cellules 

malignes. Cette suspension cellulaire prête à l’emploi ne nécessite donc pas de traitement pré-analytique 

supplémentaire, et peut facilement être congelée pour des analyses complémentaires.87 
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2) Méningés 

Parmi les PCNSL, approximativement 15 à 20% des cas développent une atteinte leptoméningée.9,22,80 

Ces chiffres reposent cependant sur les résultats toutes techniques confondues (anatomopathologique, 

biologique, neuroradiologique) et contrastent avec un taux d’envahissement méningé observé de 80% 

par histopathologie sur une série de patients en post-mortem.88 Les techniques conventionnelles 

d’analyse cellulaire sur LCR pourraient donc souffrir d’un manque de sensibilité considérable, d’où 

l’intérêt d’une analyse de la fraction acellulaire exposé plus loin. 

Un prélèvement de LCR par ponction lombaire (PL) offre malgré tout l’opportunité de diagnostiquer un 

envahissement leptoméningé lymphomateux, et par extrapolation d’identifier un lymphome du SNC à 

moindre risque invasif pour le patient, sans avoir recours à la biopsie cérébrale.22,85,89 Il s’agit de la 

matrice de choix dans le bilan d’extension de lésions neuroradiologiques ou de symptômes 

neurologiques, qui se prête à l’intégralité des analyses biologiques. Cependant, ce milieu très sensible 

impose une prise en charge la plus rapide possible pour préserver la viabilité des cellules. En raison de 

la fréquente pauci-cellularité, il est recommandé de prélever dans la mesure du possible de grands 

volumes de LCR et de répéter les PL en cas de bilan négatif.85,89 

Les PL, réalisées ou non sous anesthésie locale en fonction des pratiques de chaque clinien, présentent 

un degré d’invasivité relatif en comparaison à une biopsie cérébrale. Elles ne sont cependant pas dénuées 

de complications. Même si cet incident reste occasionnel, la ponction du LCR peut provoquer un 

engagement cérébral chez les patients sujets à une hypertension intracrânienne. L’augmentation du 

gradient de pression suite à la dépression locale créée au niveau de la ponction peut entrainer des 

complications neurologiques sévères par compression des différentes structures nerveuses.85 De rares 

hématomes méningés et des infections post-PL ont aussi été notifiés. D’autres effets indésirables de 

gravité moindre peuvent souvent survenir, tels que des douleurs au niveau du dos ou des maux de tête. 

Néanmoins, l’utilisation d’aiguilles atraumatiques et le caractère passif du recueil du LCR permettent 

significativement de réduire l’incidence de ces complications post-PL, tout en tolérant des prélèvements 

de volume important (jusqu’à 30 mL).90 

 

3) Oculaires 

Pour rappel, des PCNSL avec atteinte oculaire exclusive existent bien qu’ils soient plus rares, et jusqu’à 

25% des PCNSL avec atteinte cérébrale développeront une atteinte oculaire. Des ponctions d’humeur 

vitrée (vitrectomies) ou d’humeur aqueuse peuvent donc également être proposées en cas de suspicion 

de lymphome oculaire. Sur l’humeur aqueuse, seul le dosage des interleukines pourra être réalisé car il 

n’existe pas d’envahissement cellulaire de ce liquide. Les échantillons de liquide vitré pur et dilué 

obtenus lors de la vitrectomie peuvent être exploités par les mêmes analyses biologiques que les 

prélèvements précédemment évoqués.78 
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B) Analyse de la fraction cellulaire 

1) Cytologie conventionnelle 

L’étude morphologique des cellules constitue la première étape du bilan biologique en cas de suspicion 

de PCNSL et le gold standard dans le diagnostic des envahissements leptoméningés 

lymphomateux.22,85,89 La cytologie conventionnelle (CC) est effectuée au microscope optique sur un 

LCR préalablement cytospiné et coloré au May-Grünwald Giemsa (MGG). De l’albumine bovine peut 

être ajoutée lors de la préparation du cytospin afin de préserver les cellules projetées sur la lame par 

centrifugation. Cette technique peut également être employée sur des prélèvements biopsiques, des 

LRTBC ou encore l’humeur vitrée. 

 

Deux aspects cytologiques majeurs de DLBCL peuvent éventuellement être appréciés notamment sur 

des échantillons tissulaires tels que les ganglions ou le tissu tumoral en lui-même (figure 13). Cette 

discrimination reste toutefois plus délicate dans des prélèvements de LCR, et plutôt réservée à l’examen 

anatomopathologique. Les cellules centroblastiques sont de grande taille, au cytoplasme modérément 

basophile dépourvu de granulations, au noyau régulier et arrondi avec un rapport nucléo-cytoplasmique 

élevé (généralement supérieur à 0,8), à la chromatine fine et souvent pluri-nucléolée. Les cellules 

immunoblastiques sont également de grande taille, au cytoplasme intensément basophile et dépourvu de 

granulations, au noyau régulier avec un rapport nucléo-cytoplasmique moindre (inférieur à 0,8), à la 

chromatine mature et présentant parfois un nucléole unique. Dans le cadre d’un lymphome, il semble 

difficile d’établir une corrélation entre l’aspect cytologique des cellules anormales (centroblastique ou 

immunoblastique) et le stade maturatif correspondant (centroblaste de la zone sombre du CG, ou 

immunoblaste activé quasi post-CG) étant donné les discordances de résultats entre les différentes 

études.6,11,30 

 

 

Figure 13. Aspects morphologiques des PCNSL.91 Le cliché de gauche montre trois cellules centroblastiques, 

le cliché de droite présente une cellule immunoblastique au rapport nucléo-cytoplasmique plus faible. Le cliché du milieu 

(objectif plus faible) montre une vue d’ensemble et témoigne de la grande taille et de l’hyperbasophilie des cellules 

lymphomateuses en comparaison aux autres cellules sanguines. 
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2) Cytométrie en flux 

La cytométrie en flux (CMF) offre la possibilité de déterminer le phénotype des cellules. Tout comme 

l’immunohistochimie, elle repose sur l’utilisation d’anticorps marqués et dirigés contre des antigènes 

membranaires, intra-cytoplasmiques ou nucléaires, mais avec une analyse simultanée de plusieurs 

antigènes (analyse multi-couleurs d’une dizaine d’antigènes en routine) à partir de cellules directement 

en suspension, et non pas de cellules fixées sur coupes anatomiques. Elle peut être employée sur du sang, 

d’autres liquides biologiques tels que du LCR ou de l’humeur vitrée, sur une suspension cellulaire 

émanant d’une biopsie, ou sur des LRTBC. La détection des antigènes ne s’effectue pas grâce à une 

réaction enzyme-substrat, mais par un processus d’excitation-émission des fluorochromes couplés aux 

différents anticorps.  

 

Après une étape d’incubation à l’abri de la lumière permettant le marquage des cellules, la suspension 

est analysée par un cytofluorimètre doté généralement de trois lasers (bleu, rouge et violet) en routine 

hospitalière. Ceux-ci pourront successivement exciter chacune des molécules de fluorochrome 

rencontrées lors du passage individualisé des cellules devant les lasers, les cellules étant entrainées grâce 

à un principe de double focalisation hydrodynamique par l’intermédiaire d’un liquide de gaine. Les 

fluorochromes sont caractérisés par un spectre d’excitation ainsi qu’un spectre d’émission qui leurs sont 

propres, à partir desquels les trois lasers permettront l’acquisition d’une dizaine de couleurs, et l’étude 

de l’expression d’au moins une dizaine de marqueurs. Outre l’utilisation d’anticorps marqués, les 

paramètres de diffusion de la lumière à 180°C et de réfraction à 90°C offriront respectivement une idée 

de leur taille (forward light scatter, FSC) et de leur structure, granularité ou complexité (side light 

scatter, SSC). Les signaux lumineux composés de photons ainsi émis seront détectés et convertis en 

signaux numériques par des photodiodes ou photomultiplicateurs (figures 14 et 15). 

 

Bien que les marqueurs fondamentaux étudiés soient relativement communs à ceux analysés par 

immunohistochimie, la CMF présente l’avantage de pouvoir rechercher un nombre plus important de 

cibles, qui ne se prêtent pas toutes à la reconnaissance antigène-anticorps sur des coupes anatomiques.22 

Alors que l’examen anatomopathologique permet uniquement d’analyser les marqueurs les uns après les 

autres sur des coupes individuelles (un seul marqueur étudié par coupe), la CMF offre une analyse 

multidimensionnelle. En effet, une cellule unique est capable de fixer tous les anticorps qui la concernent 

de façon concomitante, permettant de distinguer clairement les différentes populations cellulaires et 

d’identifier la combinaison phénotypique de chacune d’entre elles à l’aide des divers anticorps marqués. 

De plus, le niveau d’expression de chaque marqueur peut être évalué avec précision grâce à la mesure 

de l’intensité de fluorescence moyenne d’une population (MFI) contrastant avec l’évaluation visuelle 

semi-quantitative en immunohistochimie. 
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Figure 14. Principe du cytomètre en flux.92 Les cellules passent individuellement devant les rayons des trois 

lasers. Les filtres bande-passante permettent de sélectionner une ou plusieurs longueurs d’onde à analyser sur la lumière 

émise au niveau de chaque photomultiplicateur. Les trajets des faisceaux lumineux sont dirigés à l’aide des miroirs 

dichroïques. 

 

Figure 15. Représentation des différents 

paramètres cellulaires analysés par CMF.  

La taille est déterminée selon la diffusion axiale de la 

lumière (FSC), et la structure selon la réfraction à 

90°C (SSC). Le niveau d’expression des marqueurs 

(en orange) est reflété par l’émission d’une 

fluorescence à 90°C grâce aux anticorps marqués. 

 

Classiquement, l’immunophénotypage des PCNSL révèle majoritairement un profil de DLBCL : des 

cellules de grande taille (FSC élevée comparée aux lymphocytes normaux) ; leur caractère 

hématopoïétique et leucocytaire mature (marqueur pan-leucocytaire CD45+, marqueur d’immaturité 

CD34-) ; leur appartenance à la lignée lymphoïde B (CD19+, CD20+, CD79A/B+) ; leur caractère 

hautement prolifératif (Ki-67 élevé, CD71+). Leur caractère monotypique est prouvé par la restriction 

isotypique d’une seule chaîne légère (kappa ou lambda). Une population physiologique B apparait en 

effet polytypique (ratio kappa/lambda équilibré, souvent plus en faveur des chaînes kappa de l’ordre de 

2/1) puisque la sélection de la chaîne légère repose sur un processus purement aléatoire. La priorisation 

des réarrangements avec une chaîne kappa par rapport à une chaîne lambda explique la balance en faveur 

des lymphocytes kappa. Une population maligne étant en revanche issue de la prolifération d’un seul et 

même clone (avec sélection éventuelle de sous-clones), les lymphocytes qui la constituent expriment 

tous la même chaîne légère. Un exemple d’immunophénotypage est représenté sur la figure 16. 
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En raison du caractère pathologique des cellules, l’expression et le niveau d’expression des antigènes 

cités ci-dessus peuvent potentiellement varier de façon anormale. Ces DLBCL peuvent également 

exprimer de façon aberrante le CD5 (marqueur lymphocytaire T précoce), et surexprimer l’inhibiteur 

apoptotique BCL-2 en intra-cytoplasmique. Les antigènes CD10, BCL-6 en intra-nucléaire et 

MUM1/IRF4 permettent de classer les PCNSL comme étant majoritairement de sous-type histologique 

DLBCL-ABC par extrapolation de la classification de Hans évoquée plus haut. Le CD138 n’est 

généralement pas exprimé.1,9–11  

 

 

Figure 16. Immunophénotypage d’un LCR envahi par un DLBCL.93 Le graphique (A) présente les 

évènements cellulaires selon leur granularité (SSC) et leur taille (FSC). Le graphique (B) montre la distribution des 

populations lymphocytaires (lymphocytes B CD3-/CD19+ en rouge, LT CD3+/CD19- en bleu, lymphocytes CD3-/CD19- en 

vert). L’analyse de l’expression des chaînes légères de surface sur les LB CD3-/CD19+ révèle une monotypie lambda (C). 

 

D’une part, il a été constaté que les lésions du SNC semblaient fréquemment être adjacentes à des régions 

en lien avec le LCR, telles que les structures périventriculaires, épendymaires, les surfaces corticales ou 

la pie-mère.3,85 D’autre part, des autopsies de patients décédés atteints de PCNSL ont révélé un 

envahissement leptoméningé chez 80% d’entre eux.88 Or, selon différentes études, la CC permettrait de 

prouver la présence de cellules lymphomateuses dans le LCR dans seulement 2 à 32% des cas de 

lymphome du SNC.85,89,94 Au vu des éléments précédents, ces données remettent donc en doute la 

sensibilité de ce gold standard. Un manque de spécificité est également à noter, puisque la distinction 

morphologique entre des cellules lymphomateuses de type DLBCL et des cellules réactionnelles n’est 

pas toujours aisée, notamment dans des liquides biologiques différents du sang.85 

 

La CMF arbore une meilleure sensibilité que la CC, puisqu’elle est capable de détecter des populations 

lymphocytaires clonales représentant moins de 1% des cellules totales, ou sur un nombre très faible de 

cellules. A titre de comparaison, il semblerait que la CC nécessite une fraction de cellules malignes au 

moins égale à 5% dans le LCR pour espérer détecter la population lymphomateuse. Il apparait donc 

naturel d’associer systématiquement la CMF à la CC afin d’améliorer la détectabilité d’un 
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envahissement méningé.85,89 Pour illustrer ce propos, Schroers et al. ont observé que la CMF permettait 

de prouver une atteinte leptoméningée dans 23,3% des cas de PCNSL, contre seulement 13,3% des cas 

avec la CC seule.94  

Des résultats similaires sont établis pour la détection d’un envahissement leptoméningé chez les SCNSL, 

plus souvent étudiés que les PCNSL probablement en raison d’une incidence plus élevée : un taux de 

25,9% (CC seule) à 37% (ajout de la CMF), avec 1 cas de PCNSL dans la cohorte de 27 patients95; une 

augmentation de sensibilité de 50% avec la CMF (6 patients en CC seule, 9 patients avec l’ajout de la 

CMF)96 ; un taux de 2% (CC seule) à 21,6% (ajout de la CMF) chez des lymphomes agressifs, (DLBCL 

ou Burkitt)97 ; un taux de 5,7% à 22% chez des lymphomes agressifs (DLBCL ou Burkitt 

principalement)98 ; une sensibilité de 16% à 24% sur 62 échantillons99 ; un taux de 4 à 10% chez des 

lymphomes agressifs (DLBCL ou Burkitt principalement).100 De façon étonnante, ces résultats 

contrastent avec ceux de Kiewe et al. qui ont pu détecter un envahissement leptoméningé chez 11% des 

PCNSL par CC, contre seulement 3% par CMF. L’usage de glucocorticoïdes préalablement aux analyses 

biologiques, ainsi que les faibles effectifs de cette étude pourraient expliquer cette discordance, bien que 

ces limites s’appliquent également à d’autres travaux cités plus haut.81 

 

3) Biologie moléculaire 

a) Recherche de la mutation MYD88 L265P par PCR digitale 

a.1. Intérêt général de la recherche de la mutation MYD88 L265P  

Bien qu’il n’existe à ce jour pas de thérapie ciblée contre la protéine MYD88, la recherche de cette 

mutation fréquemment incriminée pourrait de ce fait présenter un intérêt dans le diagnostic initial et dans 

le suivi des lymphomes du SNC, d’autant plus que les résultats cytologiques et immunophénotypiques 

sont régulièrement d’interprétation délicate. 

 

Il a été démontré à plusieurs reprises que cette mutation hotspot était vraisemblablement spécifique d’un 

processus lymphomateux.  Celle-ci n’est en effet pas retrouvée dans les tissus anatomiques sains, ni dans 

diverses tumeurs malignes non cérébrales.24,101 De façon plus intéressante, elle semble également 

absente dans les tumeurs cérébrales malignes non hématopoïétiques les plus prédominantes, telles que 

les glioblastomes.42,102,103 Ainsi, en cas de tumeur cérébrale non étiquetée et en l’absence d’argument 

formel biologique ou anatomopathologique, la mise en évidence de cette mutation au niveau méningé 

ou cérébral permettrait d’orienter le diagnostic vers une pathologie hématologique lymphomateuse. Elle 

n’est cependant pas suffisante pour identifier précisément le sous-type de lymphome, puisque les 

lymphomes lymphoplasmocytaires et les maladies de Waldenström (MW) sont porteurs de la mutation 

MYD88 L265P dans près de 90% des cas.1,104 Les gammapathies à IgM sont également souvent 

concernées, ainsi que les DLBCL. Sa détection dans le LCR ne permet donc pas isolément de discriminer 
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un PCNSL d’une infiltration neuroméningée secondaire à un de ces lymphomes (syndrome de Bing-

Neel dans le cas d’une macroglobulinémie de Waldenström).89,101 

 

De plus, sa forte prévalence au sein des PCNSL justifie sa recherche systématique face à une suspicion 

de tumeur lymphomateuse afin de conforter le diagnostic. La revue de la littérature présentée par 

Hiemcke-Jiwa et al. montre des prévalences de la mutation MYD88 L265P au sein des PCNSL de 28%, 

33%, 36%, 38%, 38%, 60%, 60%, 64%, 67%, 70%, 75%, et 94%.8 Des chiffres de 80%, 85% et 88% 

sont également rapportés dans d’autres travaux.13,24,103 Il est à noter que le statut mutationnel a pu être 

déterminé par des techniques de séquençage (Sanger, NGS, pyroséquençage) ou de PCR (qPCR, 

ddPCR). La classification histologique des PCNSL mise à part, la prédominance de cette mutation parmi 

les DLBCL-ABC par rapport aux DLBCL-CG a largement été démontrée.8,12,13,24,42,103 De plus, les 

DLBCL nodulaires et systémiques semblent impliquer moins souvent la mutation MYD88 L265P, 

présente dans seulement 15 à 40% des DLBCL-ABC selon les sources,8,74,105 comparativement aux 

DLBCL du SNC ainsi qu’aux autres DLBCL extra-nodulaires.105–108  

 

Sur le plan clinique, une majorité de travaux s’accordent pour considérer la mutation MYD88 L265P 

comme un facteur de mauvais pronostic, soit au sein des DLBCL dans leur ensemble,105–108 soit 

directement au sein des PCNSL.74–76 Takano et al. ont mis en évidence le caractère pronostique péjoratif 

conféré par cette mutation mais uniquement chez les patients de plus de 65 ans, sans qu’aucun de ces 

deux paramètres ne soit isolément associé à un plus mauvais pronostic.75  Avec une tendance à diminuer 

statistiquement la survie globale, certaines études démontrent également une augmentation du risque de 

progression de la pathologie associée à cette mutation,74,105,108 voire de progression neuro-méningée en 

ce qui concerne les DLBCL n’affectant initialement pas le SNC.106 En complément de son intérêt 

diagnostique, un intérêt pronostique pourrait donc se profiler pour la mutation MYD88 L265P. 

Néanmoins, des études multicentriques à plus grande échelle sont encore nécessaires afin d’analyser les 

données pronostiques sur des groupes homogènes de DLBCL et bien distincts en fonction de la 

localisation anatomique concernée. 

 

a.2. Application de la PCR digitale 

Les diverses techniques moléculaires mises à profit afin de détecter la mutation MYD88 L265P reposent 

sur le principe général soit de la polymerase chain reaction (PCR), soit du séquençage génomique. Seule 

la PCR digitale en gouttelettes (digital droplet PCR, ddPCR), qui a été étudiée dans le cadre de ce 

mémoire, sera explicitée ici. Le principe de cette technique, proposé pour la première fois en 1999 et 

développé plus largement à partir des années 2010,109 se distingue de la PCR quantitative (qPCR) 

classique par un procédé d’amplification indépendant de chaque brin d’ADN présent dans l’échantillon, 

isolés à l’intérieur de milliers de microréacteurs individualisés. 
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La recherche de la mutation est effectuée sur la fraction cellulaire pouvant provenir d’échantillons de 

sang, mais également de LCR, de liquides vitrés, ou encore de suspensions cellulaires issues d’une 

biopsie cérébrale ou de LRTBC. Après une étape de lyse cellulaire et une étape d’extraction préalables, 

l’ADN cellulaire (ADNc) obtenu est préparé avec un milieu réactif pour PCR. Celui-ci est constitué des 

éléments indispensables à l’amplification génomique, à savoir : un couple d’amorces sens et anti-sens 

encadrant la séquence d’intérêt ; des nucléotides : l'ADN polymérase permettant l'élongation des brins 

d'ADN à partir des amorces et des nucléotides ; deux sondes fluorescentes discriminantes des séquences 

sauvages wild-type (WT) et mutées ; du tampon et de l’eau.  

