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INTRODUCTION

Les lymphomes anaplasiques a grandes cellules (ALCL) sont décrits pour la premiere fois en 1985
comme des lymphomes a grandes cellules groupées volontiers dans les sinus des ganglions
lymphatiques. Ces grandes cellules expriment le Kil et le HLA-DR qui est un antigene exprimé par
les cellules T activées (1).

Le Kil est un anticorps qui reconnait le CD30, une protéine trans membranaire codée par le géne
Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily 8 (TNFRSF8). Elle est normalement exprimée par les
lymphocytes B et T activés.(2)

Depuis 1985 de nombreux éléments sont venus étayer la description des ALCL.

lIs sont maintenant séparés entre les ALCL surexprimant la protéine Anaplastic Lymphoma Kinase
(ALCL ALK+) suite a une translocation du gene correspondant et les ALCL n’exprimant pas la
protéine ALK (ALCL AKL-) et ne présentant pas d’anomalie génétique intéressant ce gene. Les
ALCL ALK+ sont assez bien connus sur le plan moléculaire. La protéine ALK n’est exprimée dans
aucun tissu humain normal en post natal mis a part de rares cellules du systéme nerveux central
(3). Son expression en immunohistochimie, en utilisant un anticorps monoclonal, est corrélée a
prés de 100 % avec un réarrangement du géne. Dans les ALCL ALK+ une mutation récurrente est
donc trés souvent retrouvée : il s’agit de la translocation t(2;5)(p23 ;q35) qui aboutit a un
transcrit de fusion nucléophosmine-ALK.(4,5) Le géne ALK posseéde également d’autres

partenaires de fusion plus rares (6).

Bien que des avancées récentes permettent une meilleure compréhension des ALCL ALK- de

nombreuses interrogations persistent a leur sujet.



Généralités :

Historique des classifications (2,5-10) :

- En 1988 : classification Kiel : « large cell anaplastic lymphoma, Ki-1 positive », un type de

lymphome de haut grade B ou T exprimant le Ki-1.

- La terminologie « Anaplastic Large Cell Lymphoma » abrégé en ALC lymphoma est
préférée a I'abréviation LCA (large cell anaplastic) lymphoma qui préte a confusion avec

Leucocyte Common Antigen (LCA).

- En 1994, la Revised European-American Lymphoma (REAL) classification sépare les ALCL
de phénotype B ou nul qui deviennent une entité distincte des ALCL avec phénotype T. llIs
sont inclus dans le groupe des lymphomes B diffus a grandes cellules ou des lymphomes

B a grandes cellules primitifs du médiastin.

- Dans la 3¢ classification de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en 2001, les ALCL
ALK+ et ALK- sont considérés comme une méme entité.
Les ALCL cutanés sont séparés des ALCL systémiques. lls sont rattachés aux

lymphoproliférations T cutanées primitives CD30+ avec la papulose lymphomatoide.

- Dans la 4¢ classification de 'OMS en 2008, les ALCL sont séparés en deux groupes : les
ALCL ALK+ qui sont une entité définitive et les ALCL ALK- qui apparaissent comme entité
provisoire, les criteres permettant de les distinguer des Lymphomes T périphériques

(PTCL) CD30+ étant imparfaits. (3,6)

- Dans la 4¢ classification de I'OMS révisée, en 2016, les caractéristiques moléculaires des
ALCL ALK- étant mieux définies, ils deviennent une entité définitive.
On voit également apparaitre les ALCL ALK— développés sur prothése mammaire (BiALCL)

qui ont pourtant été décrits pour la premiere fois en 1997 (11-13,13,14)



- Dans la classification EORTC-OMS des lymphomes cutanés primitifs, révisée en 2018, il

n’est pas apporté de modifications a la classification des cALCL (15).

Stadification

Le systéeme de Ann Arbor a été initialement décrit pour la stadification des lymphomes de
Hodgkin en 1971. Il est aujourd’hui toujours utilisé pour les lymphomes non Hodgkiniens. Il faut
néanmoins l'interpréter avec prudence pour la stadification des lymphomes cutanés. En effet, le
stade des lymphomes cutanés avec cette classification est soit IE en cas de lésion unique, soit IV
en cas de lésions cutanées multiples (16). En 1993, I'index pronostique international (IPl) a été
établi pour compléter les données du stade Ann Arbor.