La plaque PCR contenant les échantillons est alors placée dans un générateur de gouttelettes, un appareil 

propre à la technique de ddPCR. A partir d’une huile de génération dédiée, des gouttelettes lipidiques 

sont formées en incorporant aléatoirement et individuellement un brin d’ADN unique (un génome 

haploïde), WT ou muté. En pratique, certaines gouttelettes peuvent incorporer plusieurs brins d’ADN, 

notamment en cas d’excès de matériel génétique. Une fois cette étape terminée et la plaque PCR scellée, 

la réaction classique de PCR à proprement parler peut être démarrée à l’aide d’un thermocycleur. Une 

succession d’étapes régies par des programmes bien précis de temps et de température permettra 

l’amplification indépendante de chacun des brins d’ADN incorporés dans les gouttelettes. Une étape 

d’activation enzymatique, ainsi qu’un nombre défini de cycles de dénaturation - hybridation – élongation 

seront nécessaires (figure 17).109–111 

 

 

Figure 17. Principe général de la technique de ddPCR.109 

 

L’amplification étant aboutie, la détection de fluorescence peut être effectuée en point final sur chaque 

gouttelette grâce à un lecteur, et convertie en données numériques sur des graphiques uni- ou 
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bidimensionnelles par un logiciel numérique. Il est ainsi possible de connaître le statut génétique de 

chacune des gouttelettes grâce aux deux sondes fluorescentes. Tandis qu’une partie est qualifiée de WT 

ou de mutées en fonction de la positivité dans les canaux mutés (channel 1) et/ou WT (channel 2), il est 

possible d’observer des gouttelettes doublement positives, ayant incorporé un brin WT et un brin muté. 

Les gouttelettes dépourvues de matériel génétique seront donc doublement négatives (figures 17 et 18). 

C’est l’interprétation binaire de la fluorescence qui a d’ailleurs donné le nom de PCR « digitale ». En 

plus de son intérêt qualitatif, cette analyse permet de calculer la concentration d’ADN muté et WT en 

copies/µL à partir du nombre d’évènements positifs et de la loi statistique de Poisson. Il est donc possible 

d’établir la fréquence allélique de la mutation étudiée (variant allele frequency, VAF), en rapportant la 

quantité d’ADN muté sur la quantité d’ADN total.  

 

 

Figure 18. Résultats de ddPCR d’un patient MYD88 L265P muté dans le culot cellulaire du LCR. 

Les seuils de positivité de fluorescence sont matérialisés par des lignes continues violettes et définis à l’aide de témoins 

négatifs, WT et mutés. Chaque point correspond à une gouttelette unique. Les graphiques unidimensionnels montrent la 

présence de gouttelettes mutées détectées dans le canal 1 (points bleus, graphique A) et de gouttelettes WT détectées dans le 

canal 2 (points verts, graphique B), positionnées dans leur ordre d’apparition en abscisse et selon leur intensité de fluorescence 

en ordonnée. Les points noirs représentent les gouttelettes doublement négatives dépourvues d’ADN. Le graphique 

bidimensionnel (C) permet d’analyser sur une même représentation la positivité et l’intensité de fluorescence pour les sondes 

mutée et WT. Se dégagent ainsi des populations double négative (points noirs), mutée (points bleus), WT (points verts) et 

double positive (points orange) qui ne peut être identifiée en analyse unidimensionnelle. 
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Il s’agit là d’une méthode de quantification absolue, par opposition à la qPCR traditionnelle qui se base 

sur une quantification relative à l’aide d’une gamme d’étalonnage. En s’affranchissant de l’utilisation 

de calibrateurs, et donc du risque inhérent de leur contamination environnementale, la ddPCR limite la 

variabilité potentielle entre PCR de l’échantillon et PCR des calibrateurs et affiche alors une meilleure 

reproductibilité.109–111 

 

Les séquences génétiques d’intérêt sont concentrées localement dans chaque microréacteur que 

représente une gouttelette, grâce au principe de compartimentalisation des brins d’ADN et 

d’amplification individualisée. D’une part, ce procédé permet de limiter l’impact des éventuels 

perturbateurs ou inhibiteurs de PCR. D’autre part, il garantit une efficacité d’amplification optimale pour 

chaque brin d’ADN initial, contrairement à la qPCR où l’intégralité des brins à analyser sont mélangés 

entre eux, à l’origine d’une variabilité en termes d’amplification de brins. De plus, la concentration 

focalisée des séquences offre une meilleure capacité de détection de mutations avec une faible fréquence 

allélique, probablement à l’origine de la sensibilité accrue de la ddPCR par rapport à la qPCR (figure 

19).109–111 Alors que la qPCR affiche une sensibilité globale de l’ordre de 10-1 à 10-4 en fonction de la 

technique utilisée, la ddPCR révèle une sensibilité au moins égale à 10-4 voire 10-5. Le séquençage 

nouvelle génération ou next generation sequencing (NGS) classique révèle quant à lui une sensibilité de 

l’ordre de 10-2, mais son emploi ne repose pas sur la même stratégie que les techniques de PCR. Son 

intérêt est fondé sur une étude simultanée de plusieurs gènes au sein d’un même prélèvement et d’une 

même analyse, tandis que la ddPCR cible une mutation unique au profit d’une meilleure 

détectabilité.109,110,112,113 L’optimisation du NGS à l’aide d’outils moléculaires et informatiques 

innovants permet d’avoisiner la sensibilité de la ddPCR.113 

 

Néanmoins, la sensibilité de la ddPCR varie d’abord en fonction de la mutation recherchée, puis 

également en fonction du nombre de gouttelettes analysées et de la quantité de matériel génétique. 

Malgré une sensibilité théorique très élevée, il reste possible de méconnaître une mutation si le nombre 

de séquences génétiques amplifiées est insuffisant, quelle qu’en soit la cause (défaut de qualité ou de 

conservation du prélèvement, absence de cellules tumorales dans le milieu analysé, variabilité 

d’excrétion tumorale). Cette problématique est encore renforcée par les volumes particulièrement faibles 

requis pour cette technique.110,111 Malgré tout, l’excellente spécificité de la mutation MYD88 L265P et 

la sensibilité très prometteuse de la ddPCR justifient de compléter l’analyse de la fraction cellulaire du 

LCR par ce test, dans le but d’optimiser la détection d’un envahissement méningé en combinaison à la 

CC et la CMF. 
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Figure 19. Comparaison des procédures et des performances entre la qPCR et la ddPCR.110,112 

 

b) Recherche de réarrangements clonaux sur les locus IgH, IgK et IgL 

L’édition du BCR repose sur de multiples réarrangements entre les gènes codant pour le locus IgH (VH, 

DH et JH) et pour les locus IgK et IgL (VK et JK, VL et JL). Ce processus génère une immense diversité 

structurelle au sein du BCR afin de reconnaître un panel suffisamment large d’antigènes. Cette diversité 

est telle que chaque clone lymphocytaire physiologique peut quasi être considéré comme unique, et qu’il 

est statistiquement peu probable d’identifier plusieurs clones strictement identiques et indépendants. La 

présence d’un contingent lymphocytaire B dont les représentants arboreraient un BCR identique 

témoigne donc d’un processus de sélection non lié au hasard, et ainsi du caractère clonal et malin de 

cette population.114 

 

Des techniques de biologie moléculaire ont finalement été mises au point afin d’identifier les différentes 

séquences IgH, IgK et IgL parmi l’intégralité des lymphocytes présents dans le prélèvement 

(physiologiques et malins), et de détecter d’éventuels réarrangements anormalement prédominants pour 

être simplement liés à la diversité combinatoire des gènes VDJ. Alors que cette méthode diagnostique 

était initialement réalisée par technique Southern Blot, celle-ci a largement été remplacée par la PCR 

multiplex, et a plus récemment été développée par technique NGS. Différentes régions de la séquence 

VDJ peuvent être ciblées à l’aide d’amorces spécifiques, et plusieurs sites d’hybridation sont testés afin 

d’optimiser au mieux la détection des réarrangements (figure 20). Plusieurs panels diagnostiques sont 

ainsi recommandés par le consortium EuroClonality (BIOMED-2) de 2012, dont l’objectif consiste à 

harmoniser les pratiques au sujet de la recherche de clonalité lymphocytaire B mais également T (étude 
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des réarrangements du T-cell receptor – TCR) par PCR, en termes de séquences cibles et d’interprétation 

biologique.114 Cette méthode est également employée pour la recherche de réarrangements 

chromosomiques issus de translocations aberrantes ou pour identifier l’hyperexpression de proto-

oncogènes. 

 

 

Figure 20. Modèle du panel de première intention recommandé par BIOMED-2 pour la recherche 

d’un réarrangement clonal sur le locus IgH, extrait de la notice d’emploi IdentiClone® (IGH + 

IGK B-cell clonality assay – Invivoscribe, 2022).114,115  

Chacun des trois tubes contient diverses amorces sens en VH-FR1/2/3 (FR : framework) et une amorce anti-sens en JH afin 

d’analyser l’intégralité du locus et d’optimiser la détection de réarrangements aberrants. Les amorces sont représentées par 

les flèches noires. 

 

Après plusieurs cycles de dénaturation, d’hybridation et d’élongation de l’ADN, les différents amplicons 

obtenus sont séparés par une méthode électrophorétique. L’électrophorèse capillaire permet de séparer 

les réarrangements en fonction de leur taille, et d’en faire une estimation semi-quantitative grâce la 

détection de fluorochromes incorporés dans les séquences au cours de la PCR. Plusieurs profils peuvent 

être extraits des résultats bruts et orienteront l’interprétation biologique (figure 21). L’électrophorèse par 

migration des amplicons sur gel de polyacrylamide ou d’agarose constitue une seconde méthode de 

séparation. Les fragments géniques sont révélés sous forme de bande grâce à une coloration chimique 

au bromure d’éthidium ou bromure d’argent. 

 

Un profil polyclonal est matérialisé par une distribution gaussienne de multiples réarrangements de 

tailles variées, sans que l’un prédomine sur les autres (absence de pic distinct). La présence 

d’irrégularités dans le profil peut être liée à un prélèvement pauvre en matériel génétique, ou à un profil 

polyclonal intégrant des clones lymphocytaires réactionnels. De la même façon, un profil présentant des 

pics distincts mais multiples (profil oligoclonal) traduit un processus immunitaire réactionnel plutôt 

qu’un processus lymphomateux. En revanche, la présence d’un ou deux pics bien distincts reflète une 

clonalité anormalement prédominante, en faveur d’un clone lymphocytaire malin. Ces pics monoclonaux 

peuvent être accompagnés d’un fond polyclonal correspondant à un contingent de lymphocytes sains 

(figure 21). 
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Figure 21. Exemples de profils moléculaires types sur le locus IgH.114 Les différents pics représentent des 

réarrangements géniques, séparés en fonction de leur taille nucléotidique (abscisse), et quantifiés en unité de fluorescence 

(ordonnée). Les trois profils de gauche correspondent à des populations lymphocytaires polyclonales ou oligoclonales 

(réactionnelles) bénignes. Les deux profils de droite traduisent un clone malin, parfois associé à un fond polyclonal. 

 

La recherche de clonalité B ou T présente un réel intérêt, notamment pour les 5 à 15% des lymphomes 

pour lesquels la cytopathologie ou l’immunophénotypage n’ont pas permis de poser formellement le 

diagnostic.114,116,117 Sous réserve de la quantité de matériel génétique et de la proportion respective des 

populations bénignes et malignes, la biologie moléculaire possède l’avantage de discriminer les clones 

lymphocytaires réactionnels des clones malins.114,116 En termes de performances diagnostiques, une 

clonalité B serait retrouvée par PCR dans près de 99% des lymphomes B,117 et plus précisément dans 40 

à 100% des DLBCL nodulaires selon les études.116 Outre les paramètres pré-analytiques ainsi que le site 

de prélèvement anatomique (sang périphérique, moelle osseuse, tissu paraffiné), cette variabilité est 

principalement liée aux profils mutationnels des DLBCL et donc au choix des séquences génétiques 

ciblées : ainsi, plus le panel diagnostique devient large, et plus la sensibilité devient meilleure. Le choix 

du traitement pré-analytique (PCR réalisée après extraction de l’ADN, ou après lyse cellulaire directe 

sans extraction préalable) semble également influencer les résultats.118 La recherche de clonalité B par 

NGS offre des performances comparables à la PCR, qui reste la technique la moins onéreuse et la moins 

fastidieuse sur le plan technique.119 

 

Concernant les DLBCL du SNC, la recherche de clonalité B dans le LCR ne peut s’avérer positive qu’en 

cas d’envahissement cellulaire leptoméningé. La sensibilité de cette technique dans le LCR pour les 

PCNSL apparait donc moindre que pour les DLBCL nodulaires. Une première étude révèle une clonalité 

positive chez 37,5% de PCNSL (3 patients sur 8) et 42,9% de DLBCL cérébraux secondaires (3/7) au 
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moment du diagnostic.118 Une seconde étude présente une sensibilité de 54% dans une cohorte intégrant 

PCNSL et SCNSL, mais parmi des prélèvements souvent multiples pour un même patient (diagnostic 

initial, rechute, suivi thérapeutique).120 Les résultats restent néanmoins bien corrélés avec la CC et la 

CMF avec quelques cas prouvés grâce à la PCR, bien que des données contradictoires existent 

également, montrant non seulement une sensibilité de la clonalité B plus faible (de l’ordre de 15%), qui 

de plus n’excède pas toujours celle de la CC.85 Une spécificité très satisfaisante de 97% est retrouvée,120 

mais de représentativité modeste en raison des effectifs et des populations étudiées. Globalement, les 

rares cas de faux positifs sembleraient être attribués soit à des contaminations inter-patients plutôt qu’à 

la complexité de l’interprétation biologique des résultats,120 soit à l’amplification du réarrangement d’un 

LB sain unique au sein d’un prélèvement pauci-cellulaire.89 

 

Le consortium EuroClonality recommande d’étudier en première intention le locus IgH complet (VH-JH) 

ainsi que le locus IgK puisqu’ils permettraient de prouver l’existence d’une clonalité B jusque dans 95% 

des cas (toutes hémopathies lymphoïdes confondues) lorsqu’ils sont utilisés en association. Pour les cas 

restants, il peut être envisagé de cibler des locus IgH incomplets (DH-JH) ainsi que le locus IgL.114 Les 

résultats faussement négatifs peuvent s’expliquer par l’impact d’une HMS intense, ayant potentiellement 

des répercussions dans les sites de fixation des amorces du test. L’absence consécutive d’hybridation 

des amorces et d’amplification des réarrangements lymphomateux justifie donc de diversifier les 

amorces employées.114,116,120 Des prélèvements pauci-cellulaires peuvent également se révéler non 

contributifs, notamment les LCR, d’où l’intérêt de réitérer les prélèvements et de réaliser les analyses en 

duplicate.118,120 

 

C) Analyse de la fraction acellulaire (surnageant) 

1) Dosage des interleukines 6 et 10 

L’intégralité des processus immunitaires (inflammatoires, bénins ou malins) repose sur une 

communication intercellulaire complexe médiée par les cytokines sécrétées par les différents acteurs de 

l’immunité, et aux effets physiologiques très variés. L’étude du profil cytokinique apparait donc comme 

une piste intéressante dans le diagnostic des affections malignes. Concernant les pathologies 

lymphomateuses, les dosages de l’IL-10 et de l’IL-6 ont déjà démontré leur utilité, initialement dans les 

fluides oculaires (humeur vitrée, humeur aqueuse) puis dans le LCR dans le cadre de LOC. Leur dosage 

est majoritairement effectué par les techniques d’enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ou de 

cytometric bead array (CBA) dont les principes restent similaires. Les interleukines sont captées par des 

anticorps de capture spécifiques, fixés soit au fond des puits d’une plaque ELISA, soit sur des billes 

magnétiques (CBA). Lors d’une deuxième étape, elles sont ensuite reconnues par des anticorps couplés 

soit à un substrat colorimétrique, chimiluminescent ou fluorescent (ELISA), soit directement à un 

fluorochrome (CBA). Pour la méthode ELISA, la quantification des cytokines passe alors par une 
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réaction enzyme-substrat et une détection spectrophotométrique, de luminescence ou fluorimétrique 

selon le type de substrat utilisé. Pour la méthode CBA, la quantification de la fluorescence passe par une 

technique de CMF appliquée sur les billes, à l’instar de la CMF leucocytaire. 

 

Les interleukines ne correspondent pas à des éléments cellulaires à proprement parler. Il s’agit de 

biomarqueurs chimiques « solubles », recherchés dans la fraction acellulaire des différents fluides 

anatomiques, traduisant un profil type de réaction immunitaire et témoignant indirectement de la 

présence de certaines cellules. L’IL-10, cytokine anti-inflammatoire et pro-lymphomateuse, affiche des 

concentrations dans l’humeur aqueuse et l’humeur vitrée significativement plus élevées lors d’atteintes 

oculaires d’origine lymphomateuse qu’inflammatoire, à l’inverse de l’IL-6 qui se caractérise par une 

activité pro-inflammatoire. Ce profil cytokinique, se traduisant donc par un ratio IL-10/IL-6 plus élevé 

et en faveur de l’IL-10, est caractéristique des lymphomes oculaires et permet ainsi de les distinguer des 

atteintes purement inflammatoires telles que les uvéites.121,122 L’élévation de l’IL-10 proviendrait 

principalement d’une sécrétion accrue de la part des LT helper, des LB sains et des monomacrophages, 

bien que l’implication des cellules lymphomateuses dans la sécrétion d’IL-10 (et d’IL-6) via l’activation 

chronique de la voie NF-κB ne soit pas exclue.89 Les valeurs isolées des dosages d’IL-10 n’étant pas 

toujours suffisantes pour affirmer ou exclure le diagnostic de LOC, l’intérêt diagnostique hypothétique 

du ratio IL-10/IL-6 a rapidement été étudié. La valeur seuil du ratio au-delà de laquelle une origine 

lymphomateuse peut être suspectée, bien qu’historiquement établie à 1, reste cependant controversée. Il 

a été mis en évidence que les valeurs de ratio calculées pour des lymphomes oculaires, des LOC et des 

uvéites pouvaient se chevaucher sur un intervalle donné correspondant alors à une « zone grise », ne 

permettant pas de valider un cut-off optimal.122 Un nouveau score diagnostique a été développé, le score 

ISOLD (interleukin score for intra-ocular lymphoma diagnosis), basé sur l’utilisation de deux formules 

différentes pour l’humeur vitrée et l’humeur aqueuse et intégrant les concentrations en IL-10 et IL-6. Ce 

score définit quatre catégories de patients en fonction de la probabilité de présenter ou non un lymphome 

oculaire : lymphome exclu (score < -4,6, probabilité > 99%) ; lymphome probablement exclu (score 

entre -4,6 et 0, probabilité entre 50 et 99%) ; lymphome probable (score entre 0 et +4,6, probabilité entre 

50 et 99%) ; lymphome confirmé (score > +4,6, probabilité > 99%). Cette méthode de calcul affiche une 

sensibilité de 93% et une spécificité de 95%. Ainsi, elle présente un puissant intérêt pour discriminer les 

cas discordants au niveau du ratio IL-10/IL-6 (lymphomes avec ratio faible, ou autres diagnostics avec 

ratio élevé).123 

 

De façon similaire, les performances du dosage de l’IL-10 dans le cadre des lymphomes du SNC ont été 

évaluées dans le LCR. La littérature révèle une sensibilité de 59 à 96% et une spécificité de 83 à 100%, 

dont les variabilités s’expliquent notamment par la valeur seuil établie par chaque étude pour confirmer 

une étiologie lymphomateuse.89 Malgré tout, ce paramètre reste très intéressant pour distinguer un 
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PCNSL d’une autre tumeur cérébrale. Le ratio IL-10/IL-6 apparait très régulièrement en faveur de l’IL-

10 dont la concentration est significativement augmentée, mais aucun cut-off n’est clairement défini, 

pour les mêmes raisons que dans les fluides oculaires. La concentration d’IL-10 dans le LCR apparait 

statistiquement plus élevée dans les PCNSL (incluant les lymphomes cérébraux et les lymphomes 

oculaires exclusifs) en comparaison aux autres tumeurs cérébrales, et en cas d’envahissement 

leptoméningé par rapport à une atteinte cérébrale isolée. Par ailleurs, l’IL-10 apparait également positive 

dans les cas des PCNSL avec atteinte oculaire exclusive, mais vraisemblablement à des concentrations 

moindres que dans le cas de PCNSL cérébraux. Ceci pourrait s’expliquer soit par une proximité entre 

cerveau et LCR plus étroite que celle entre œil et LCR, soit par une charge tumorale plus élevée en cas 

de masse cérébrale (croissance favorisée par l’espace anatomique plus conséquent que dans les yeux).124 

En plus de l’intérêt diagnostique, le dosage d’IL-10 aurait également une valeur pronostique et une 

valeur dans le monitoring des patients, puisque sa concentration semble corrélée à l’évolution de la 

tumeur. Ainsi, ce test s’avère fort utile dans l’évaluation d’une réponse thérapeutique, dans le suivi post-

thérapeutique, ainsi que dans la prédiction de rechutes cérébrales, étant donné qu’une ré-augmentation 

du taux d’IL-10 apparaitrait plus précocement que la preuve neuroradiologique de la récurrence.89 Enfin, 

la concentration d’IL-10 ne semble pas significativement diminuer en cas de traitement par 

glucocorticoïdes, probablement du fait qu’il s’agit d’un marqueur indirect de lymphome, plutôt sécrété 

par des cellules non lymphomateuses moins sensibles à ces molécules.124 Le dosage d’IL-10 pourrait 

donc présenter un avantage de taille par rapport aux techniques cellulaires ou aux techniques ciblant des 

éléments circulants émanant des cellules cancéreuses, plus sujettes à l’impact des corticoïdes. 

 

2) Recherche de la mutation MYD88 L265P par PCR digitale 

a) Concept de biopsie liquide 

Bien que l’analyse de la tumeur elle-même demeure le gold standard pour poser le diagnostic de 

pathologie maligne, elle requiert inévitablement une biopsie afin de récupérer du matériel tissulaire. 

D’abord, il s’agit d’une procédure invasive lourde qui nécessite des ressources matérielles et humaines 

conséquentes, ainsi que du temps et de l’expérience de la part du préleveur, et dont les complications 

éventuelles ne sont pas négligeables. La localisation spatiale de la tumeur peut aussi compliquer ou 

même freiner la réalisation de la biopsie. De plus, les tumeurs cancéreuses sont caractérisées par une 

hétérogénéité intra-tumorale à l’origine de résultats anatomopathologiques variables en fonction de la 

zone tissulaire prélevée. L’hétérogénéité inter-tumorale en cas de tumeurs multiples ou de métastases 

peut également être source d’un défaut de représentativité. Une biopsie sur un unique site ne permettra 

potentiellement pas de caractériser le cancer dans son ensemble. Enfin, le suivi du patient pendant et 

après traitement à l’aide de cet examen semble compromis, la répétition de biopsies invasives n’étant 

pas pertinente ni d’un point de vue éthique ni d’un point de vue médical pour les raisons évoquées ci-

dessus. Une tumeur localisée au niveau du SNC comme les PCNSL donne encore plus de poids à ces 
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propos. Il apparait donc fondamental d’élaborer des stratégies alternatives à la biopsie « solide » afin de 

pallier les différentes limites exposées.125,126 

 

Le concept de biopsie liquide est alors apparu. Son objectif reste identique à celui d’une biopsie 

tissulaire, à savoir d’identifier et de caractériser la tumeur, mais à partir de composants biologiques issus 

de la masse cancéreuse prélevés à distance de celle-ci, et par le biais d’un fluide anatomique plus facile 

d’accès (sang, LCR, liquide vitré, urines etc…).  

Il peut s’agir de cellules cancéreuses à proprement parler, mais qui se seraient détaché de leur tumeur 

originelle et transiteraient au sein de l’organisme principalement via le sang, notamment dans le cadre 

d’une dissémination tumorale. Ces cellules tumorales circulantes (CTCs) peuvent donc être recherchées 

par CC ou CMF. Cependant, leur très faible abondance et leur grande variabilité phénotypique limitent 

l’intérêt de ce test.  

La mise en évidence d’une mutation récurrente oncogénique directement dans l’ADN cellulaire des 

CTCs peut également contribuer au diagnostic d’un processus malin, mais cela nécessite par définition 

la présence de cellules tumorales dans l’échantillon, ce qui rejoint la problématique de la rareté des CTCs 

dans les liquides biologiques. Appliquées aux PCNSL, ces deux options diagnostiques peuvent être 

assimilées à la recherche des cellules lymphomateuses dans le LCR par CC, CMF ou par la recherche 

de la mutation cellulaire MYD88 L265P décrites précédemment. Même si un envahissement 

leptoméningé est relativement fréquent dans les PCNSL en comparaison à d’autres tumeurs du SNC, la 

présence de cellules malignes et vivantes est indispensable pour ces différents tests. C’est face à ces 

différentes problématiques qu’intervient l’étude de l’ADN présent sous forme libre dans le surnageant 

des différents fluides, par opposition à l’ADNc contenu dans la fraction cellulaire.125–127 

 

La notion d’ADN circulant ou d’ADN cell free (ADNcf) est mentionnée pour la première fois en 1948. 

De l’ADNcf est présent dans l’organisme de tout individu à des concentrations modérées, résultant des 

processus physiologiques de renouvellement et de mort cellulaire qui aboutissent au relargage de l’ADN 

initialement cellulaire dans la circulation. Dans un contexte cancéreux, la prolifération accrue et 

anormale des cellules malignes engendre naturellement une majoration du turn-over cellulaire et des 

phénomènes apoptotiques et nécrotiques. Malgré la focalisation de la tumeur sur un site anatomique 

restreint, l’ADNcf relargué en masse est caractérisé non seulement par des concentrations bien plus 

importantes que chez un individu sain, mais également par une diffusion potentielle à travers l’intégralité 

de l’organisme, par l’intermédiaire de la circulation générale (figure 22). La présence de quantités 

élevées d’ADNcf pourrait ainsi témoigner de la présence d’un processus cancéreux, tout en 

s’affranchissant des problématiques liées à l’hétérogénéité tumorale, puisque l’ADN est relargué quel 

que soit le profil phénotypique, génétique et spatial des tumeurs. Cependant, d’autres situations peuvent 

être sources de quantités élevées d’ADNcf : inflammation, infections, traumatismes ou interventions 
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chirurgicales, exercice physique, grossesse, diabète, insuffisance rénale, ou encore infarctus 

myocardique. L’ADN circulant dérivé de la tumeur (ADNct), identifié au sein de l’ADNcf total à l’aide 

d’une mutation récurrente oncogénique, assure alors une sensibilité et une spécificité optimales  en tant 

que biomarqueur pour les cancers.113,125–127  

 

 

Figure 22. Sources physiopathologiques de l’ADN circulant. La néo-vascularisation induite par la masse 

tumorale elle-même, indispensable à sa survie, est à l’origine de la dissémination sanguine des cellules malignes. Les CTCs, 

relativement peu nombreuses dans la circulation sanguine, sont capables de relarguer leur ADN cellulaire (ADNc) suite à des 

processus d’excrétion, d’apoptose ou de nécrose. Cet ADNc se retrouve alors sous forme libre et circulante dans le sang : on 

parle d’ADN circulant tumoral (ADNct). Il s’agit là d’une première composante de l’ADNcf total, tandis que l’ADN circulant 

restant provient de processus physiopathologiques concernant les cellules non cancéreuses. En cas de preuve de l’existence 

d’une mutation oncogénique récurrente, il devient possible de différencier l’ADNct de l’ADNcf sain. 

 

Etant donné l’abondance relativement faible de l’ADNcf dans les liquides biologiques et la richesse du 

milieu en composants biologiques autres, des techniques moléculaires de haute sensibilité deviennent 

indispensables pour espérer détecter l’ADNcf. Alors que des techniques de qPCR ou de séquençage 

classique sont suffisantes pour analyser le matériel génétique issu directement d’une tumeur, concentrée 

en cellules et en ADN tumoraux, l’étude de l’ADNcf requiert plutôt l’emploi du NGS optimisé ou de la 

ddPCR.110,112,113  

 

Finalement, la biopsie liquide, terme couramment associé à la recherche d’ADNcf ou d’ADNct et non à 

l’analyse des CTCs, permet de pallier les différents inconvénients de la biopsie solide : échantillonnage 

plus aisé, plus rapide et moins invasif ; meilleure représentativité du cancer dans son ensemble, non 
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entravée par l’hétérogénéité intra- et inter-tumorale ; application pour le suivi régulier des patients 

pendant et après traitement. A l’inverse d’une biopsie solide ou d’une recherche de CTCs, elle ne 

nécessite pas obligatoirement la présence de cellules dans l’échantillon : l’ADNcf peut être soit excrété 

par des cellules vivantes soit relargué à partir de cellules mortes, présentes localement ou à distance du 

site de prélèvement. Il a d’ailleurs été observé que sur une série de 16 patients souffrant de cancers 

solides variés et présentant de l’ADNct plasmatique, seuls 3 d’entre eux présentaient des CTCs 

sanguines, et qu’aucun autre cas ne présentait des CTCs sans ADNct détecté.128 De plus, la demi-vie de 

l’ADN circulant étant relativement courte (114 minutes),113 le résultat de ce test offre un reflet quasi en 

temps réel de l’évolution de la pathologie cancéreuse. Ce paramètre constitue néanmoins un obstacle de 

taille à la performance de la biopsie liquide.  

 

La fragilité de l’ADNcf impose des conditions de prélèvement, d’acheminement et de conservation 

drastiques, avec une prise en charge la plus rapide possible afin de préserver son intégrité et de limiter 

les résultats faussement négatifs.113,126 Par convention, il est recommandé de traiter l’échantillon dans 

un délai de 2 heures après le prélèvement afin d’une part de préserver une quantité optimale d’ADNcf, 

et d’autre part de minimiser la lyse prématurée des cellules sanguines. Un tel phénomène engendre une 

pollution et une dilution de l’ADNcf par l’ADN cellulaire. La quantification de l’ADN circulant tumoral 

peut alors être potentiellement faussée par la présence de l’ADNc relargué par lors de la lyse cellulaire.  

 

De nouveaux tubes de prélèvements ont alors été spécialement développés afin d’améliorer la 

conservation de l’ADNcf dans le sang, par stabilisation des leucocytes et par prévention de la 

dégradation directe de l’ADNcf. Il existe actuellement les tubes Cell-free DNA BCT® (Streck), cfDNA 

collection tubes® (Roche Diagnostics), ou encore PAXgen® (Qiagen).113,129,130 Ces dispositifs innovants 

offrent une meilleure stabilité de l’échantillon sanguin dans le temps, en autorisant notamment un 

rallongement de la durée de conservation à température ambiante, ainsi que l’exposition à des 

températures extrêmes. Ils ont par ailleurs démontré leur supériorité par rapport aux tubes EDTA 

classiques, au sein desquels le phénomène de lyse cellulaire impacte très rapidement la quantité et la 

qualité de l’ADN circulant.130 Ces tubes confèrent donc un avantage logistique certain pour les services 

cliniques, qui sont en général contraints d’organiser un acheminement immédiat et manuel du 

prélèvement au laboratoire. En plus d’améliorer les performances des analyses sur l’ADNcf, 

l’optimisation de la conservation des échantillons permet ainsi aux personnels médicaux de mieux gérer 

la prise en charge de ces prélèvements, tout en garantissant leur conformité pré-analytique. Les tubes de 

conservation TransFix® (Cytomark) dédiés aux analyses de CMF ne semblent pas être utilisables pour 

l’analyse de l’ADNcf dans le plasma en raison d’un processus hémolytique trop importante.129 
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Les différentes méthodes d’extraction semblent aussi impacter l’efficacité de l’isolement de l’ADNcf, 

et par conséquent la quantité de matériel génétique analysable, d’où l’intérêt d’une standardisation future 

de cet examen diagnostique.113 

 

b) Application de la biopsie liquide aux tumeurs du SNC 

L’intérêt de la recherche de l’ADNcf  dans le sang, plus précisément dans le plasma ou le sérum (fraction 

acellulaire), ainsi que son application dans le diagnostic initial et dans le monitoring des patients a 

largement été démontré dans la littérature.125,126 Cependant, il a rapidement été constaté que les 

performances de la biopsie liquide étaient variables en fonction des organes affectés et de leur 

localisation. Schwaederle et al. ont pu détecter de l’ADNct plasmatique par NGS dans 65% des tumeurs 

n'affectant pas le SNC, et seulement dans 27% des glioblastomes étudiés.131 De façon similaire, 

Bettegowda et al. ont conclu que la ddPCR permettait d’identifier de l’ADNct dans 82% des cancers 

métastatiques non cérébraux, dans moins de 50% des médulloblastomes et dans moins de 10% des 

gliomes non métastatiques.128 Il semblerait donc que la restriction spatiale des tumeurs du SNC au cœur 

d’un environnement immunoprivilégié et protégé par la BHE limite significativement la diffusion de 

l’ADNcf dans la circulation générale.  

 

Concernant les PCNSL, deux études ont démontré respectivement que 35% et 57% des cas MYD88 

L265P mutés sur le tissu tumoral étaient positifs en biopsie liquide dans le sang, avec une VAF 

significativement plus élevée dans l’ADN tumoral de la biopsie que l’ADNct.24,132 Bien que la VAF 

établie dans l’ADN circulant plasmatique soit un candidat potentiel au suivi des patients, son intérêt 

reste débattu. D’abord en raison du fait que cette mutation peut être détectée dans le sang en cas de 

lymphomes systémiques (MW, MGUS, DLBCL), mais aussi car elle n’est pas nécessairement retrouvée 

dans le sérum en cas de progression ou de rechute du PCNSL (pouvant s’expliquer par l’expansion d’un 

sous-clone non muté en MYD88). 

 

Compte tenu des éléments ci-dessus, l’hypothèse d’une application de la biopsie liquide dans le LCR a 

donc rapidement été exploitée. Plusieurs travaux ont mis en évidence l’apport de cet examen sur le 

surnageant du LCR dans le cadre de tumeurs cérébrales non hématopoïétiques.80,127,133 L’analyse de 

l’ADN circulant du LCR a en effet démontré une meilleure représentativité de la tumeur en comparaison 

aux résultats sanguins. En cas d’atteinte exclusive du SNC, l’ADNct est plus souvent détecté dans le 

LCR (dans 74 à 100% des cas selon les études) que dans le plasma, à des fréquences alléliques 

supérieures (concentration plus élevée en ADNct que dans le plasma), bien que la concentration totale 

en ADN circulant (tumoral et non tumoral) soit plus importante dans le plasma. La VAF établie dans le 

LCR semblerait d’ailleurs corrélée avec la charge tumorale, traduisant potentiellement un intérêt dans le 

monitoring des patients. Des performances comparables entre le LCR et le sang peuvent toutefois 
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s’observer chez certaines tumeurs du SNC, lorsqu’une composante métastatique extra-cérébrale est 

présente.80,127 Cette différence entre le LCR et le sang peut en partie s’expliquer par le fait que le LCR, 

en circulant à travers les structures cérébrales, possède une large interface avec les tissus sains et 

potentiellement les tissus cancéreux (figure 23), à l’inverse du sang, qui de plus, est totalement isolé du 

LCR par la BHE. Cette hypothèse est confortée par les résultats de Wang et al. : 86% des tumeurs 

adjacentes à des réservoirs de LCR (définies par IRM) révèlent de l’ADNct dans ce liquide biologique ; 

les 14% restants correspondent à des gliomes de bas grade ; aucun des patients dont la tumeur est 

intégralement encapsulée dans le parenchyme cérébral ou de la moelle épinière (et ainsi sans contact 

avec les réservoirs de LCR) ne montre d’ADNct dans le LCR.133 

 

Figure 23. Intérêt du LCR dans la 

recherche d’ADN circulant tumoral 

pour les tumeurs du SNC.133 

 

En raison de leur proximité anatomique avec le 

LCR, les tumeurs du SNC peuvent 

potentiellement excréter leur ADN dans ce 

fluide. A titre d’exemple, la recherche d’ADNct 

dans le LCR est de ce fait justifiée pour des 

localisations cérébrales (masse rouge), 

cérébelleuses (masse bleue), spinales (masse 

violette) ou même oculaires (non représentée), à 

condition que la tumeur possède une interface 

avec le compartiment cérébrospinal. 

 

 

Divers travaux ont également démontré l’intérêt de la recherche de la mutation MYD88 L265P sur 

l’ADN circulant du LCR dans le cadre de PCNSL, aussi bien dans les lymphomes cérébraux 

qu’oculaires.134–139  

Parmi les tumeurs MYD88 mutées (prouvées sur la biopsie tumorale ou sur les cellules lymphomateuses 

du LCR selon les cas), la biopsie liquide du LCR est revenue positive dans 67% des cas (6/9),134 73% 

des cas (8/11),135 et à deux reprises dans 100% des cas (9/9 et 15/15).136,137 La recherche de MYD88 

L265P sur l’ADN circulant du LCR a aussi permis d’améliorer la sensibilité diagnostique dans 

l’identification des LOC par rapport aux techniques conventionnelles (histologie, cytologie, CMF).138,139 
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Des fréquences alléliques majorées, comparativement à celles obtenues dans le plasma par d’autres 

études, ont été mises en évidence, probablement en lien avec la proximité plus étroite entre la tumeur et 

le LCR. Ceci pourrait expliquer au moins en partie la meilleure détectabilité de la mutation dans l’ADNct 

du LCR que du sang.134,136 Des résultats similaires ont révélé dans une autre étude que parmi 6 patients 

atteints de PCNSL pour lesquels une biopsie liquide s’est avéré positive, seuls 2 d’entre eux présentaient 

de l’ADNct dans le plasma, et à des VAF inférieures aux VAF correspondantes dans le LCR. Par ailleurs, 

les lymphomes systémiques de la cohorte n’ont pas montré d’ADNct dans le LCR, mais uniquement 

dans le sang.138  

La corrélation modérée entre la concentration d’ADN circulant (total ou tumoral MYD88 muté) dans le 

LCR et le volume tumoral pourrait témoigner de l’utilité de ce paramètre en tant que biomarqueur 

tumoral de réponse thérapeutique et de suivi.136,138 La biopsie liquide présenterait aussi un intérêt 

prédictif de rechutes localisées au niveau du SNC, puisqu’en plus de sa meilleure sensibilité, une ré-

augmentation de la quantité d’ADNct (ciblé par MYD88 ou d’autres gènes) semble être plus précoce que 

pour la CC et la CMF dans ce contexte, qu’il s’agisse de PCSNL ou de SCNSL.138 Ces deux 

caractéristiques font de ce test un candidat potentiel pour l’évaluation de la maladie résiduelle. 

De plus, la supériorité de l’ADN circulant par rapport à l’ADN cellulaire pour l’évaluation du statut 

mutationnel MYD88 a aussi été prouvée. Dans l’étude de Hiemcke-Jiwa et al., seuls 3 cas montrant de 

l’ADNct dans le LCR présentaient également de l’ADN cellulaire muté (3/6).134 Dans l’étude de 

Rimelen et al., 3 cas présentaient de l’ADNc muté en plus de l’ADNcf (3/8). Il est à noter qu’un unique 

cas présentait seulement la mutation dans l'ADNc et non dans l’ADNcf.135 Ces résultats proviennent 

notamment du fait que seule une fraction des PCNSL se caractérisent par un envahissement cellulaire 

leptoméningé (limitant donc la présence de lymphocytes malins mutés dans le LCR), à l’instar de 

l’ADNct qui peut se répandre à distance des cellules tumorales vivantes ou mortes dont il émane, même 

en l’absence d’envahissement méningé.  

L’intégralité de ces rapports s’accordent pour affirmer que la mutation MYD88 L265P est hautement 

spécifique d’un processus lymphomateux. 