(voir Annexes 1 et 2).

ALCL ALK — systémiques (sALCL ALK-)

Epidémiologie

Les lymphomes anaplasiques a grandes cellules représentent environ 3% des lymphomes non
Hodgkiniens (LNH) de I’'adulte et 10 a 20 % des LNH de I'enfant (10,17-19).

IIs sont la troisieme entité la plus fréquente parmi les lymphomes T ganglionnaires chez les
adultes apres les Lymphomes T périphériques sans autre spécification (LT NOS) et les lymphomes
T angio-immunoblastiques.

Les ALCL ALK+ se voient plutot chez I'enfant, il s’agit méme du lymphome T le plus fréquent chez
I’enfant, tandis que Les ACLC ALK- sont se voient plut6ét chez I’adulte avec un dge médian de 55
ans. Dans les deux cas on observe une prédominance masculine et des stades élevés (Ann Arbor

Il et IV). Une atteinte extra ganglionnaire est fréquente (2,11,20).



Caractéristiques histologiques et immunohistochimiques

Caractéristiques histologiques :

Les ALCL sont caractérisés par la présence en proportion variable d’'une population de cellules
Hallmark. Ces cellules présentent typiqguement un noyau excentré, réniforme ou « en fer a
cheval ». (2,3,21,22)

Ces cellules forment volontiers des nids de cellules tumorales cohésives détruisant I'architecture
du ganglion ou du tissu au sein duquel elles proliférent mais elles peuvent aussi se présenter sous

forme d’une infiltration des sinus ganglionnaires. (3,20,22)

On décrit 4 patterns architecturaux principaux d’ALCL : (2,3,6,23)

Le pattern commun, le plus fréquent (plus de 60% des ALCL) : prédominance de grandes
cellules pléomorphes avec aspects « Hallmark »
- Le pattern lymphohystiocytique (10%), riche en histiocytes qui peuvent masquer la
présence des cellules tumorales (retrouvées en général pres des structures vasculaires).
- Le pattern hodgkin-like, qui présente une architecture semblable a celle du Lymphome
de Hodgkin (LH) dans sa forme scléro-nodulaire.
- Le pattern composite qui associe en proportions variables différents patterns.
- D’autres patterns sont également décrits de fagon ponctuelle : myxoide, a cellules
fusiformes, etc.
On décrit pour les ALCL ALK+ un cinquieéme pattern principal : les ALCL ALK+ a petites cellules.
Pour les ALCL ALK— ce pattern n’existe pas puisqu’aucun critere morphologique ou

immunohistochimique ne permettrait de le différencier d’un PTCL CD30 + (2,6,11,23).



Caractéristiques immunohistochimiques

Les ALCL sont caractérisés par un marquage fort de presque 100% des cellules tumorales par le
CD30 et une perte d’un ou de plusieurs marqueurs T (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7). Lorsque tous les
marqueurs T sont perdus on parle de phénotype nul. Les plus souvent retrouvés sont le CD4 puis
le CD2 et le CD3 (2,22). Les marqueurs cytotoxiques (TiAl, Granzyme B et Perforine) sont souvent
exprimés mais le CD8 I'est rarement. L’expression de I'EMA est moins fréquente dans les ALCL
ALK- (environ 43%) que dans les ALCL ALK+ (environ 100%). Le phospoho-Signal Transducer and
Activator of Transcrition 3 (p-STAT3) est exprimé dans environ 43% des cas (6,20).

L’expression du TCRFB1 est trés rare de méme que celle du CD15. Les marqueurs liés au virus
d’Epstein-Barr (EBV) en immunohistochimie ou en hybridation in situ ne sont pas exprimés.
Exceptionnellement le CD13, CD33 ou CD68 peuvent étre exprimés. (2) De rares cas peuvent

exprimer PAX5 (20).

Caractéristiques génétiques

Voie JAK1-STAT3

Des aberrations de la voie de signalisation de JAK1/STAT3 ont un réle établi dans les cancers liés
a I'inflammation (24) .

Dans les ALCL ALK+ les mutations du gene ALK aboutissent a une activation constitutive de la voie
JAK1-STAT 3 (7,24,25).

L’activation de STAT3, presque toujours retrouvée dans ALCL ALK+, est détectée dans environ
50% des ALCL ALK—. De multiples altérations génétiques peuvent en étre a l'origine :

- Des mutations gain de fonction de STAT3 et JAK1 ont été décrites dans 20% des ALCL ALK-

- Dans d’autres cas la présence de transcrits de fusion impliquant les tyrosines kinases
ROS1 ou TYK2 aboutit également a une activation constitutive de STAT3 (2,11,24,26-30).
- Des phénomenes épigénétiques avec silencing de PTPN6 pourraient également entrainer

une activation de STAT3 (31).



- Ces mutations semblent mutuellement exclusives (2).

- Certains auteurs rapportent parmi les ALCL triple négatifs des cas de ALCL ALK- avec
réarrangement du géne FRK (également appelé protéine tyrosine kinase-5 (PTK5)),
donnant un transcrit de fusion CAPRIN1-FRK dont la surexpression aboutit a une

phosphorylation, et donc une activation, de STAT3 (25).

Translocations de DUSP22/IRF4 et P63

Deux mutations récurrentes sont décrites dans les ACLC ALK- (2,3,11,20,22,23,26,27,32,33) :

- En 2011 Feldman et co (34,35) décrivent une anomalie récurrente dans les ALCL ALK-
systémiques et cutanés: la translocation t(6;7)(p25.3;q32.3). Elle intéresse le locus
6p25.3 ou se situent les genes DUSP22 (dual specificity protein phosphatase 22) et IRF4
(interferon regulatory factor 4). DUSP22 et IRF4 sont séparés seulement par 40 kb. Cette
translocation intéresse néanmoins plus souvent le gene DUSP22 et est associé a une
diminution de son expression protéique sans altération du profil d’expression de IRF4.
Cela peut expliquer que les ALCL expriment IRF4 indépendamment de leur statut
transloqué ou non (34). Les translocations de IRF4/DUSP22 sont rapportées dans les
SALCL ALK- et les cALCL avec une fréquence totale de 30% (34,65,67). Les sALCL ALK-
présentant cette translocation sont souvent monomorphes, pauvres en grandes cellules
pléomorphes, plus riches en cellules en forme de doughnut avec pseudo inclusions
nucléaires, et dépourvus de granules cytotoxiques.

- L’autre translocation récurrente concerne le géne TP63, sur le locus 3g28. La protéine p63
appartient a la famille de p53. Elle comporte deux isoformes qui différent au niveau de
leur domaine N terminal : la TAp63 aurait un effet suppresseur de tumeur et la ANp63
aurait des propriétés oncogéniques (36). La translocation de TP63 dans les ALCL ALK-
entraine en général une fusion avec le gene TBL1XR1 au locus 3g26 par inv(3)(q26q28).
Elle est retrouvée dans environ 8% des sALCL ALK-. Elle entraine la création d’une protéine
analogue a une isoforme négative-dominante de la protéine P63 (ANp63).

Ces réarrangements de P63 et DUSP22 sont absents dans les ALCL ALK + et sont mutuellement
exclusifs. Lorsqu’aucun des deux n’est retrouvé dans les ALCL ALK-, ils sont parfois décrits comme

triple négatif (absence de réarrangement pour DUSP22/IRF4, TP63 et ALK ) et leur pronostic est



intermédiaire entre celui des ALCL ALK- avec réarrangements de DUSP22/IRF4 et celui des ALCL

ALK- avec un réarrangement de TP63 (33).

MYC et IRF4

Le gene IRF4 aussi connu sous le nom de MUM1 (multiple myeloma oncogene-1) appartient a la
famille des facteurs de transcritpion IRF (interferon regulatory factor). MYC est une cible du géne
IRF4 (37) et le promoteur du gene IRF4 possede plusieurs sites de liaison avec STAT3 (30).
L’expression de IRF4 est retrouvée en immunohistochimie dans la quasi-totalité des ALCL ALK+
et dans 40 a 50% des ALCL ALK-.