 

Les résultats des différents travaux mentionnés ci-dessus témoignent donc de l’importance majeure de 

l’ADN circulant en matière de marqueur diagnostique et de suivi dans le cadre des PCNSL, lorsqu’il est 

ciblé par la mutation MYD88 L265P. La biopsie liquide du LCR semble en effet offrir un bénéfice certain 

aussi bien dans le diagnostic initial que dans le suivi du patient (réponse thérapeutique, maladie 

résiduelle). La seconde partie de ce mémoire fait part des performances de ce test par ddPCR évaluées 

sur une cohorte de 21 PCNSL, ainsi que de sa place au sein du bilan diagnostique initial de cette 

pathologie, notamment en comparaison aux techniques cytologiques, cytométriques et au dosage des 

interleukines. 
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PARTIE 3 : Etude rétrospective au GHRMSA – Comparaison des performances 

des différentes techniques biologiques et intérêt de la mutation MYD88 L265P sur 

l’ADN circulant du LCR dans le bilan diagnostique des PCNSL 

 

I. OBJECTIFS 

 

Ce rapport s’inscrit dans la continuité d’un travail précédemment publié et encadré par le laboratoire 

d’Hématologie du Groupe Hospitalier de la Région de Mulhouse et Sud-Alsace (GHRMSA), en étroite 

collaboration avec le service de Neurologie des Hôpitaux Civils de Colmar (HCC) ainsi que le 

laboratoire d’Oncobiologie des Hôpitaux Universitaires de Strasbourg. Menée entre 2016 et 2018, cette 

étude rétrospective fut une des premières à évaluer l’intérêt de la fraction soluble ou acellulaire du LCR 

(surnageant) dans le diagnostic des PCNSL en matière de recherche de mutations somatiques, en 

l’occurrence la mutation MYD88 L265P. Il a en effet été constaté que cette mutation pouvait être mise 

en évidence par ddPCR dans l’ADNcf (présence d’ADN circulant tumoral), sans être nécessairement 

retrouvée dans l’ADNc et alors que la CC et la CMF ne concluaient pas à un envahissement 

lymphomateux leptoméningé.135 

 

L’étude rétrospective ci-présentée, menée entre 2018 et 2022 au laboratoire d’Hématologie du Centre 

Hospitalier Emile Muller de Mulhouse, vient compléter ces données pionnières à l’aide d’une cohorte 

de patients plus importante, incluant des PCNSL ainsi que divers diagnostics différentiels. Dans un 

premier temps, l’objectif était d’évaluer les performances diagnostiques de la ddPCR dans la détection 

de la mutation MYD88 L265P sur l’ADNc et l’ADNcf du LCR. Dans un second temps, les résultats de 

biologie moléculaire ont été confrontés à ceux obtenus par les techniques traditionnelles, à savoir la CC, 

la CMF, le dosage des interleukines ainsi que l’histopathologie. Le but était d’abord de comparer la 

capacité à témoigner d’un processus lymphomateux cérébral de la fraction soluble (MYD88 muté sur 

ADNcf) à celle de la fraction cellulaire, et de définir si la biopsie liquide permettrait de rattraper des 

diagnostics de PCNSL non prouvés sur les techniques cellulaires. Actuellement, seule la mise en 

évidence d’un envahissement méningé cellulaire d’origine lymphomateuse permet de poser le diagnostic 

de lymphome du SNC par substitution au gold standard anatomopathologique, contrairement au 

surnageant du LCR dépourvu de cellules tumorales. Enfin, l’intérêt de la réitération des ponctions 

lombaires (PL) au diagnostic initial a également été évalué afin de savoir si des prélèvements multiples 

amélioraient ou non la sensibilité des différentes techniques employées. 
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II. MATÉRIELS ET MÉTHODES 

A) Recrutement des patients 

Les patients de cette étude rétrospective ont été inclus sur une période allant de janvier 2018 à septembre 

2022. Les LCR de la majeure partie des patients chez lesquels un PCNSL était notamment suspecté sur 

des arguments neuroradiologiques ont été recueillis par le service de Neurologie des Hôpitaux Civils de 

Colmar, et sous-traités au laboratoire d’Hématologie de Mulhouse pour analyse biologique. En cas de 

masse cérébrale avérée à l’imagerie et de LCR non contributifs, une biopsie cérébrale stéréotaxique était 

effectuée, analysée ultérieurement par le service d’anatomopathologie des HCC. Une partie du 

prélèvement biopsié, ainsi que le LRTBC étaient alors adressés au laboratoire de Mulhouse. Le service 

d’Hématologie clinique du GHRMSA a également contribué à sélectionner des patients supplémentaires. 

 

B) Prélèvements biologiques et sélection des échantillons 

L’intégralité des patients ont bénéficié d’une PL en vue des examens hématologiques du LCR (CC, CMF, 

dosage des interleukines, recherche de la mutation MYD88 L265P sur ADNc et ADNcf). Celle-ci était 

motivée par un faisceau d’arguments fortement évocateurs de PCNSL, variables d’un patient à un autre, 

incluant fréquemment une imagerie évocatrice ou suspecte à l’IRM cérébrale ou au scanner cérébral, 

accompagnée ou non de symptômes neurologiques ou ophtalmiques inexpliqués. En cas de résultats 

biologiques non concluants, et dans la mesure du possible, la PL était réalisée à deux voire trois reprises, 

à des intervalles de temps variables, sans qu’aucun traitement susceptible de modifier le résultat des 

examens ne soit initié pendant ce laps de temps (notamment chimiothérapie ou corticothérapie). 

 

Durant la période de recrutement, 310 prélèvements de LCR sont parvenus au laboratoire d’Hématologie 

pour recherche de cellules lymphomateuses, occasionnellement suivis d’une biopsie cérébrale 

accompagnée ou non d’un LRTBC. 

De manière globale, seuls les LCR appartenant à des patients présentant une imagerie typique ou 

potentiellement en faveur d’un lymphome du SNC ont été conservés. Les patients ayant bénéficié d’une 

PL sur la base de symptômes neurologiques isolés ont été exclus. Les patients souffrant d’un lymphome 

périphérique, et par extension les diagnostics de SCNSL (preuve formelle d’une rechute neuro-méningée 

par un clone identique au clone lymphomateux systémique) ont également été écartés pour ne retenir 

que les formes primitives de lymphome du SNC. Le diagnostic de PCNSL a reposé soit sur une preuve 

anatomopathologique sur biopsie tissulaire, soit sur la preuve biologique d’un envahissement cellulaire 

leptoméningé (CC et CMF positives). 

Parmi les PCNSL, seules les PL effectuées dans le cadre d’un bilan diagnostique initial ont été prises en 

compte. Au regard des objectifs de cette étude, les patients n’ayant bénéficié d’aucune recherche de la 

mutation MYD88 L265P sur ADNcf n’ont pas été retenus. Les prélèvements de suivis ou lors de 
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suspicion de rechute ont été écartés. De plus, les diagnostics de PCNSL posés uniquement sur des 

arguments neuroradiologiques sans aucune preuve histologique ou biologique ont été exclus de l’étude. 

Parmi les patients non diagnostiqués pour un PCNSL (groupe contrôle), seules les PL ayant permis au 

minimum la CC, la CMF et la recherche de la mutation MYD88 L265P sur ADNc et ADNcf ont été 

conservés. 

Finalement, un total de 104 prélèvements appartenant à 76 patients ont été retenus :  37 LCR issus de 21 

patients diagnostiqués en tant que PCNSL, et 67 LCR issus des 55 patients du groupe contrôle. 

 

C) Traitement pré-analytique 

Les LCR en provenance des HCC ont été échantillonnés dans des tubes neutres sans additifs et 

transportés en urgence vers le laboratoire d’Hématologie de Mulhouse, le délai optimal à respecter entre 

le prélèvement et sa réception étant de 2 heures afin de préserver au mieux la viabilité des cellules (et 

donc l’ADNc), ainsi que de l’ADNcf. En effet l’ADN sous forme libre demeure largement exposé aux 

conditions environnementales : sa fragilité impose donc des règles pré-analytiques strictes, et notamment 

un délai de pré-traitement le plus court possible une fois le prélèvement réceptionné. En cas d’analyse 

sur l’ADNcf, il était vivement recommandé de prendre en charge l’échantillon dans les 2 heures suivant 

le prélèvement. Pour des raisons logistiques évidentes, un tel délai restait parfois difficile à respecter 

pour des prélèvements issus d’un autre centre hospitalier.  

 

La gestion des prélèvements de LCR pour suspicion de PCNSL est effectuée par le secteur de CMF du 

laboratoire selon le circuit présenté dans la figure 24. En premier lieu, 500 µL de LCR doivent être remis 

au secteur de cytologie dans le but de réaliser une numération des cellules ainsi que d’apprécier leur 

morphologie. 100 µL de LCR sont également aliquotés dans un cryotube et congelés à -80°C en vue des 

dosages cytokiniques (IL-6 et IL-10) par CBA, sous-traités au laboratoire d’Hématologie de l’hôpital 

Pitié Salpetrière-Charles Foix de l’Assistance Publique des Hôpitaux de Paris (AP-HP). 

Le volume d’échantillon restant est ensuite centrifugé 5 minutes à 1500 tours/min (380g). La totalité du 

surnageant, nécessaire pour la recherche d’ADN circulant tumoral, est transférée au secteur de biologie 

moléculaire. Le culot cellulaire est quant à lui repris dans 300µL de tampon salin PBS (phosphate-

buffered saline) et réparti entre le secteur de biologie moléculaire pour la recherche de mutation sur 

l’ADNc (100µL), et le secteur de CMF pour l’immunophénotypage cellulaire (200µL) : 100µL sont 

alors destinés au panel d’orientation, et 100µL soit pour acquérir un nombre d’évènements plus élevé, 

soit pour réaliser un panel complémentaire (analyse des chaînes légères en intra-cytoplasmique ou de 

marqueurs supplémentaires pour caractériser le lymphome). Les analyses de biologie moléculaire étant 

différées pour être lancées par séries de patients, le culot remis en suspension dédié à la recherche de la 

mutation de MYD88 est directement été congelé à -20°C, tandis que le surnageant est centrifugé une 
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seconde fois pendant 10 minutes à 16 000g, à une température de +4°C, avant d’être conservé à une 

température de -80°C. 

Etant donné les multiples examens pratiqués sur le LCR, il apparait de façon évidente qu’une PL de 

qualité est primordiale afin de recueillir un volume suffisamment important, ce qui constitue une 

problématique majeure pour l’obtention de ce prélèvement précieux.  

 

 

Figure 24. Gestion pré-analytique des échantillons de LCR au laboratoire. 
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D) Cytologie conventionnelle 

L’étude cytologique du LCR comprend l’évaluation de son aspect macroscopique, le comptage manuel 

des hématies et des leucocytes à l’aide d’une cellule de type Kovaslide®, et l’analyse morphologique 

des cellules préalablement fixées et colorées au microscope. Pour ce faire, un volume recommandé de 

200 µL de LCR (pur ou dilué selon la cellularité) est d’abord additionné à 50µL de sérum albumine 

bovine à 30%, cytospiné 8 minutes à 600 tours/min puis coloré au May-Grünwald Giemsa à l’aide d’un 

colorateur automatique de type SmartColor® (Biosynex). La présence d’une cellule suspecte de 

malignité (taille moyenne à grande, noyau irrégulier et nucléolé, cytoplasme basophile) est suffisante 

pour qualifier le résultat de positif. Les résultats des frottis sanguins ne montrant que des cellules lysées 

non identifiables sont qualifiés d’ininterprétables. 

 

E) Cytométrie en flux 

Les échantillons les plus anciens de la cohorte ont été analysés sur un cytomètre en flux 8 couleurs de 

type FACSCanto II® (3 lasers) par l’intermédiaire du logiciel FACSDiva® (BD Biosciences), tandis que 

les échantillons plus récents ont été analysés sur un cytomètre 10 couleurs de type Navios EX® (3 lasers) 

à l’aide du logiciel Kaluza C® (Beckmann Coulter). Les deux systèmes d’analyse ont été comparés et 

la concordance des résultats obtenus a été validée au préalable.  

Un premier panel d’orientation élaboré pour la recherche de pathologies lymphoïdes, et basé sur la 

stratégie Euroflow est réalisé à partir de la première suspension de culot cellulaire (100 µL). Les panels 

n°1 et 2 sont utilisés respectivement avec le FACSCanto et le Navios (tableaux 2 et 3). Concernant le 

panel n°2, il s’agit d’un mix d’anticorps déjà prêt à l’emploi commercialisé par Beckmann Coulter 

(ClearLLab Lymphoïd Screen®), sous forme lyophilisée, destiné à être vortexé avec la suspension 

cellulaire. 10 µL de mix Kappa/Lambda (Dako) y sont également ajoutés afin de mieux évaluer le 

caractère monotypique ou polytypique des lymphocytes. Une incubation de 15 minutes à l’abri de la 

lumière est nécessaire, avant de laver une fois la suspension au tampon PBS et de récupérer le culot dans 

500 µL du même tampon. 

Dans de rares cas, un tube complémentaire est réalisé pour analyser l’expression des chaînes légères en 

intra-cytoplasmique lorsque les lymphocytes n’expriment pas de chaînes en surface. Le même panel de 

dépistage peut également être répété afin d’acquérir plus d’évènements lorsque les cellules 

lymphomateuses détectées ne représentent pas plus de 10 événements. De façon exceptionnelle, un panel 

orienté vers les lymphomes T est envisagé si lymphocytes suspects s’avèrent être de lignée T. 

En effet, les panels utilisés diffèrent entre les deux techniques au niveau des couplages anticorps-

fluorochromes, du nombre de fluorochromes utilisés (8 pour le FACSCanto et 10 pour le Navios) et des 

fournisseurs de réactifs. Néanmoins, les cibles étudiées restent sensiblement identiques, puisque les 

marqueurs d’intérêt majeurs pour les lymphomes sont conservés.  
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Le résultat de la CMF est considéré comme positif dès lors qu’une population clonale est détectée 

(monotypie kappa ou lambda franche, sur un minimum de 10 évènements cellulaires), et que l’hypothèse 

d’une contamination sanguine est écartée. 

 

 

Tableau 2. Panel d’anticorps n°1 employé avec le cytomètre FACSCanto II. 

 

 

Tableau 3. Panel d’anticorps n°2 employé avec le cytomètre Navios EX. 

 

F) Biologie moléculaire 

Auparavant, la recherche de la mutation de MYD88 était effectuée par qPCR traditionnelle. Après une 

étape d’extraction et un programme d’amplification donné, un gel électrophorétique était employé pour 

séparer les amplicons et détecter ou non une bande correspondant au variant MYD88 L265P muté grâce 

à un témoin positif. Avec l’acquisition de la ddPCR, la qPCR démontrée comme étant moins sensible a 

d’abord été comparée aux résultats de la PCR digitale, puis a finalement été abandonnée par le 

laboratoire. Les patients de l’étude n’ayant plus bénéficié de cette technique à partir de 2021, les données 

de cette analyse n’ont pas été exploitées. La procédure opératoire suivante s’applique donc uniquement 

à la ddPCR. 

 

1) Extraction de l’ADN 

L’extraction des ADN cellulaire et circulant représente la première étape indispensable à la recherche de 

mutations somatiques, permettant de travailler sur du matériel génétique purifié et isolé de tout 

contaminant cellulaire ou circulant.  

Tandis que l’ADNc du LCR nécessitait une extraction manuelle en raison de sa faible concentration, 

l’existence d’un kit spécialement conçu par Qiagen pour l’ADNcf (QIAsymphony DSP Circulating 

DNA, réf. 937556) offre la possibilité d’une extraction automatisée pour l’ADN du surnageant, à l’aide 

de l’extracteur QIAsymphony®. 
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L’extraction manuelle de l’ADNc est effectuée à l’aide du kit QIAamp DNA micro kit et de la colonne 

à élution MiniElute (Qiagen), selon le protocole suivant : décongeler l’échantillon à température 

ambiante (100µL) ; ajouter 10µL de protéinase, 100µL de tampon AL, 100 µL de tampon ATL et 2µL 

de RNA carrier ; vortexer pendant 15 secondes et spiner ; incuber 10 minutes à 56°C dans le bain marie 

sec ; ajouter 50µL d’éthanol absolu ; incuber 3 minutes à température ambiante ; vortexer 15 secondes 

et spiner ; déposer le mix sur la colonne ; centrifuger 1 minute à 6000g, placer la colonne sur un nouveau 

tube collecteur ; ajouter 500µL de tampon AW1 ; centrifuger 1 minute à 6000g, placer la colonne sur un 

nouveau tube collecteur ; ajouter 500µL de tampon AW2 ; centrifuger 3 minutes à 20 000g, placer la 

colonne sur un tube Eppendorf 1.5 mL ; ajouter entre 55 µL de tampon AE ; laisser incuber 5 minutes à 

température ambiante ; centrifuger 1 minute à 20000g ; redéposer le filtrat sur la colonne, incuber 5 

minutes à température ambiante ; centrifuger 1 minute à 20000g. 

 

Concernant le surnageant, celui-ci est centrifugé pendant 5 minutes à 3200g et isolé des éventuels 

cristaux formés pendant la période de conservation. Un volume total de 2 mL est nécessaire afin 

d’augmenter la quantité de matériel génétique. Après une étape de lyse cellulaire préalable par la 

protéinase K, les brins d’ADN circulant peuvent se lier à des billes magnétiques par polarité ionique. Le 

milieu réactionnel subit alors successivement une étape de lavage des impuretés présentes, puis une 

étape d’élution des brins d’ADN.  

 

Une fois les extractions terminées, la concentration en ADN extrait (absorbance maximale à 260 nm) 

ainsi que sa pureté sont déterminées par le spectrophotomètre Nanodrop 2000® (Thermo Scientific). En 

fonction du niveau d’absorbance à 280 nm et à 230 nm, une courbe d’absorbance ainsi que des ratios 

d’absorbance A260/A280 et A260/230 sont établis pour évaluer le niveau de contamination de l’ADN 

respectivement par les protéines, et par d’éventuels composés chimiques ou organiques. Ces ratios 

doivent idéalement être supérieurs à 1,8 pour témoigner d’un ADN extrait pur. 

L’ADNc et l’ADNcf sont conservés respectivement à +4°C et à -20°C jusqu’au lancement de la PCR. 

 

2) Préparations des échantillons et du mix 

Etant donné la charge d’ADN plus conséquente dans les prélèvements cellulaires que dans les 

surnageants, les suspensions d’ADNc sont diluées de moitié dans de l’eau RNAse Free (8 µL 

d’échantillon pour 8 µL d’eau), tandis que les surnageants sont utilisés purs (volume final = 16 µL). 

Pour chaque série sont également préparés un contrôle positif pour le variant MYD88 L265P (2µL de 

solution pour 14µL d’eau), un témoin normal dépourvu de la mutation (2µL de solution pour 14µL 

d’eau), ainsi qu’un contrôle négatif constitué exclusivement d’eau (16µL d’eau). 

Concernant le mix réactifs, celui-ci est préparé manuellement et en quantité adaptée au nombre 

d’échantillons, de sorte à pouvoir ajouter 28 µL de mix (BioRad) aux 16 µL des échantillons patients et 
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des témoins. Ce mix contient de l’eau (3,8µL), les deux sondes fluorescentes (2,2µL), et un mélange 

(22µL) composé entre autres par les nucléotides, l’ADN polymérase, une paire d’amorce sens et anti-

sens encadrant la séquence d’intérêt et du tampon. Les volumes ci-dessus ont été définis pour permettre 

une analyse en duplicate pour chaque patient et chaque témoin afin d’améliorer la sensibilité analytique. 

L’usage préliminaire d’enzymes de restriction dans le but de séparer et de digérer les brins d’ADN n’est 

pas nécessaire pour le traitement des LCR, la concentration en ADN étant relativement faible en 

comparaison aux prélèvements sanguins. 