Contrairement a ce qui est décrit pour le gene IRF4, trés peu de translocations du gene MYC sont
retrouvées dans les ALCLALK-. Elles semblent associées a un mauvais pronostic (4,38). En
revanche Sibbon et co. (19) retrouvent dans leur série des gains de MYC récurrents.

Plusieurs auteurs rapportent qu’in vitro ou sur des modeles de xénogreffes, le knockdown de
MYC ou de IRF4 est toxique pour les lignées de cellules issues de ALCL. Le knockdown de IRF4
diminue également I'expression du géne MYC et de son réseau de génes cibles. Néanmoins, si
I’expression de MYC et de IRF4 est corrélée dans la plupart des ALCL ALK-, ce n’est pas toujours
le cas et il existe probablement d’autres mécanismes moléculaires qui régulent I'expression de
MYC dans les ALCL ALK+ et ALK- en plus de la surexpression de IRF4 (4). Le knockdown de IRF4
dans les ALCL ALK+ et ALK- affecte en effet divers genes impliqués dans de nombreux processus
de régulation cellulaire notamment le cycle cellulaire (CDKN1A, CDKN2D, E2F6), la prolifération
cellulaire (BAG2, CELF1, TYRO3) ou la réparation de ’ADN (ATM, LIG3).

TP53

Dans la série de ALCL AKL- de Boi et cie (18), une perte du locus 17p13.3-p12, ol le gene TP53
est localisé, est présente dans 42% des cas. En revanche, Rassidakis et cie (39) dans leur série de
ALCL ALK+ et ALK- retrouvent seulement 8% de cas associés a une mutation de TP53 tandis
qu’une surexpression de P53 est beaucoup plus fréquente, retrouvée dans 65% des cas en

utilisant un cut off de 10 % de cellules tumorales marquées. lls précisent qu’en cas de mutation



du géne correspondant la surexpression de P53 est plus marquée : elle est retrouvée dans la
totalité des cellules tumorales.
La surexpression de P53 est donc fréquente et souvent associée a un mauvais pronostic dans les

ALCL (40,41) mais ne semble pas corrélée a la présence d’une mutation du gene correspondant.

Voie PD1/PDL1 :

L’homéostasie du systéme immunitaire est médiée par I'expression coordonnée de signaux
stimulants et inhibiteurs. La voie PD1/PDL1 (programmed death protein 1/programmed death
ligand 1) est un checkpoint immunitaire intéressant dans les cancers. Sa fonction est,
normalement, de limiter la fonction des effecteurs T dans les tissus périphérique et de limiter
les réactions d’auto-immunité, en cas d’inflammation chronique comme lors d’une infection
virale chronique, ou lors de la grossesse (42,43). En effet le PD1 est un récepteur exprimé par
de multiples cellules du systéeme immunitaire, notamment les cellules T dont il peut inhiber
I'action lorsqu’il se lie a son récepteur, le PDL1. Or dans de nombreux cancers, PD1 exprimé par
les cellules T interagit avec PDL1 exprimé par les cellules tumorales ou les cellules du
microenvironnement tumoral ce qui induit une perte de fonction des lymphocytes T et permet
aux cellules tumorales d’échapper a la surveillance du systeme immunitaire. De nombreuses
études se sont intéressées a I'expression de PD1/PDL1 dans les lymphomes, notamment dans
les lymphomes B, et particulierement ceux survenant dans des sites immuno-privilégiés tels
que la peau, le médiastin ou le systéme nerveux central (43—48).

Les mécanismes génétiques qui induisent la surexpression de PDL1 dans les lymphomes sont : les
altérations du chromosome 9p24.1 (48-51) (translocations ou amplifications du gene PDL1) ; la
présence d’une interruption de la région 3’'—non traduite (UTR : 3’-untranslated region) du gene

PDL1 (52) ; ou une activation de la voie STAT3 (29,53,54).

Facteurs pronostiques

L'importance des anomalies cytogénétiques est majeure dans le pronostic des sALCL. Aussi les

SALCL avec réarrangement de DUSP22/IRF4 sont décrits comme de meilleur pronostic, avec un



pronostic superposable a celui des ALCL ALK+, contrairement aux autres sACLC ALK- dont le
pronostic est plus sombre. Les sALCL dits triples négatifs ont un pronostic intermédiaire entre
ceux avec translocation de DUSP22/IRF4 et ceux avec un réarrangement de TP63 qui sont de plus
mauvais pronostic.

Généralement le pronostic des ALCL ALK— avec les thérapeutiques conventionnelles est moins
bon que celui des ALCL AKL+ mais des études ont trouvé des résultats divergents a ce sujet. L'age
semble étre un facteur pronostique majeur (55). La différence de pronostic peut étre liée a
différents facteurs tels que I'IPl ou le performans status, I'age, le taux sanguin de LDH. Avec la
présence ou non d’une infiltration médullaire (qui est assez rares dans les ALCL) ces quatre
variables constituent le PIT (Pronostic index for PTCL-U) définit par Gallamini et cie en 2004 (56).
En plus de ces quatre variables, le taux sanguin de B2microglobuline (avec une valeur seuil de 3
mg/L selon le Groupe d’Etude des Lymphomes de I’Adulte (19)), le sous type histologique, le
stade Ann Arbor et la présence d’un infiltrat inflammatoire d’accompagnement semblent
également compter parmi les principaux facteurs pronostiques (17,19). Pour Doghri et cie les
deux facteurs pronostiques principaux semblent étre le statut Ann Arbor et I'existence d’une
infiltration médullaire (57).

Les résultats parfois divergents des différentes études s’expliquent car I'’évaluation des facteurs
pronostiques dans les sALCL ALK— est difficile du fait de leur hétérogénéité génétique. Par
exemple les patients porteurs d’une translocation du gene DUSP22 ont un pronostic semblable
aux ALCL ALK+, qui est bien meilleur que celui des patients porteurs d’une mutation de TP63
(26,27). La proportion de cas portant ces mutations n’est pas nécessairement identique d’une
cohorte a l'autre. Dans I'étude de Sibbon et cie le réarrangement du géne ALK ne serait un
argument de meilleur pronostic que pour les patients de moins de 40 ans (19) mais les
caractéristiques génétiques des différents cas de ALCL ALK— ne sont pas pris en compte dans
cette étude.

Enfin, la perte de TP53 a été rapportée comme étant de mauvais pronostic dans les PTCL
lorsqu’elle est associée a celle de BCL2, une autre protéine impliquée dans les mécanismes
d’apoptose (39,41). De méme la perte de TP53 dans les ALCL (20) a été rapportée comme facteur

de mauvais pronostic.



Diagnostic différentiel

L’OMS reconnait deux principaux diagnostics différentiels des sALCL ALK- : (20)

- PCTL NOS CD30+: Les ALCL ALK- se différencient des PTCL NOS notamment par leur
signature moléculaire qui est différente (58). Un modéle basé sur I’étude de trois genes
(TNFRSF8, BATF3, TMOD1) permettrait dans 97% des cas de différentier les PTCL NOS
CD30 + et les ALCL ALK-, les ALCL ALK- exprimant systématiquement ces trois genes.
(26,59,60)

- Lymphome de Hodgkin (LH): les cas riches en cellules de Reed-Sternberg avec une
déplétion lymphocytaire et un infiltrat inflammatoire polymorphe d’accompagnement
moins important sont sources d’erreurs diagnostiques. L'immunohistochimie est une aide
diagnostique puisque les LH expriment faiblement PAX5 tandis que les ALCL ALK- ne
I’exprime qu’exceptionnellement. Le CD30 est également habituellement plus fortement
et diffusément marqué dans les ALCL AKL- que dans les LH. L'EBER (ARN nucléaire précoce

de I'EBV), s’il est positif, peut également redresser le diagnostic de LH.

ALCL ALK- cutanés (cALCL)

Les lymphomes cutanés primitifs sont définis comme des lymphomes non Hodgkiniens localisés

au niveau cutané sans atteinte extra-cutanée au diagnostic (15).

Epidémiologie

Les lymphoproliférations cutanées T CD30 positives sont les lymphoproliférations T cutanées les
plus fréquentes apres le mycosis fungoide et représentent approximativement 25% des
lymphoproliférations T cutanées primitives (15,61). Les cALCL représentent a eux seuls environ
8% des lymphomes T cutanés primitifs. lls sont plus fréquents chez les hommes que chez les

femmes et chez les adultes que chez les enfants (62).