 

3) Génération des gouttelettes, préparation de la plaque et amplification 

La prochaine étape apparaît propre à la ddPCR. A l’aide du QX 200 Droplet Generator® (BioRad), des 

milliers de gouttelettes lipidiques individualisées contenant idéalement un unique exemplaire de brin 

d’ADN sont générées au sein des puits d’une cassette spécialement conçue, à partir de 20µL de 

préparation mix-ADN et de 70µl d’huile de génération. Après quelques minutes de temps de formation, 

40µL de solution de gouttelettes sont transférés en duplicate pour chacun des patients et des témoins 

dans une plaque 96 puits. Celle-ci est ensuite scellée à 190°C avec un film d’aluminium afin d’éviter les 

contaminations, à l’aide d’un scelleur PX 1 PCR Plate Sealer® (BioRad). 

La plaque est alors prête pour l’étape d’amplification de l’ADN (PCR en point final), effectuée à l’aide 

d’un thermocycleur C1000 Touch® (BioRad) selon le programme suivant : 1 cycle de 10 minutes à 95°C 

(activation enzymatique) ; 40 cycles de 30 secondes à 94°C (dénaturation de l’ADN) et successivement 

1 minute à 58°C (hybridation et élongation de l’ADN) ; 1 cycle de 10 minutes à 98°C (désactivation 

enzymatique) ; 1 cycle de durée indéterminée à 4°C (conservation de la plaque). 

 

4) Lecture de fluorescence 

Enfin, la plaque est placée dans un lecteur de type QX 200 Droplet Reader® (BioRad) afin d’évaluer 

l’intensité de fluorescence pour les séquences WT et mutées de chaque gouttelette. Après 30 minutes à 

1 heure de lecture, les résultats sont analysés via le logiciel QuantaSoft Plate®, ou sa version plus récente 

QuantaSoft Analysis Pro® (BioRad).  

 

5) Interprétation des résultats 

Les données sont représentées sous la forme de graphiques uni- ou bidimensionnels en fonction de la 

positivité de chaque gouttelette dans les canaux mutés (channel 1) et/ou WT (channel 2). En effet, 

l’utilisation de deux sondes fluorescentes spécifiques des séquences WT (sonde HEX) ou mutées (sonde 

FAM) rend possible la discrimination du statut mutationnel de chacune des gouttelettes analysées.  

Le seuil de positivité de fluorescence, identique pour les deux canaux, est ajusté manuellement en 

fonction de la dispersion des points des différentes populations obtenues à partir des témoins, selon deux 

types de représentation graphique (exemples visibles dans le chapitre de la ddPCR) : des nuages de 
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points unidimensionnels représentant l’intensité de fluorescence pour chaque gouttelette placée en 

fonction des puits et pour chaque canal ; des nuages de points bidimensionnels avec intensité de 

fluorescence du canal muté en fonction de celle du canal WT pour chaque gouttelette. Cette dernière 

représentation permet donc de distinguer les gouttelettes double-négatives (aucune amplification de 

séquence MYD88), les gouttelettes mutées (positives dans le canal 1 pour la mutation MYD88 L265P), 

les gouttelettes WT (positives dans le canal 2) et les gouttelettes double-positives (amplification d’un 

brin WT et d’un brin muté dans la même gouttelette). Bien qu’une gouttelette ne doive en théorie contenir 

qu’un seul type de séquence, il est possible d’apercevoir des gouttelettes double-positives de façon plus 

occasionnelle, notamment en cas de d’excès de matériel génétique.  

Le seuil de positivité de fluorescence doit être réajusté de manière individuelle en cas d’inhibition ou de 

saturation de la réaction de PCR (matérialisée par une diminution globale d’intensité de fluorescence 

dans les deux canaux), afin de ne pas considérer à tort un résultat comme étant négatif. 

La technique est validée si un minimum de 10 000 gouttelettes a été analysé par puits, soit un minimum 

de 20 000 gouttelettes par patient ou par témoin. Le témoin négatif contenant de l’eau et dépourvu 

d’ADN doit donc présenter uniquement des gouttelettes double-négatives (aucune séquence WT ni 

mutée). Le témoin normal ne doit présenter que des gouttelettes de type WT, tandis que le témoin positif 

doit montrer une majorité de gouttelettes mutées.  

La limite de détection définie par le fournisseur pour qualifier un variant muté chez un patient est de 3 

gouttelettes positives pour la séquence mutée. La limite de détection est recalculée si besoin en 

multipliant par 3 le nombre de gouttelettes faussement positives potentiellement identifiées dans le 

témoin négatif ou le témoin normal (équivalent au bruit de fond de la série). En plus de cette limite de 

détection, l’intensité de fluorescence des gouttelettes mutées doit idéalement se rapprocher de celle du 

témoin positif pour considérer que les gouttelettes positives sont significatives, hormis en cas 

d’inhibition ou de saturation avérée de la PCR. Les gouttelettes doublement positives sont considérées 

comme mutées. Une discordance évidente entre les duplicates d’un échantillon impose de réitérer 

l’analyse. 

 

G) Dosage des interleukines IL-10 et IL-6 

Cet examen est actuellement sous-traité au laboratoire de biologie médicale des hôpitaux universitaires 

Pitié-Salpêtrière de l’AP-HP. Le dosage des interleukines est effectué par la technique CBA et offre des 

valeurs quantitatives pour l’IL-10 et l’IL-6, ainsi que le ratio IL-10/IL-6. Le seuil de positivité de l’IL-

10 a été défini à 4pg/mL. Pour les valeurs proches de ce seuil (entre 4 et 10 pg/mL), la valeur du ratio 

permet de compléter l’interprétation des résultats : un ratio < 1 conclut le résultat comme négatif, tandis 

qu’un ratio ≥ 1 confirme la positivité de l’IL-10. 
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III. RÉSULTATS 

A) Données démographiques, diagnostiques et biologiques 

Les 21 cas de PCNSL incluent 20 PCNSL de l’immunocompétent, et 1 PCNSL associé à un contexte 

d’immunodépression (cas #19, stade SIDA profond). Le cas #21 souffrait d’une forme oculaire isolée 

sans atteinte cérébrale. 

Parmi les 55 patients du groupe contrôle, divers diagnostics ont pu être reliés aux anomalies visibles à 

l’imagerie : 20 tumeurs non hématopoïétiques du SNC (13 glioblastomes, 7 gliomes), constituant le 

principal diagnostic différentiel des PCNSL ; 13 origines inflammatoires ou dysimmunitaires (scléroses 

en plaques, méningites non infectieuses, autres lésions inflammatoires, myélites ou atteintes optiques 

auto-immunes, maladie à IgG4) : 8 origines infectieuses (abcès, méningites, encéphalites, leuco-

encéphalopathie multifocale progressive, uvéites) ; 3 amyloïdopathies et 2 leucopathies ; 3 accidents 

vasculaires cérébraux ; 1 étiologie iatrogène ; 1 cause métastatique d’un cancer solide ; 4 autres 

diagnostics (vascularite cérébrale primitive, syndrome de Miller-Fischer, épilepsie, schizophrénie).  

 

Le tableau 4 rassemble les principales données démographiques et biologiques concernant les patients 

étudiés. Le groupe de PCNSL était composé de 52,4% de femmes (11/21) et 47,6% d’hommes (10/21). 

49,1% d’hommes (27/55) et 50,9% de femmes (28/55) composaient le groupe contrôle. L’âge médian 

au diagnostic des PCNSL était de 72 ans, contre 63 ans pour le groupe contrôle. 

 

 

Tableau 4. Données démographiques et biologiques des 76 patients. 

 

Les échantillons de LCR ont été pris en charge par le laboratoire avec un délai médian de 1h56 à partir 

de l’heure de prélèvement (défini à partir de 98 échantillons parmi les 104 totaux), avec un laps de temps 

plus allongé pour près de la moitié d’entre eux (43 LCR acheminés en plus de 2 heures, dont 1 LCR en 
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plus de 3 heures). A noter que les conditions pré-analytiques ont été bien respectées pour les patients 

prélevés directement sur site. Notre expérience a cependant montré que cet intervalle de temps ne 

semblait pas être un obstacle à l’obtention de résultats exploitables en routine, mais qu’un délai rallongé 

devait toutefois être pris en considération, notamment en cas de bilan diagnostique négatif. 

 

La majorité des échantillons de ce travail a répondu aux exigences en termes de volume, avec un volume 

médian global de LCR de 8,75mL (calculé à partir de seulement 78 prélèvements parmi les 104 LCR 

faute de renseignements), bien que certains n’aient pas systématiquement bénéficié de la recherche de 

la mutation MYD88 L265P sur ADNc et sur ADNcf dans le groupe des PCNSL. La quantité de matériel 

biologique constitue donc le principal facteur limitant dans la réalisation du panel d’examens 

envisageables (volume observé le plus faible = 1.5mL).  

 

B) Taux d’envahissement méningé et performances diagnostiques 

Le tableau 5 présente l’ensemble des résultats biologiques obtenus pour les 21 cas de PCNSL à partir de 

37 LCR : 13 patients ont bénéficié d’une seconde PL, et 3 patients d’une troisième PL, la CC et la CMF 

ayant été réalisées systématiquement sur tous les LCR. Le taux de positivité final (valeur encadrée et en 

gras) traduit la proportion de patients positifs pour chaque paramètre en tenant compte des résultats 

parfois multiples des LCR (un patient est considéré comme positif pour un paramètre dès lors qu’au 

moins un de ses LCR est positif) : 71,4% pour la CC (15/21), 61,9% pour la CMF (13/21), 100% pour 

le dosage de l’IL-10 (21/21), 47,6% pour la mutation MYD88 L265P sur ADN cellulaire (10/21), et 

71,4% pour la mutation sur ADN circulant (15/21). Un envahissement cellulaire leptoméningé, défini 

par l’association de résultats positifs pour la CC et la CMF sur un même prélèvement, est détecté chez 

61,9% des cas (13/21).  

 

Ainsi, le diagnostic de PCNSL a pu être posé dans le LCR sur l’argument biologique d’un EM chez 13 

patients de la cohorte. Pour les 8 patients restants (38,1%), ce sont les résultats anatomopathologiques 

de la biopsie cérébrale (n=7), ou les résultats biologiques de la vitrectomie dans le cas d’un lymphome 

oculaire (n=1, cas #21) qui ont permis de déterminer le diagnostic. A noter que le cas #2 qui présentait 

un EM a également bénéficié d’une biopsie cérébrale. Le statut mutationnel de MYD88 a également été 

étudié pour 7 biopsies et le liquide vitré, révélant la mutation L265P pour la majorité des prélèvements. 

 

La sensibilité de détection de la mutation L265P dans le surnageant du LCR a été évaluée en se basant 

sur les patients présentant une preuve cellulaire de la mutation. Il s’agit donc des patients pour lesquels 

le gène muté MYD88 a été détecté sur des cellules lymphomateuses : uniquement sur LCR (n=7) ; 

uniquement sur biopsie cérébrale (n=3) ; sur LCR et biopsie cérébrale (n=3) ; sur vitrectomie (n=1). 
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Tableau 5. Données biologiques des 21 PCNSL et taux de positivité. Les résultats négatifs et positifs sont 

codifiés respectivement par 0 et 1. Cytop. : cytopathologie (par examen anatomopathologique ou biologique). 
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Finalement, la mutation a donc été retrouvée sur la fraction cellulaire tumorale de 14 patients, ayant 

bénéficié au total de 23 LCR avec recherche de la mutation sur ADNcf. Celle-ci a été retrouvée sur 18 

prélèvements, démontrant une sensibilité de la technique de 78,3% (18/23). 

 

Le tableau 6 résume les données de spécificité pour diagnostiquer un PCNSL qui ont pu être obtenues à 

partir du groupe contrôle, pour chacun des paramètres : 89,6% pour la CC (60/67), 100% pour la CMF 

(67/67), 97,1% pour le dosage de l’IL-10 (33/34), 100% pour la recherche de MYD88 L265P sur ADNc 

et ADNcf (67/67). Ainsi, 7 faux-positifs ont été relevés pour la CC, et un seul pour l’IL-10. 

 

 

Tableau 6. Résultats du groupe contrôle et spécificités diagnostiques. 

 

C) Intérêt de la réitération des PL 

Parmi les 13 patients ayant bénéficié de PL multiples (13 PL doubles, 3 PL triples), la majorité ont été 

effectuées avec environ un jour d’intervalle (n=9). Certaines PL ont été réitérées au bout de quelques 

jours : 2 jours (n=1), 3 jours (n=2) ou 5 jours (n=1). D’autres ont été répétées dans un laps de temps plus 

long : 11 jours (n=1), 27 jours (n=1) ou 34 jours (n=1). Aucun nouveau traitement n’aura été instauré 

pendant les intervalles de temps séparant les PL multiples. Une corticothérapie aura néanmoins été 

stoppée entre les 2 PL pratiquées chez le cas #17. Autrement, seuls les cas #10, #12, #15 et #16 étaient 

traités par glucocorticoïdes au moment de leurs PL. 

 

Pour chaque patient, les paramètres qui ne se seraient pas positivé sur toutes les PL réitérées sont 

matérialisés en rouge. Les taux de positivité cumulés désignent alors le taux de positivité à chaque PL 

en tenant compte des nouveaux cas positifs. Par analogie, la preuve biologique d’un EM (CC et CMF 

positives) apportée grâce au 2ème ou 3ème LCR est matérialisée en rouge. Ainsi, nous pouvons constater 

qu’un EM a été diagnostiqué à la 1ère PL chez seulement 42,9% des patients (9/21). La réalisation d’une 

2ème PL chez 13 patients (dont 11 pour lesquels aucun EM n’avait été prouvé au préalable) a permis de 

prouver un envahissement cellulaire chez 3 patients supplémentaires. La réalisation d’une 3ème PL chez 

3 patients (dont 2 pour lesquels aucun EM n’avait été prouvé au préalable) a apporté 1 cas d’EM 

supplémentaire. Le patient #19 est le seul à ne pas avoir bénéficié d’au moins deux LCR alors que son 

unique bilan ne montrait pas d’EM. Parmi les 8 patients sans preuve d’EM au 2ème LCR, seuls 2 ont 

bénéficié d’une 3ème PL. Au total, la réitération des PL dans cette cohorte aura permis de détecter un 
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EM, et donc de diagnostiquer formellement un PCNSL par biologie médicale, chez 61,9% des patients 

(13/21). 

 

Indépendamment du bénéfice concernant la détection d’un EM, les résultats révèlent que d’autres 

patients ayant bénéficié de LCR multiples présentent des résultats discordants pour certains paramètres. 

Le cas #11 présente une CC positive uniquement sur le 1er LCR et non sur le 2ème. Concernant l’étude 

du gène MYD88, l’analyse d’un second LCR était nécessaire pour les patients #10 et #17 afin de détecter 

la mutation L265P. Pour les cas #10 et #21, la mutation a également pu être détectée sur ADN circulant 

à partir du 2ème LCR, tandis qu’elle a été mise en évidence sur le premier et non le 2ème LCR pour le 

patient #18. La réitération des PL n’a pas impacté les résultats du dosage des interleukines, qui étaient 

en faveur d’un PCNSL sur l’ensemble des LCR étudiés. 

 

 

IV. DISCUSSION 

A) Performances diagnostiques : CC, CMF et IL-10 

Dans ce travail, un « taux de positivité » pour chacun des paramètres étudiés a été déterminé. La 

sensibilité diagnostique est inappropriée pour la CC et la CMF puisque leur combinaison a été décrétée 

comme une méthode diagnostique de référence. En effet, les résultats de CC et de CMF ont eux-mêmes 

fait office de gold standard biologique alternatif à la biopsie tissulaire pour diagnostiquer un PCNSL. 

De plus, la présence d’un EM n’est pas systématique et est soumise à une variabilité inter- et intra-

individuelle. Les résultats de CC et de CMF peuvent donc naturellement se révéler non concluants, pour 

des raisons physiopathologiques et non de performance intrinsèque du test biologique. De la même 

façon, la mutation L265P du gène MYD88, bien que souvent impliquée dans les PCNSL, n’est pas 

toujours présente et ne peut donc pas toujours être détectée. Seule l’IL-10 peut donc se voir attribuer un 

taux de positivité correspondant à une véritable sensibilité diagnostique de PCNSL. 

 

1) CC, CMF et taux d’EM 

Dans ce travail, la CC et la CMF arborent respectivement un taux de positivité de 71,4% et 61,9%. La 

performance de ces deux méthodes pour exclure un PCNSL apparaît peu satisfaisante, mais peut 

s’expliquer au moins en partie par le fait que tous les patients ne présentent pas nécessairement d’EM 

au moment du prélèvement céphalo-rachidien. Une dissémination méningée concernerait 7 à 42% des 

PCNSL selon la littérature, la majorité des études retrouvant des chiffres compris entre 15 et 20%.9,22,80,81 

Des chiffres plus ou moins similaires ont été obtenus pour les SCNSL.94,95,97–100 Ces données sont 

toutefois soumises à de potentielles discordances entre les études en raison des techniques utilisées pour 

définir un EM, ainsi que des critères de positivité choisis. Ici, la CC était qualifiée de positive dès lors 

qu’une cellule douteuse était observée sur la cytospin : taille moyenne à grande, cytoplasme basophile, 
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chromatine décondensée ou nucléolée, noyau irrégulier, avec un aspect différent d’un monocyte ou d’un 

lymphocyte classique. Un résultat positif était conclu par la CMF dès lors qu’une population de 10 

cellules au minimum (clusterisée sur l’expression de différents marqueurs) était caractérisée de clonale 

(expression exclusive d’un seul isotype de chaîne légère de surface).  

 

La CC affiche un meilleur taux de positivité que la CMF. Cet élément contraste avec les résultats de la 

majorité des études ayant comparé ces deux techniques dans la détection d’un EM (PCNSL et SCNSL 

confondus).94–100 Ceci pourrait être la conséquence d’un critère de positivité moins restrictif pour la CC 

que pour la CMF, puisque l’identification d’une seule cellule suspecte suffisait pour conclure à un 

résultat positif. De plus, bien que l’aspect cytologique soit apprécié par plusieurs lecteurs expérimentés, 

la lecture microscopique souffre naturellement d’un manque de reproductibilité et d’un certain degré de 

subjectivité. Cette problématique est d’autant plus marquée par la confusion possible entre des cellules 

lymphomateuses de DLBCL et des lymphocytes réactionnels qui peuvent présenter un aspect semblable, 

et par l’altération potentielle des cellules liée à la procédure opératoire de la cytospin. Il devient donc 

inévitable de considérer à tort certains échantillons comme positifs (notamment les prélèvements pauci-

cellulaires ou présentant de rares cellules suspectes), se traduisant par une spécificité de seulement 

89,6%. En comparaison, la spécificité de la CMF est excellente (100%), mais au détriment d’une 

détectabilité moins optimale que la CC. Ceci reflète bien la complémentarité des deux techniques, et 

justifie l’importance de systématiquement les associer. C’est pourquoi il a été décidé de diagnostiquer 

un EM uniquement lorsque les deux techniques sont positives.  

 

Il est intéressant de constater que le taux d’EM correspond en fait au taux de positivité de la CMF, soit 

61,9% (13/21). En effet, il n’a pas été observé de résultats où la CMF était isolément positive, à 

l’exception du 3ème LCR du cas #9 où la CC était négative sans raison évidente exceptée une pauci-

cellularité relative de la cytospin. Heureusement, le 2ème LCR de ce patient avait déjà démontré 

l’existence d’un EM (CC et CMF positives). Etant donné l’excellente spécificité de la CMF, il serait 

naturel de considérer qu’un résultat positif en CMF se suffise à lui seul pour diagnostiquer un EM, et 

d’abandonner le résultat de la CC. Néanmoins, il serait indispensable de vérifier ces données sur une 

cohorte plus importante. De plus, le meilleur taux de positivité de la CC permet pour certains patients 

d’orienter plus fortement l’hypothèse diagnostique vers un lymphome du SNC et de poursuivre les 

investigations, bien que la CMF demeure négative. L’association de la CC permet également de 

conforter le diagnostic lorsqu’elle est cohérente avec les résultats de CMF. 

 

Ainsi, la CC se révèle plus fréquemment positive de façon isolée. Pour le cas #10, la CMF a montré à 2 

reprises une population lymphocytaire B composée de peu d’évènements, et n'exprimant pas de chaînes 

légères en surface, ne permettant donc pas de prouver avec certitude sa clonalité et son caractère malin. 
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Le patient #11 présente une population minoritaire lymphoïde B mais n’exprimant aucune chaîne légère 

de surface sur le 1er LCR, et une population sans restriction isotypique sur le 2ème LCR. La grande taille 

de ces cellules (FSC très élevée) ne suffit pas à caractériser la population de lymphomateuse. Enfin, le 

patient #20 a présenté un LCR avec une population lymphocytaire minoritaire de grande taille mais 

montrant seulement une inversion du rapport kappa/lambda, un LCR sans aucune anomalie, avant 

d’afficher une population monoclonale kappa sur un dernier LCR. Une solution pour pallier le défaut 

d’expression de chaînes légères kappa ou lambda en surface serait de rechercher leur présence en intra-

cytoplasmique à l’aide d’anticorps et d’un mode opératoire adaptés. Cette technique en cours d’essai au 

laboratoire ne s’est néanmoins pas révélé suffisamment optimale. 

 

Le cas #2 a présenté un EM à deux reprises au sein d’un prélèvement hémorragique. L’absence de clones 

malins en périphérie et de maladie systémique permettait d’exclure une éventuelle origine sanguine et 

d’affirmer la véritable localisation méningée. Théoriquement, ce patient n’aurait pas nécessité le recours 

à une biopsie cérébrale, puisque le diagnostic de PCNSL était fait sur la base de l’EM. Néanmoins, le 

profil atypique du clone détecté dans le LCR a motivé la poursuite des investigations. Il s’agissait d’un 

clone de petite taille, au noyau parfois irrégulier et nucléolé, dont le phénotype révélait une clonalité 

lambda ainsi qu’un score de Matutes à 3, incompatible au premier abord avec un DLBCL. Finalement, 

la biopsie cérébrale a révélé une tumeur de type DLBCL de même restriction isotypique. Une étude des 

réarrangements VDJ a prouvé l’existence de remaniements identiques entre le clone cérébral et le clone 

méningé, témoignant donc de leur lien de parenté. Ainsi, la raison de la présence de deux profils 

vraisemblablement distincts reste obscure. Un développement malin de deux clones distincts malgré tout 

apparentés et exclusivement au niveau du SNC pourrait traduire la détection d’un stade évolutif dans la 

tumeur cérébrale et une dissémination méningée de l’autre stade évolutif. 

 

2) Dosages de l’IL-10 et IL-6 

Le dosage de l’IL-10, marqueur soluble innovant, révèle dans cette étude une excellente sensibilité 

diagnostique (100%) et est retrouvée à concentration élevée dans l’intégralité des LCR des PCNSL 

(n=24), ainsi qu’une spécificité très satisfaisante (97,1%). Ces résultats avoisinent les performances les 

plus hautes démontrées dans la littérature (sensibilité de 59 à 96%, spécificité de 83 à 100%),89 et se 

montrent supérieures à celles obtenues par Nguyen et al. (sensibilité de 88,6% et de 88,9%), malgré le 

même choix de seuil de positivité (4 pg/mL).124 Ceci peut en partie s’expliquer par la prise en compte 

supplémentaire du ratio IL-10/IL-6 pour conclure quant aux valeurs basses d’IL-10 comprises entre 4 et 

10 pg/mL, qui imposent un ratio ≥ 1 pour qualifier le résultat de positif. Ainsi, ce paramètre diagnostique 

dosé dans le surnageant du LCR apparait comme un excellent marqueur d’exclusion d’un lymphome du 

SNC. Cette molécule est potentiellement sécrétée par les cellules lymphomateuses, mais tout 

particulièrement par les différents acteurs physiologiques du système immunitaire.89 Ainsi, l’instauration 



 

77 
 

de traitements anticancéreux impacteraient à court terme principalement les cellules malignes, ce qui 

préserverait ainsi la synthèse anormale d’IL-10 par les éléments cellulaires sains et ne perturberait pas 

le dosage biologique en début de traitement, bien qu’un rétro-contrôle négatif finisse par se mettre en 

place sur la sécrétion d’IL-10.124 De plus, la localisation cérébrale de la tumeur et de son 

microenvironnement immunitaire, et la distribution ubiquitaire des différents acteurs physiologiques 

pourraient expliquer que l’IL-10 transite vers la tumeur via le LCR et soit malgré tout retrouvée à des 

concentrations élevées même en l’absence de dissémination méningée. La proximité anatomique entre 

l’œil et le LCR peut justifier une concentration élevée d’IL-10 dans le LCR même en cas de lymphome 

strictement oculaire,124 comme c’est le cas pour le patient #21. 

 

Néanmoins, les résultats de ce travail reflètent l’interprétation délicate dont fait l’objet le dosage des 

interleukines, et la difficulté consécutive à établir de manière consensuelle un seuil diagnostique dans le 

cadre des lymphomes cérébraux. Parmi les 24 LCR analysés chez les PCNSL, 4 présentaient un ratio 

IL-10/IL-6 < 1, mais qualifiés de positifs car le taux d’IL-10 était supérieur à 10 pg/mL. A l’inverse, 8 

d’entre eux ont présenté un ratio > 1, mais associé à une valeur d’IL-10 relativement basse (entre 5 et 

30 pg/mL). Dans le groupe contrôle, un résultat faussement positif a été relevé, avec des concentrations 

en IL-10 et en IL-6 à 5 pg/mL, aboutissant à un ratio égal à 1. Deux autres patients ont affiché un taux 

d’IL-10 entre 4 et 10 pg/mL, mais ont été rendus négatifs à partir d’un ratio < 1. Premièrement, ces 

données prouvent que les valeurs proches du seuil décisionnel ne doivent pas donner lieu à une 

conclusion formelle, et que la prise en compte des concentrations et celle du ratio sont nécessaires. 

Deuxièmement, notre expérience a montré qu’il était possible d’observer une concentration élevée d’IL-

10 (> 10 pg/mL), mais accompagnée d’un ratio < 1 en raison d’un taux d’IL-6 majoré. Malgré 

l’interprétation conjointe des deux critères, il demeure parfois difficile de conclure entre un véritable 

lymphome du SNC associé à une composante inflammatoire indépendante ou non, et un contexte 

purement inflammatoire à l’origine d’un relargage cytokinique massif, toutes cytokines confondues. En 

conclusion, le dosage des interleukines requière une grande prudence d’interprétation. Bien qu’un bilan 

associant un ratio nettement supérieur à 1 et une concentration élevée en IL-10 dans le LCR soit très en 

faveur, voire pathognomonique d’un lymphome du SNC, des situations plus complexes peuvent se 

rencontrer en routine. 

 

B) Intérêt de la réitération des PL 

Le taux d’EM calculé dans cette étude (61,9%) est supérieur aux données de la littérature indiquées 

précédemment. Cependant, ce résultat reste encore potentiellement sous-estimé puisqu’une étude a 

rapporté que des examens post-mortem permettaient en réalité de détecter un EM chez près de 80% des 

patients décédés des suites d’un PCNSL.88 La réitération des PL constitue un des éléments ayant 

incontestablement contribué à l’amélioration de l’identification d’un EM. Initialement, le taux d’EM 
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aurait été de 42,9% (9/21) en se contentant d’une PL unique. Ce sont les tentatives ultérieures de PL qui 

ont permis de déceler un EM chez 4 patients supplémentaires dont le premier bilan était négatif, 

ramenant le taux d’EM final à 61,9% (13/21). La répétition des LCR a d’ailleurs déjà été recommandée 

à plusieurs reprises dans la littérature.85,89 S’il est primordial d’optimiser au maximum la recherche de 

cellules lymphomateuses dans le LCR par CC et CMF, c’est parce que la preuve biologique d’un EM 

tient lieu de preuve diagnostique d’un lymphome du SNC. Elle autorise de s’affranchir d’un examen 

anatomopathologique moyennant une biopsie tissulaire invasive, offrant ainsi un bénéfice considérable 

pour le clinicien et le patient. La biopsie cérébrale a donc été évitée chez 12 patients parmi les 13 

concernés, tandis que les 8 patients restants ainsi que le cas #2 ont subi un geste invasif (8 biopsies 

cérébrales, 1 vitrectomie). 

 

Concernant les 4 patients chez lesquels un EM n’a pas été démontré à la 1ère PL (cas #9, #14, #17 et 

#20), le délai d’acheminement des prélèvements ne semble pas perturber les résultats. Pour les cas #14 

et #17, les seconds LCR qui ont permis de prouver l’EM ont même été acheminés au laboratoire au bout 

de 2h34 et 2h53 respectivement. Les volumes d’échantillon étaient globalement satisfaisants (pas de 

renseignements pour le cas #20) car au moins supérieurs à 6,5mL. Seule la 1ère PL du cas #17 a recueilli 

un volume faible (1,5mL), pouvant être mis en cause dans la négativité du bilan. En revanche, un 

traitement par corticoïdes était en cours lors du recueil du 1er LCR chez ce patient, et a été stoppé pour 

réitérer ultérieurement le bilan méningé avec un 2ème LCR, revenu positif pour la CC, la CMF ainsi que 

l’analyse de MYD88 sur la fraction cellulaire. Ce prélèvement a été recueilli 27 jours plus tard afin de 

réduire au maximum l’impact des glucocorticoïdes. Au vu de ce délai rallongé, il est légitime de se 

demander si la découverte d’un EM sur le 2ème prélèvement est plutôt liée à l’arrêt des corticoïdes, ou 

plutôt à l’évolution de la pathologie qui aurait entamé une dissémination méningée pendant ce laps de 

temps. Le patient #20 a obtenu un 3ème LCR qui s’est révélé concluant 11 jours après le 2ème bilan, soit 

14 jours après le 1er bilan. La distinction entre un réel bénéfice de la réitération des PL et l’évolution 

naturelle du cancer reste délicate, bien que la positivité de la CC sur les 3 échantillons laisse à penser 

que le stade évolutif est resté globalement le même sur ces 14 jours. Par ailleurs, le dosage d’IL-10 était 

positif dès le 1er LCR pour ces 4 patients. 

 

Outre les patients présentant une dissémination leptoméningée, l’importance de répéter les prélèvements 

est aussi mise en évidence par le cas #11 pour lequel la CC a conclu à des cellules lymphomateuses sur 

un seul LCR, et par les cas #10, 18 et 21 chez lesquels la mutation L265P du gène MYD88 n’est pas 

détectée sur l’intégralité des prélèvements. Le cas #21 n’a cependant bénéficié de sa 2ème PL (et d’un 

résultat positif pour MYD88) qu’après un délai de 34 jours. La part d’évolutivité de la pathologie peut à 

nouveau se discuter dans ce cas de figure.  
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A l’exception du cas #17, le retentissement de la corticothérapie sur les résultats obtenus reste difficile 

à évaluer, parfois faute de renseignements. A notre connaissance, les cas #10, #12, #15 et #16 étaient 

également traités par glucocorticoïdes au moment de leurs PL. Le patient #10 a vu apparaitre la mutation 

L265P sur la fraction cellulaire et le surnageant du 2ème LCR, mais une origine iatrogène à cette 

discordance reste discutable étant donné que la CC était positive sur les 2 prélèvements. Enfin, les bilans 

des 3 autres patients ont montré des résultats positifs pour l’ensemble des paramètres analysés malgré le 

traitement en cours. 

 

A travers l’exploitation de ces résultats et de l’ensemble des données, de multiples facteurs apparaissent 

comme potentiellement responsables de résultats biologiques non concluants. Bien que l’impact des 

glucocorticoïdes ait déjà été prouvé,4,9,19,22 pouvant engendrer une méconnaissance d’un PCNSL dans 

près de 50% des cas,73 celui-ci n’est pas significativement mis en évidence dans notre cohorte. 

L’intervalle de temps appliqué entre deux PL successives ne fait pas l’objet de recommandations 

consensuelles. Ainsi, plus le délai est rallongé, et plus il devient délicat de savoir si la positivité du bilan 

réitéré ne serait pas uniquement liée à l’évolution du lymphome. Quelle qu’en soit l’explication, il reste 

néanmoins légitime de répéter les prélèvements dès lors qu’un lymphome du SNC est suspecté étant 

donné la progression rapide de cette pathologie, et peu importe le délai pratiqué. Même si ce travail n’a 

pas permis de le démontrer, des facteurs pré-analytiques (délais d’acheminement du LCR, volumes 

d’échantillon) peuvent contribuer à la négativité des paramètres biologiques. La répartition du 

prélèvement de LCR entre les différents secteurs du laboratoire peut aussi être source d’une mauvaise 

distribution des éléments lymphomateux au sein des échantillons, à l’origine de discordances entre les 

différentes techniques. Enfin, le comportement physiopathologique de la tumeur lymphomateuse peut 

constituer une autre composante de la variabilité des résultats du LCR. D’abord, l’envahissement 

cellulaire leptoméningé pourrait ne jamais survenir si la masse reste par exemple confinée dans le 

parenchyme encéphalique ou oculaire profond, ou bien survenir plus tard dans le temps lors de la 

progression du PCNSL. Ensuite, l’excrétion tumorale est potentiellement soumise à une variabilité à 

court terme dans le temps chez un même individu. La libération de composants malins cellulaires ou 

circulants dans le LCR pourrait donc être aléatoire et expliquer en partie des résultats discordants lorsque 

l’intervalle de temps entre deux PL reste court.  

 

En conclusion, la réitération des PL apparait comme essentielle afin de surmonter au mieux l’ensemble 

de ces obstacles. Cette pratique a pour but d’optimiser les performances des techniques biologiques et 

ainsi d’éviter les biopsies tissulaires et leurs complications éventuelles, en multipliant certes les recueils 

de LCR, mais à travers des gestes d’invasivité relative. En cas de bilan méningé négatif, il est donc 

fortement recommandé de réitérer la PL une voire deux fois à des temps rapprochés. Dans la mesure du 

possible et en fonction de l’état clinique du patient, aucun traitement ne doit être instauré pendant 
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l’exploration diagnostique par risque de masquer un véritable lymphome du SNC. En cas de forte 

suspicion de tumeur lymphomateuse, une nouvelle tentative peut être effectuée à plus long terme et à 

distance de tout traitement, notamment si le patient a été prétraité par glucocorticoïdes. 

 

C) Apport de l’étude du statut mutationnel du gène MYD88 

1) MYD88 L265P, un marqueur onco-moléculaire de confirmation 

Ce travail démontre une spécificité diagnostique de 100% pour la recherche de la mutation L265P du 

gène MYD88, aussi bien sur la fraction cellulaire (ADN cellulaire) que sur le surnageant (ADN 

circulant). Des performances semblables sont notifiées dans la littérature, puisque cette mutation semble 

être incriminée uniquement dans des pathologies lymphomateuses, aussi bien cérébrales qu’extra-

cérébrales, présentant tout particulièrement un réel intérêt dans le bilan diagnostique d’une tumeur 

cérébrale.24,42,101–103,134–139 En revanche, la détection isolée de cette mutation n’offre pas la possibilité de 

caractériser le sous-type histologique du lymphome, puisqu’elle rencontrée dans les maladies de 

Waldenström et les autres lymphomes lymphoplasmocytaires, les MGUS et les DLBCL extra-

cérébraux.1,89,101,104 De ce fait, la présence de ce marqueur moléculaire ne permet pas non plus de 

distinguer une origine primitive d’une origine secondaire, mais traduit néanmoins un processus 

lymphomateux de manière formelle. En cas d’absence de preuve de LNH systémique, ce marqueur signe 

une origine primitive du lymphome au niveau du SNC, à condition que le LCR ne soit pas hémorragique 

(auquel cas, une confirmation est nécessaire sur un autre prélèvement). 

 

2) Taux de positivité de la mutation MYD88 L265P 

La mutation hotspot de MYD88 n’est pas retrouvée chez l’ensemble des PCNSL de la cohorte étudiée. 

En tenant compte des patients révélant la mutation sur culot cellulaire du LCR (n=10), sur surnageant 

du LCR (n=15) et sur cellules tumorales biopsiées (n=3), le taux de positivité global de la mutation dans 

la cohorte est de 76,2% (16/21). Ainsi, un bilan moléculaire négatif ne permettrait pas d’exclure une 

étiologie lymphomateuse. 

Premièrement, la littérature rapporte la détection de la mutation chez 28 à 94% des PCNSL selon les 

études, dont une majorité la retrouvent chez plus de 60% des individus.8,13,24,103 Cela signifie que tous 

les PCNSL n’arborent pas nécessairement cette mutation, bien qu’il s’agisse d’une des plus 

fréquemment rencontrées dans cette population. 

Deuxièmement, cette analyse est soumise aux mêmes facteurs limitants que ceux précédemment évoqués 

pour la caractérisation d’un EM. Le délai d’acheminement, le volume et la répartition des échantillons 

constituent des sources d’erreur pré-analytiques, notamment en raison de la charge tumorale 

potentiellement faible, de la fragilité cellulaire pour la recherche sur le culot, et de la dégradation rapide 

de l’ADN circulant pour la recherche sur le surnageant. La variabilité de l’excrétion tumorale et du 

relargage d’éléments lymphomateux dans le LCR peut également aboutir à des résultats faussement 
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négatifs. De plus, la technique de ddPCR requiert une quantité suffisante de matériel génétique, raison 

pour laquelle l’étude moléculaire peut souvent être mise en défaut. Ces éléments, ainsi que les résultats 

des patients #10, #17, #18 et #21 justifient donc la réitération des PL pour les analyses moléculaires. 

 

3) Interprétation du couple MYD88 cellulaire / MYD88 circulant  

En théorie, l’analyse de l’ADN du culot cellulaire ne permet, par définition, de ne détecter la mutation 

que si des cellules lymphomateuses ont envahi les leptoméninges, et donc le LCR. La détection de la 

mutation sur ADN circulant du surnageant peut témoigner d’un relargage cellulaire d’ADN directement 

dans le LCR (envahissement leptoméningé), mais également au niveau cérébral avec diffusion de l’ADN 

libre dans le LCR, sans nécessairement d’atteinte méningée. Ainsi, en cas de présence de la mutation 

dans le culot cellulaire, celle-ci doit logiquement être retrouvée également dans le surnageant. C’est 

d’ailleurs ce qui est observé dans cette cohorte, puisque l’intégralité des patients positifs sur le culot sont 

effectivement positifs dans le surnageant. Ce raisonnement s’applique à condition que la quantité de 

matériel génétique soit suffisante. En effet, l’étude de l’ADN cellulaire impliquant une lyse de 

l’ensemble des cellules localisées dans le prélèvement (cellules lymphomateuses et cellules saines) au 

moment de l’examen, le matériel génétique extrait correspond souvent à de plus grandes quantités que 

pour l’ADN circulant déjà présent sous forme libre dans l’échantillon, et dont la dégradation demeure 

rapide (demi-vie : 114 minutes).113 De plus, en l’absence d’EM, la mutation ne peut donc logiquement 

pas être retrouvée dans le culot, mais potentiellement dans le surnageant. C’est probablement une des 

raisons pour laquelle la mutation est ici plus souvent détectée sur l’ADNcf (71,4%, n=15/21) que sur 

l’ADNc (47,6%, n=10/21). Les meilleures performances de l’ADNcf par rapport à l’ADNc pour la 

recherche de cette mutation ont d’ailleurs déjà été rapportées dans la littérature.134,135 

 

a) MYD88 sur culot cellulaire et envahissement leptoméningé 

Curieusement, MYD88 est retrouvé muté sur la fraction cellulaire de certains LCR n’ayant pas démontré 

d’EM. Le cas #8 présente à deux reprises la mutation sur culot (et sur surnageant), alors qu’aucune 

cellule lymphomateuse n’est détectée ni en CC ni en CMF. La mutation est aussi retrouvée sur le culot 

du 1er LCR du cas #14 alors que la CC et la CMF sont négatives. Un 2ème LCR viendra mettre en évidence 

la mutation cette fois-ci accompagnée d’un EM. Pour le patient #10 sans preuve formelle d’EM, la 

mutation est également détectée sur le culot, mais des cellules douteuses semblent être retrouvées par 

CC et par CMF, bien que la clonalité n’ait pas pu être confirmée par absence de chaînes légères de 

surface.  

 

A l’inverse, certains patients n’affichent pas la mutation sur l’ADNc mais uniquement sur l’ADNcf, 

alors qu’un EM a été prouvé, comme les cas #5 et #9. Pour le patient #5, la technique de ddPCR effectuée 

sur culot cellulaire n’a malheureusement permis d’analyser aucune séquence génétique (ni WT ni 
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mutée). Ainsi, ce résultat probablement faussement négatif résulterait plutôt d’un problème analytique 

qui aurait mérité de répéter l’analyse si le volume restant avait été suffisant. Pour le patient #9 (2ème 

LCR), une quantité relativement satisfaisante de matériel génétique a été analysée, mais peut-être 

insuffisante au regard de la faible fréquence allélique du variant MYD88 calculée sur l’ADNcf (3,1%).  

 

b) Statut MYD88 sur LCR et sur biopsie cérébrale 

Concernant le cas #11, la mutation est retrouvée sur la biopsie cérébrale, sur l’ADNcf et non sur le culot, 

alors que la CC est rendue positive, et que la CMF, bien que rendue négative, révèle une population 

lymphocytaire anormale mais dont la clonalité n’a pu être affirmée par absence d’expression 

membranaire de chaînes légères. La quantité de matériel génétique extrait du culot cellulaire pourrait 

potentiellement expliquer ce résultat. 

Le bilan du patient #7 a été rendu entièrement négatif à deux reprises, à l’exception de l’IL-10 qui restait 

alors le seul argument biologique en faveur d’un lymphome. L’absence d’EM chez ce patient pourrait 

expliquer les résultats négatifs pour la CC, la CMF et la biologie moléculaire sur culot. En revanche, la 

mutation L265P confirmée sur la biopsie cérébrale n’est retrouvée dans le surnageant d’aucun des deux 

LCR, alors que les conditions pré-analytiques et la quantité de matériel génétique analysée sont 

optimales. Il se pourrait que la tumeur n’ait eu aucune interface avec un réservoir anatomique de LCR 

en raison d’une localisation trop profonde, d’où l’absence d’ADNct dans le LCR, analogiquement a ce 

qui a déjà pu être conclu pour des tumeurs du SNC non hématopoïétiques.133 

Pour le patient #10, les résultats moléculaires sur LCR (culot et surnageant) sont en accord avec les 

résultats de la biopsie sur une seule des deux PL pratiquées. Etant donné la faible VAF calculée (5%) et 

la quantité de matériel génétique supérieure pour la 2ème PL, c’est très probablement une charge en ADN 

insuffisante pour le 1er LCR qui explique cette discordance. 

 

c) Intérêt de MYD88 sur l’ADN circulant 

Les résultats des cas #18 et #21 sont particulièrement intéressants à exploiter. Ces patients ne présentent 

pas d’EM : aucune cellule lymphomateuse n’a été suspectée ni par CC ni par CMF. L’analyse 

moléculaire de la fraction cellulaire est sans anomalie, tandis que l’ADNcf révèle la mutation MYD88 

L265P. Le résultat de l’IL-10, le second marqueur soluble, accompagne le bilan moléculaire en faveur 

d’une pathologie lymphomateuse. Cette hypothèse a ensuite été confirmée par l’examen 

anatomopathologique de la biopsie cérébrale et par l’examen biologique de la vitrectomie 

respectivement pour les patients #18 et #21. Il est à noter que l’analyse du surnageant du 2ème LCR du 

patient #18 n’a étrangement pas révélé la mutation, alors que la quantité de matériel génétique était 

identique au 1er LCR, prélevé à 24h d’intervalle.  

Ainsi, l’intégration de l’étude de MYD88 sur culot et surnageant au bilan diagnostique offre des éléments 

d’interprétation supplémentaires : le cas #18 présente une tumeur lymphomateuse du SNC (biopsie à 
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l’appui), localisée exclusivement au niveau cérébral (pas d’EM : CC, CMF et MYD88 négatifs sur culot 

cellulaire), et en contact avec une région contenant du LCR, à l’origine de la diffusion d’ADN tumoral 

sous forme libre et à travers le LCR (MYD88 muté sur ADNcf). Le cas #21 présente un lymphome du 

SNC exclusivement localisé au niveau oculaire (vitrectomie à l’appui, pas d’EM), à l’origine d’une 

sécrétion d’ADNct dans le LCR (MYD88 muté sur ADNcf). Une atteinte cérébrale additionnelle pourrait 

également expliquer que la mutation soit détectée dans le LCR chez ce patient, mais aucun argument n’a 

été retenu pour une telle localisation. Ces deux cas de figure illustrent non seulement la supériorité de 

l’ADNcf sur l’ADNc dans le diagnostic moléculaire des PCNSL, mais également la plus-value de la 

recherche de MYD88 sur le surnageant du LCR. Ce biomarqueur moléculaire circulant peut constituer 

(avec l’IL-10) un premier argument évocateur d’une pathologie lymphomateuse, et ce même en 

l’absence d’envahissement cellulaire leptoméningé, aussi bien pour des localisations cérébrales 

qu’oculaires étant donné la proximité anatomique entre le LCR et les yeux. Conformément aux résultats 

d’autres travaux, cette analyse biologique offrirait donc un gain en matière de sensibilité diagnostique 

d’un LOC.138,139 

 

Parmi les 8 patients pour lesquels un EM n’a pu être entièrement prouvé et dont le diagnostic a nécessité 

une biopsie cérébrale (n=7) ou vitrectomie (n=1), la mutation L265P du gène MYD88 a été détectée dans 

le LCR de 5 individus (2 sur culot et surnageant, 3 sur surnageant uniquement), soit 62,5% des cas (5/8). 

D’une part, la recherche de cette mutation sur l’ADNcf apparait plus performante que sur l’ADNc. 

D’autre part, les résultats de cette étude ont démontré que ce biomarqueur moléculaire était spécifique à 

100% d’un processus néoplasique lymphomateux. Bien qu’un examen histologique demeure 

actuellement le gold standard diagnostique lorsqu’aucun EM n’est prouvé ni en CC ni en CMF, la preuve 

du gène MYD88 muté au niveau méningé sur l’ADNcf pourrait devenir une alternative lorsque la biopsie 

présente un risque de lésions cérébrales trop important. D’autant plus que certains patients ne 

développeront probablement jamais de forme méningée, et n’auront donc pas l’opportunité d’échapper 

à une biopsie, dont la praticabilité reste à discuter au cas par cas en raison des complications 

éventuelles.8,16  

 

La mutation L265P de MYD88 sur ADNcf représenterait alors un réel biomarqueur de confirmation 

d’une pathologie lymphomateuse. Celui-ci ne pourrait cependant pas être utilisé en tant que marqueur 

d’exclusion, puisque la mutation ne concerne pas l’intégralité des lymphomes du SNC. Elle n’est parfois 

pas détectée dans le LCR alors qu’elle est identifiée sur les cellules tumorales (sensibilité du test = 

78,3%, n=18/23), probablement pour des motifs pré-analytiques ou d’excrétion tumorale. La répétition 

des PL a toutefois contribué à sa détection chez 92,9% (13/14) des PCNSL avec une preuve cellulaire 

de la mutation (sur LCR, biopsie ou liquide vitré). Cette donnée se rapproche des résultats d’autres 
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études qui ont pu mettre en évidence la mutation sur l’ADNcf chez 67 à 100% des PCNSL mutés sur les 

cellules tumorales.134–137 

Finalement, pour cette cohorte de PCNSL, la réitération des PL aura permis d’éviter un geste invasif à 

61,9% des patients (13/21) si l’on considère que le patient #2 n’avait pas besoin de subir une biopsie 

cérébrale. La prise en considération du gène MYD88 sur ADN circulant aurait permis de s’affranchir 

d’un prélèvement à haut risque chez 5 patients supplémentaires : au total, le diagnostic biologique aurait 

été posé chez 85,7% des patients (18/21). 

 

D) PCNSL et SCNSL 

La découverte d’une tumeur lymphomateuse au niveau du SNC doit impérativement motiver une 

exploration périphérique approfondie à la recherche d’un lymphome systémique, nodulaire ou extra-

nodulaire. Il s’agit entre autres de la recherche de signes cliniques généraux (adénopathies, altération de 

l’état général, fièvre, sueurs), d’anomalies hypermétaboliques au PET-Scan, ou directement d’une 

population lymphomateuse par des examens anatomopathologiques (prélèvements tissulaires) ou 

biologiques (prélèvements sanguins et médullaires, autres fluides corporels). Il est en effet primordial 

de déterminer l’origine primitive ou secondaire du lymphome, d’autant plus que le SNC semble 

constituer un environnement de choix pour les rechutes de lymphomes périphériques. Cette localisation 

concernerait globalement 2 à 27% des LNH périphériques,17 favorisée en cas de lymphomes agressifs et 

en l’absence de prophylaxie neuro-méningée.12,18–20 Le pronostic plus sombre des SCNSL, ainsi que la 

nécessité d’une chimiothérapie systémique justifient également de distinguer les origines primitives et 

secondaires.12 

 

Les cas #1 et #4 possèdent des résultats très intéressants à exploiter. Le cas #1 a présenté dans son LCR 

deux populations lymphomateuses positives pour le CD19 et le CD45, mais de profils phénotypiques 

très différents : une population monoclonale lambda de grande taille, n’exprimant pas le CD5 et co-

exprimant le CD10, le CD44 et le Ki-67, ainsi qu’une population monoclonale kappa de petite taille, ne 

co-exprimant aucun de ces quatre marqueurs. Le clone kappa est également retrouvé en périphérie dans 

le sang et la moelle osseuse lors du bilan d’extension. Les mêmes réarrangements clonaux sont visibles 

à l’étude du locus IgH sur le sang, la moelle osseuse et le LCR, de même que la mutation MYD88 L265P. 

Le clone lambda de grande taille semble donc exclusif au SNC. Aucun argument ni radiologique ni 

clinique n’était en faveur d’un lymphome systémique. Au regard de ces éléments et de la présence de 

manifestations neurologiques, le diagnostic de PCNSL a finalement été retenu, et un protocole 

thérapeutique dédié a été engagé pour traiter exclusivement l’atteinte du SNC, et non une éventuelle 

atteinte systémique. 

Le cas #4 a présenté un clone kappa sanguin ainsi qu’un clone kappa méningé, mais pour lesquels 

l’expression du CD10 différait. A noter que le LCR ne présentait pas de contamination sanguine. La 
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mutation MYD88 L265P était détectée dans les deux compartiments, mais l’étude de la clonalité s’est 

révélé positive dans le sang et négative dans le LCR, suggérant un profil moléculaire au moins en partie 

différent entre ces deux clones, sous réserve d’un défaut de matériel cellulaire pour l’analyse du LCR. 

Aucun argument clinique ou radiologique n’était en faveur d’une maladie lymphomateuse systémique. 

 

Ces deux cas illustrent la difficulté à discriminer une origine centrale primitive d’une origine secondaire. 

Il serait d’ailleurs légitime de considérer qu’il s’agisse plutôt de SCNSL que de PCNSL dans le cas 

présent, consécutifs à un lymphome périphérique vraisemblablement indolent mais existant, puisque la 

preuve biologique d’un clone périphérique est apportée. Néanmoins, il apparaitrait plus approprié 

d’évoquer la présence de clones pré-lymphomateux périphériques (se référer à la partie dédiée plus loin), 

plutôt que d’une véritable composante lymphomateuse périphérique, qui dans le cas présent serait même 

silencieuse d’un point de vue clinique.  

 

De plus, il a déjà été montré dans la littérature que certains patients pouvaient développer successivement 

des lymphomes issus de clones bien distincts et indépendants, sans forcément qu’il s’agisse d’une 

transformation maligne du clone initial. C’est notamment sur la base d’un profil moléculaire similaire 

comportant au moins un certain nombre de réarrangements VDJ clonaux identiques qu’un lien clonal 

entre deux populations lymphomateuses peut être confirmé. Ainsi, l’étude des remaniements au sein du 

locus IgH a permis entre autres à Pachmann et al. de conclure à l’absence de lien entre un lymphome 

initial de type MALT et un lymphoplasmocytome survenu cinq ans plus tard chez un patient de 59 ans, 

alors que ses antécédents laissaient plutôt penser qu’il s’agissait d’une rechute lymphomateuse au 

premier abord.140 De la même façon, il a été prouvé que les syndromes de Richter (SR), traduits par la 

transformation d’une leucémie lymphoïde chronique (LLC) en lymphome agressif à grandes cellules, 

n’étaient pas tous apparentés avec le clone de LLC initial d’un point de vue clonal. Une distinction 

pourrait donc être faite entre les SR clonalement liés à la LLC, et ceux non apparentés, dont les 

caractéristiques diagnostiques et pronostiques se rapprocheraient plus d’un cas classique de DLBCL 

survenu de novo.141,142 La co-existence successive ou même simultanée de deux néoplasies lymphoïdes 

indépendantes semble donc bel et bien possible.  

 

A l’inverse, il est également possible d’observer chez un même individu deux clones lymphomateux en 

apparence différents, sur la base des résultats cytologiques et immunophénotypiques, dont les 

remaniements moléculaires au sein de la séquence VDJ témoignent pourtant d’une origine clonale 

commune. Ainsi, Kobayashi et al. ont mis en évidence un lien clonal entre une maladie de Waldenström 

(MW) connue depuis plusieurs années, et un DLBCL systémique hépatique survenu plus tard, alors que 

les clones MW et DLBCL présentaient respectivement une monotypie kappa et une monotypie 

lambda.143 De la même façon, des cas de SR dont la restriction isotypique présentée par le clone était 
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différente de celle du clone de LLC initial ont également été relevés.144,145 Des hypothèses ont alors été 

avancées quant à la chronologie des différents évènements oncogéniques pour expliquer ces cas 

atypiques, et ont été investiguées par Fabbri et al. en particulier pour les SR.146  

 

Dans une série de 15 patients présentant un SR, le clone de LLC ainsi que le ou les clones SR ont été 

caractérisés pour chaque patient sur le plan moléculaire. A partir des données cytogénétiques, de l’études 

des réarrangements VDJ, et de l’identification de mutations oncogéniques au sein de divers gènes 

d’intérêt, les auteurs ont pu établir pour chaque patient la chronologie ainsi que l’évolution clonale 

hypothétique du SR (figure 25). Alors qu’une transformation maligne « linéaire » entre la LLC et le SR 

est survenue chez 80% des patients (12/15), les 20% restants (3/15) ont plutôt affiché des évolutions 

clonales « ramifiées » entre les deux entités. Chez ces cas minoritaires, le clone SR proviendrait de la 

transformation non pas du clone LLC directement, mais plutôt d’une souche ancestrale commune à ces 

deux clones. Ce précurseur correspondrait alors au stade lymphocytaire au cours duquel serait survenu 

le premier évènement oncogénique. Si l’on considère que ce stade se situe chronologiquement entre la 

première étape physiologique des réarrangements géniques de la chaîne lourde, et la seconde responsable 

des réarrangements de la chaîne légère, il semble donc théoriquement possible qu’une même souche 

oncogène puisse aboutir à des clones de restriction isotypique kappa et lambda.144,145 

 

Ainsi, concernant les cas #1 et #4 de notre série, l’origine primitive a notamment été retenue en raison 

de l’absence d’argument pour un lymphome périphérique. En termes d’évolution clonale, un mode de 

transformation « ramifié » pourrait éventuellement expliquer la biclonalité observée pour le cas #1.  

 

E) Statut MYD88 plasmatique et clones pré-lymphomateux sanguins 

En raison de leur taille réduite, les fragments d’ADNcf possèdent une grande capacité de diffusion à 

travers les structures tissulaires et potentiellement les barrières anatomiques. C’est pourquoi la biopsie 

liquide offre l’opportunité d’identifier des processus néoplasiques sans pour autant que des échantillons 

tumoraux tissulaires ou cellulaires ne soient disponibles. Les tumeurs du SNC peuvent ainsi se traduire 

par la présence de quantités importantes d’ADNcf dans le LCR, dont fait partie l’ADN circulant tumoral. 

Bien qu’une fraction des tumeurs du SNC non hématopoïétiques puissent présenter de l’ADNct dans le 

plasma,128,131 la biopsie liquide dans le LCR s’est révélé plus performante que dans le sang.80,127,133 Des 

conclusions similaires ont été tirées dans le cadre des PCNSL MYD88 mutés, pour lesquels la VAF 

obtenue dans le surnageant du LCR est majorée par rapport au plasma,134,136 les PCNSL étant donc 

considérés par certaines études comme étant pourvoyeurs d’ADNct dans la circulation 

périphérique.24,132,138 A l’inverse, les patients souffrant d’un lymphome systémique et sans atteinte du 

SNC ne semblent pas présenter d’ADNct dans le LCR, témoignant donc du caractère protecteur de la 

BHE qui limite significativement l’effraction du SNC.138  
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Figure 25. Modèles d’évolution clonale individuelle pour 9 patients de la littérature.146  

Les précurseurs lymphoïdes oncogènes hypothétiques sont matérialisés en orange, les clones RSII désignent un second clone 

RS en phase leucémique. Les clones RS issus d’une transformation linéaire (cas 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9) présentent la quasi-totalité 

des anomalies génétiques du clone LLC, auxquelles s’ajoutent des mutations acquises additionnelles lors du processus 

(nombre indiqué sous le clone RS). Les clones RS issus d’une transformation d’un précurseur commun (cas 4 et 5) partagent 

une partie des anomalies du clone LLC. Cependant, leurs voies de transformation distinctes sont à l’origine de mutations 

acquises propres à chacune des deux entités. 

CLL : chronic lymphocytic leukemia ; TP : time-point ; RS : Richter syndrome ; yr : year ; Mo : month. 

 

L’altération de cette barrière, favorisée par le potentiel infiltratif et agressif des lymphomes du SNC, 

serait donc plus susceptible d’engendrer une libération d’ADNct ou de cellules lymphomateuses dans le 

sang, plutôt qu’un simple phénomène de diffusion de fragments d’ADNct à travers une BHE intègre.  

 

Ces observations restent soumises à controverse, puisque d’autres résultats avancent qu’il semble peu 

probable que la mutation MYD88 rencontrée dans le sang soit issue d’un clone cérébral. En réunissant 

les profils moléculaires obtenus directement sur la tumeur en parallèle de ceux obtenus dans le sang 

périphérique correspondant, Fukumura et al. ont en effet constaté qu’une partie des PCNSL MYD88 
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mutés affichaient également la mutation dans le sang. Or, des mutations impliquées sur des gènes 

différents, détectées sur les biopsies tumorales chez ces mêmes patients, n’ont pas été retrouvées dans 

le sang, alors que les charges mutationnelles étaient systématiquement plus élevées que pour MYD88. 

La détection isolée de MYD88 L265P en périphérie ne semble donc être justifiée ni par la simple 

dissémination de clones cérébraux vers la périphérie, ni par la diffusion d’ADNct.13 

 

Dans la cohorte étudiée ici, une observation semblable est faite pour les cas #7, #10, #14 et #15, chez 

lesquels la mutation MYD88 L265P est identifiée sur l’ADNcf du sang. L’absence totale d’arguments 

cliniques (absence d’adénopathies ou d’altération de l’état général), radiologiques (absence 

d’hypermétabolisme), cytologiques (aucune cellule sanguine suspecte) et cytométriques (absence de 

population lymphomateuse sanguine) compatibles avec un lymphome périphérique écarte l’hypothèse 

que la mutation sanguine puisse être liée à un lymphome systémique. Ces patients affichent également 

la mutation sur l’ADNct du LCR, à l’exception du cas #7 chez qui le statut MYD88 muté a été prouvé 

uniquement sur la biopsie cérébrale. Pour ce patient, il serait donc étonnant que l’ADNct ait circulé 

jusque dans le sang, alors que son absence dans le surnageant du LCR (vraisemblablement non imputable 

à des facteurs pré-analytiques) laissait penser que la tumeur était trop dissimulée dans les structures 

nerveuses pour que l’ADN circulant puisse diffuser jusque dans le LCR.  

 

Sous réserve qu’un lymphome périphérique indolent n’ait pas été méconnu, une autre hypothèse pourrait 

expliquer que la mutation MYD88 soit détectée dans le SNC et dans le sang de certains PCNSL. Le 

développement physiopathologique de ces lymphomes implique le plus probablement une première 

étape oncogénique au sein de la moelle osseuse ou des organes lymphoïdes secondaires, et une deuxième 

étape à l’intérieur du SNC (figure 3). Au cours de sa maturation, le futur clone lymphomateux est 

indéniablement sujet à des remaniements moléculaires aberrants, promoteurs de sa différenciation 

maligne. C’est pourquoi la notion de clones pré-lymphomateux, potentiellement identifiables en 

périphérie, est apparue dans la littérature.13,33,41,43 A partir de ce raisonnement-là, il est possible de 

considérer que la mutation L265P du gène MYD88 pourrait représenter un des événements pro-

tumorigènes initiaux au moment du développement médullaire ou ganglionnaire,37 et de ce fait être 

détectée dans l’ADNct du plasma (issu du clone pré-lymphomateux périphérique) et l’ADNct du LCR 

(issu du clone lymphomateux du SNC). Le clone pré-lymphomateux, dont la survie centrale pourrait être 

favorisée par la mutation de MYD88, amorcerait alors sa transformation maligne finale au sein du SNC 

par acquisition d’altérations génomiques additionnelles.13 Cette théorie pourrait s’appliquer aux trois 

patients concernés et expliquer le cas de figure du patient n°7, chez qui le clone pré-lymphomateux aurait 

pu se confiner dans le SNC pour y donner un PCNSL MYD88 muté à distance des réservoirs de LCR, 

d’où l’absence de la mutation dans le LCR. Outre la simple détection d’ADNct dans le sang, les clones 
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périphériques mis en évidence pour les cas #1 et #4 précédemment évoqués pourraient également 

correspondre à des clones pré-lymphomateux silencieux d’un point de vue clinique. 

 

Afin de valider cette hypothèse, le lien de parenté entre un clone cérébral et un clone périphérique peut 

être analysé en comparant les réarrangements moléculaires au sein de leur séquence VDJ respective 

(locus IgH) par PCR ou par séquençage. Divers articles ont déjà démontré la présence de clones 

périphériques (sanguins et médullaires) identiques à celui de la tumeur lymphomateuse pour certains cas 

de PCNSL.43,147 La question d’une dissémination systémique depuis le SNC se pose alors, d’autant plus 

que des rechutes périphériques de PCNSL à un stade évolutif tardif ont déjà été observées dans la 

littérature pour 5 à 10% des cas.43,137,147 En pratique, il reste néanmoins complexe de déterminer la 

chronologie des évènements, et de définir lequel du clone périphérique ou central a été le premier à se 

développer pour progressivement émigrer de sa localisation originelle. En cas de profils moléculaires 

différents, les deux clones pourraient aussi être issus de deux voies de différenciation distinctes mais 

malgré tout originaires d’une souche lymphocytaire oncogénique commune, plutôt que d’une 

transformation directe de l’un vers l’autre. La pertinence des rechutes systémiques observées chez les 

PCNSL peut donc être remise en cause. La coexistence de remaniements génétiques ou de clones 

lymphomateux identiques dans le SNC et dans les fluides périphériques témoignerait plutôt d’une 

composante lymphomateuse systémique occulte déjà présente lors du diagnostic de PCNSL, mais non 

détectable par les techniques traditionnelles de CC et de CMF.147 Dans ce cas de figure précis, il devient 

problématique de savoir si le clone pré-lymphomateux sanguin, suspecté sur la mise en évidence 

d’ADNct ou bien de clones cellulaires monotypiques, doit faire évoquer un véritable lymphome 

périphérique, ou encore s’il aboutira nécessairement à une maladie systémique. Même si cela n’est pas 

observé chez l’ensemble des PCNSL, il se pourrait que l’intégralité des patients possèdent en fait des 

clones pré-lymphomateux périphériques et indolents, mais qui ne seraient pas toujours détectables faute 

de sensibilité analytique. 

 

F) Problématique de la contamination sanguine du LCR 

Bien que les compartiments cérébro-spinaux et sanguins soient anatomiquement distincts et séparés par 

la BHE, leur proximité peut malgré tout être à l’origine d’un passage anormal de sang dans le LCR. Il 

n’est donc pas rare de recueillir du LCR contaminé par du sang, se traduisant souvent par un aspect 

macroscopique caractéristique rosé voire rouge, et non pas limpide comme de « l’eau de roche ». Ce 

sang peut provenir soit de processus pathologiques ayant eu lieu au niveau du SNC avant le prélèvement 

et aboutissant à une hémorragie méningée, soit d’une PL traumatique. Lors de l’examen cytologique du 

LCR, une prédominance majeure d’hématies par rapport aux leucocytes témoigne d’une contamination 

sanguine, puisque le LCR est naturellement stérile, dépourvu d’hématies et ne contient que de très rares 

leucocytes (< 5 cellules/µL). 



 

90 
 

S’il est fondamental d’évaluer systématiquement le degré de contamination du LCR, c’est parce que ce 

phénomène peut être source d’une mauvaise interprétation biologique. D’une part, l’envahissement par 

des cellules sanguines peut potentiellement masquer des éléments cellulaires malins minoritaires qui 

auraient pu se développer au niveau méningé. Dans le cas d’un lymphome du SNC, des cellules 

lymphomateuses présentes en faible quantité dans le LCR risqueraient d’être méconnues par l’ensemble 

des techniques biologiques employées, en raison de la pollution du milieu réactionnel par les différents 

composants sanguins. D’autre part, cela peut conduire à tort à la conclusion d’un LCR infiltré par des 

cellules malignes qui proviendraient en fait de la circulation périphérique, situation à laquelle nous avons 

déjà été confrontés en pratique. A titre d’illustration, un patient connu pour une LLC active avait 

bénéficié d’un LCR pour exploration d’une masse cérébrale non documentée. Le prélèvement s’est 

révélé être hémorragique et a montré une population clonale lymphocytaire B, dont le profil 

phénotypique était identique à celle du sang. Le diagnostic anatomopathologique de la tumeur a 

finalement conclu à un glioblastome. La présence de lymphocytes malins dans le LCR était donc bien 

liée à la contamination sanguine et non à une infiltration lymphomateuse neuroméningée. Il est donc 

recommandé de répéter les PL dans la mesure du possible afin d’obtenir le LCR le plus pur possible, ce 

qui reste parfois peu contributif notamment si la contamination provient d’un contexte pathologique et 

non d’un prélèvement traumatique ponctuel.  

 

En cas de cellules lymphomateuses détectées sur un LCR hématique ou hémorragique, le diagnostic de 

lymphome du SNC ne pourra ainsi être posé qu’en l’absence formelle d’évidence de maladie systémique. 

Par définition, le caractère primitif du lymphome est alors prouvé, comme c’est le cas pour le patient #2. 

Si en revanche un lymphome périphérique est connu ou découvert fortuitement à cette occasion, il est 

impossible de conclure définitivement quant à l’origine des lymphocytes malins retrouvés dans le LCR, 

d’autant plus si leurs profils cytologiques et phénotypiques sont identiques. Il peut alors aussi bien s’agir 

de clones périphériques que d’une véritable infiltration méningée, que la contamination n’aurait pas 

masqué en totalité. En cas de profils différents, il pourrait très bien s’agir d’une transformation du 

lymphome initial, mais dont la localisation centrale serait également délicate à affirmer sans exploration 

approfondie. Malgré tout, l’impact de la contamination sanguine du LCR n’est pas toujours le même et 

dépend très certainement du degré de contamination et de la charge tumorale. Le cas #15 a bénéficié de 

deux LCR dont l’un a été sujet à une contamination sanguine. Pourtant, l’intégralité des paramètres 

biologiques étaient positifs sur les deux échantillons. Pour le cas #20 ayant subi trois PL, le second LCR 

s’est avéré hémorragique. Bien que la CMF n’ait pas été contributive sur cet échantillon, elle ne l’a pas 

été non plus sur le 1er LCR qui était satisfaisant, et la CC a été concluante sur les 3 prélèvements. 

 

Ces éléments exposent donc la difficulté d’interprétation des LCR hémorragiques. Il apparaît nécessaire 

de développer des outils afin de réduire l’impact de ce phénomène sur l’interprétation du bilan 
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biologique méningé et la confirmation ou non d’une infiltration méningée. Un travail mené par l’équipe 

du laboratoire d’Hématologie de Mulhouse a été présenté sous forme de poster au 40ème congrès de la 

Société Française d’Hématologie et propose une solution destinée non pas à réduire le niveau de 

contamination sanguine dans le prélèvement, mais plutôt à pallier cet obstacle grâce à une méthode 

d’interprétation plus exacte.148 Lors de l’analyse immunophénotypique du LCR, un anticorps marqué et 

dirigé contre la glycophorine A (CD235a), un constituant membranaire des hématies, est ajouté afin de 

pouvoir dénombrer précisément le nombre total d’hématies contaminantes présentes dans le 

prélèvement. Cette valeur, rapportée au ratio leucocytes/hématies du sang (une numération sanguine est 

donc nécessaire), permet de déduire le nombre théorique maximal de leucocytes contaminants 

périphériques, qui est ensuite comparé au nombre d’évènements lymphomateux. Si la quantité de 

cellules tumorales excède la quantité théorique maximale de leucocytes contaminants, cela signifie que 

les cellules tumorales excédentaires ne peuvent pas provenir du sang. L’infiltration méningée peut donc 

être confirmée, même en présence de cellules lymphomateuses dans la circulation périphérique. Si en 

revanche le nombre de cellules tumorales dans le LCR est plus faible que le nombre théorique de 

leucocytes contaminants, l’origine méningée ne peut être affirmée. Cette méthode a l’avantage de 

s’intégrer directement dans l’examen de CMF qui sera pratiqué dans tous les cas, et de ne pas entraîner 

de surcoût majeur à l’exception de l’ajout d’un anticorps supplémentaire.  

 

G) Perspectives 

Si l’intérêt diagnostique de la mutation MYD88 L265P dans le surnageant du LCR a bien été validée 

dans cette étude, sa place dans le monitoring des PCNSL et dans la détection des rechutes, ainsi que les 

données quantitatives de concentrations en ADN circulant total ou tumoral, ou de fréquence allélique 

n’ont pas été analysées. Des résultats encourageants ont cependant déjà été publiés à ce propos, et 

indiquent que la sensibilité de la ddPCR offre une évaluation plus exacte et fiable de la maladie 

résiduelle, en comparaison aux techniques cytologiques, cytométriques et neuroradiologiques. De plus, 

cette nouvelle méthode permettrait de dépister des rechutes au niveau du SNC bien plus précocement en 

suivant l’évolution des concentrations d’ADNcf ou d’ADNct, en ciblant par exemple MYD88.136,138 

 

Néanmoins, ce nouveau biomarqueur soluble n’est pas infaillible, notamment au niveau de sa sensibilité. 

D’un point de vue purement analytique, la technique de PCR digitale requiert une quantité suffisante de 

matériel génétique pour espérer obtenir des résultats exploitables, fortement dépendante des conditions 

pré-analytiques et de l’activité de la tumeur. D’un point de vue hématologique, il existe 

malheureusement des PCNSL qui ne sont pas concernés par la mutation MYD88 L265P. De plus, par un 

phénomène de pression de sélection tumorale, il reste théoriquement possible d’observer une perte du 

statut mutationnel pour MYD88 entre le lymphome initial et les éventuelles récidives. L’interprétation 
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de cette analyse demande donc une certaine prudence, puisqu’un résultat négatif ne permet en aucun cas 

d’exclure une origine lymphomateuse au moment du diagnostic ou d’une suspicion de rechute. 

D’une part, il a été constaté que la mutation hotspot L265P concernerait près de 95% des mutations du 

gène MYD88, la fraction restante correspondant à des anomalies nucléotidiques diverses et survenant à 

des positions variées.8,42,136 Il subsiste ainsi de rares cas de PCNSL mutés pour MYD88 mais non 

détectables avec la technique de ddPCR traditionnelle qui ne cible que la position hotspot de ce gène. 

D’autre part, des mutations de prévalences variées et impliquant d’autres gènes ont également été 

identifiés dans les profils moléculaires des PCNSL, dont la mutation hotspot CD79B Y196 qui représente 

globalement la deuxième anomalie la plus fréquemment rencontrée.8,13,42 En raison de leur prévalence 

globale dans la population et d’une position mutationnelle quasi exclusive, les gènes MYD88 et CD79B 

constituent de réels candidats à la biopsie liquide conventionnelle, qui ne permet de cibler qu’une courte 

séquence génétique et sur une quantité d’ADN trop restreinte pour pouvoir rechercher d’autres mutations 

sur le même gène au cours d’une même analyse. Une étude moléculaire plus exhaustive incluant les 

autres gènes potentiellement incriminés, ainsi qu’un séquençage complet de chacun des gènes (en 

particulier MYD88 et CD79B) peut parfois être nécessaire et pourrait compléter le bilan onco-

hématologique. Néanmoins, cela implique le recours à des méthodes de séquençage génétique dont le 

bénéfice médical reste discutable étant donné le faible nombre de patients concernés et l’existence des 

techniques diagnostiques de routine (radiologiques, anatomopathologique et biologiques). Il pourrait 

ainsi être envisagé en première intention d’employer la PCR digitale pour rechercher la présence 

d’ADNct en ciblant la mutations hotspot du gène MYD88 (plus ou moins du gène CD79B avec une 

deuxième technique), et de recourir à un séquençage plus approfondi dans un second temps si la biopsie 

liquide classique s’avérait non concluante. 

 

Enfin, d’autres paramètres biologiques inédits peuvent venir compléter l’exploration du LCR, mais dont 

l’utilisation en pratique courante demande toutefois d’être validée à travers des investigations 

supplémentaires. Les micro-ARN, dont le niveau d’expression peut traduire des processus néoplasiques, 

ont été évalués. Il s’agit de brins d’ARN présentant une courte séquence nucléotidique, ne codant aucune 

protéine et ayant un rôle fondamental dans la régulation post-transcriptionnelle de l’expression des 

gènes.89 Grâce à leur activité de répresseurs transcriptionnels, les micro-ARN sont capables d’induire la 

perte d’expression de certains gènes et sont impliqués dans de multiples phénomènes cellulaires 

physiologiques. Chacun des micro-ARN existants sont répertoriés numériquement et possèdent une cible 

bien spécifique. Une dérégulation de l’expression de ces entités moléculaires peut donc aboutir à des 

modifications épigénétiques à l’origine d’évènements tumorigènes : il peut s’agir d’une répression totale 

des gènes suppresseurs de tumeurs (surexpression des micro-ARN spécifiques) ou d’une transcription 

anormalement accrue de proto-oncogènes (défaut d’expression des micro-ARN spécifiques).149 Ainsi, 

l’hyperexpression de certains micro-ARN précis a été identifiée chez des patients atteints de PCNSL.89 
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De façon intéressante, un autre micro-ARN a démontré son intérêt potentiel dans la distinction entre un 

PCNSL (expression normale) et un SCNSL (surexpression).150 Néanmoins, la spécificité diagnostique 

de cet éventuel marqueur futur nécessite des études supplémentaires puisque diverses étiologies, 

physiologiques ou malignes et notamment des tumeurs cérébrales non hématopoïétiques, peuvent 

conduire à la dérégulation des mêmes micro-ARN.89 

 

L’étude du méthylome de l’ADN circulant pourrait également représenter une alternative innovante aux 

prélèvements biopsiques hautement invasifs. Celle-ci consiste à analyser le profil de méthylation des 

îlots CpG (Cytosine-phosphate-Guanine) présents dans l’ADN, responsables de la modulation 

d’expression de nombreux gènes et par conséquent impliqués dans les mécanismes onco-moléculaires. 

Alors que cet outil épigénétique a déjà montré un réel intérêt dans la discrimination histologique des 

tumeurs malignes aussi bien sur le tissu tumoral en lui-même que dans l’ADNcf plasmatique, il 

semblerait que l’étude du méthylome sur l’ADNcf du LCR offre aussi d’excellentes performances dans 

le diagnostic des tumeurs malignes du SNC. Plus précisément, cette analyse permettrait de distinguer 

les métastases cérébrales consécutives à un cancer périphérique, les glioblastomes et les atteintes 

lymphomateuses du SNC. A l’inverse des mutations oncogéniques récurrentes qui ne sont pas toujours 

rencontrées d’un patient à un autre, chaque entité tumorale est soumise à des processus de méthylation 

dont il est possible d’extraire un profil bien particulier, qui semblerait même propre aux cellules dont la 

tumeur est issue. De plus, les ilôts CpG étant répartis sur l’ensemble du génome, les performances de 

cet examen ne sont pas strictement dépendantes de l’abondance de l’ADNct, à l’inverse des 

performances des examens moléculaires plus traditionnels. L’étude du méthylome sur l’ADNcf semble 

donc très prometteuse pour l’avenir mais doit encore faire l’objet d’études à plus grande échelle.151 

 

La chimiokine CXCL13, une cytokine chimio-attractive des LB reconnue grâce au récepteur CXCR5, a 

montré des concentrations élevées dans le LCR des PCNSL. Malgré des performances diagnostiques 

satisfaisantes, des résultats similaires peuvent cependant être observés dans d’autres pathologies 

malignes ou neuro-inflammatoires, justifiant son association avec d’autres biomarqueurs tels que l’IL-

10. Une augmentation des taux de néoptérine dans le LCR, un marqueur d’activation de l’immunité à 

médiation cellulaire, a également été prouvée chez les PCNSL. Cette molécule est principalement 

sécrétée par les monocytes et les macrophages, et probablement par les cellules microgliales. 

L’infiltration lymphomateuse du tissu cérébral expliquerait alors le relargage local de néoptérine. A 

l’instar de la chimiokine CXCL13, un manque de spécificité a été relevé : l’élévation de sa concentration 

dans des contextes de maladies neuro-inflammatoires ou d’autres tumeurs cérébrales limite sa capacité 

à discriminer les PCNSL des autres pathologies neurologiques.89,152 
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CONCLUSION 

 

De l’évaluation clinique neuro-hématologique à l’examen biologique complet, en passant par un bilan 

neuroradiologique approfondi et un examen anatomopathologique de la tumeur, le diagnostic intégratif 

des PCNSL relève de multiples disciplines. La complexité médicale ainsi que l’agressivité de cette 

pathologie imposent de développer des outils innovants et performants dans le but de faciliter et 

d’accélérer la confirmation du diagnostic. Les techniques biologiques traditionnelles telles que la CC et 

la CMF ont d’ores et déjà été validées pour identifier un envahissement leptoméningé lymphomateux, 

pouvant ainsi faire office de preuve diagnostique d’un lymphome du SNC et limiter le recours aux 

prélèvements biopsiques grâce au LCR. La fragilité cellulaire, les conditions pré-analytiques et le 

comportement physiopathologique de la tumeur peuvent fortement perturber l’interprétation des bilans 

céphalo-rachidiens. La réitération des PL semble être un bon moyen de pallier au moins en partie ces 

obstacles. Le dosage en routine de l’IL-10 dans le LCR, un marqueur soluble moderne, offre un outil 

supplémentaire et performant pour les cliniciens dans l’établissement du diagnostic différentiel. Bien 

qu’apparaissant comme un puissant marqueur d’exclusion d’un PCNSL dans cette étude, l’interprétation 

de ce paramètre possède également ses limites.  

 

C’est pourquoi l’intérêt de la recherche de la mutation MYD88 L265P dans le LCR a été évalué dans ce 

travail. Dans le cadre des PCNSL, ce biomarqueur onco-moléculaire possède une réelle valeur 

diagnostique. Son excellente spécificité à témoigner d’un processus lymphomateux, ainsi que sa forte 

prévalence au sein des PCNSL justifient sa recherche systématique sur un bilan méningé d’exploration 

d’une tumeur cérébrale. Ce paramètre a de surcroît démontré une dimension pronostique et 

thérapeutique, bien qu’il n’existe à ce jour aucune thérapie ciblée directement contre la protéine MYD88. 

Bien que sa mise en évidence dans l’ADN cellulaire reste tout à fait justifiée, l’étude de l’ADN circulant 

du LCR par des techniques hautement sensibles de PCR digitale a révélé de meilleures performances. 

Véritable marqueur de confirmation d’un lymphome, la prise en considération de cette mutation dans 

les arguments diagnostiques permettrait de s’affranchir d’une biopsie chez des patients pour lesquels un 

EM n’aurait pas été identifié par CC et CMF. L’association de la recherche de la mutation MYD88 L265P 

sur l’ADN circulant du LCR et du dosage de l’IL-6 et de l’IL-10 dont les performances sont 

complémentaires offre un moyen efficace d’affiner l’orientation diagnostique face à une tumeur du SNC 

non documentée. 
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