Caractéristiques cliniques

Cliniqguement les cALCL se présentent sous forme d’un nodule ou de plusieurs nodules, rouge-
violacés, de croissance rapide, souvent ulcérés. Les extrémités sont souvent atteintes : mains,
pieds, extrémité céphalique (téte et cou). 20% des patients présentent une atteinte multifocale.

(63)

Caractéristiques histologiques et immunohistochimiques

Les caractéristiques cytologiques et immunohistochimiques sont les mémes que celles des sALCL
ALK -.

Sur le plan architectural, les cALCL se présentent sous forme de nids de cellules cohésives dans
le derme.

Les ALCL ALK— cutanés primitifs expriment rarement I'EMA contrairement aux sALCL ALK-.

L’expression de IRF4 est fréquemment retrouvée (74% dans la série de Wada et cie, (65)).

Caractéristiques génétiques

DUSP22/IRF4

Les cALCL présentent souvent une altération génétique également retrouvée dans les sALCL ALK-
, a savoir des réarrangements du locus 6p25.3 (géne DUSP22/IRF4) aboutissant a une
translocation de IRF4 (11,27,65,67). Cette translocation est retrouvée dans environ 20 a 25% des
cALCL. lls présentent alors des caractéristiques morphologiques particulieres avec une
organisation biphasique : des petits lymphocytes cérébriformes exprimant le CD30 sont visibles
dans I'épiderme et des grandes cellules CD30 + dans le derme expriment peu les marqueurs
cytotoxiques (15). Comme pour les sALCL ALK-, cette translocation de IRF4 n’est pas corrélée a

I’expression de la protéine en immunohistochimie.



Voie JAK1-STAT3

Une autre altération récurrente a été décrite dans les cALCL : le transcrit du gene de fusion
nucléophosminel-TYK2 est responsable d’une activation constitutive de la voie STAT3 dans les

cas de cALCL présentant ce réarrangement. Il est retrouvé dans environ 5% des cas. (66)

TP63

Des cas de translocation de TP 63 dans les cALCL ont également été rapportés mais sont peu
nombreux. De méme que pour les sALCL ALK-, les cALCL avec réarrangements de TP63 sont de
bien plus mauvais pronostic que ceux avec une translocation de DUSP22/IRF4 ou que les triples

négatifs. (36,66).

Facteurs pronostiques

Les lymphoproliférations cutanées primitives CD30+ ont un comportement indolent et un
excellent pronostic avec une survie estimée a 5 ans d’environ 95% (64,68) contre 49% pour les
SALCL ALK- (65). Environ 20 a 25% des patients présenteront une rémission spontanée, 50%
présenteront une récidive et 20% auront une évolution systémique. (7,64)

L’étendue des lésions cutanées et I’dge au diagnostic ne semblent pas influer sur le pronostic
(68). En revanche certaines localisations sont liées a un plus mauvais pronostic (jambes, téte et
cou), de méme que la présence d’une atteinte cutanée multifocale au diagnostic. D’autres
facteurs de mauvais pronostic ont également été décrits tel qu’un envahissement extra cutané
au cours de I'évolution de la maladie (ganglions lymphatiques a distance ou atteinte viscérale),
un stade avancé au diagnostic ou encore une perte de nombreux marqueurs T (64). Un
envahissement isolé des ganglions lymphatiques régionaux (présent dans 10% des cas au cours
de I’évolution) n‘impacterait pas le pronostic des cALCL (65,67,68).

La présence d’un réarrangement de DUSP22/IRF4 ne semble pas influencer le pronostic des

cALCL (15).



Diagnostic différentiel

Les diagnostics différentiels principaux concerneront les localisations cutanées de lymphomes
systémiques (intérét de 'EMA) et les autres lymphoproliférations T cutanées dont le mycosis
fungoide.

Selon Wada et cie, contrairement a I'expression immunohistochimique de la protéine
correspondante, la présence d’une translocation de IRF4 serait un argument fort en faveur d’un
cALCL plutot que d’une autre lymphoprolifération cutanée T avec une valeur prédictive positive
de de 90% et une spécificité de 99%. 20% des cALCL de leur série présentaient cette translocation
(65). Néanmoins le locus 6p25 est également impliqué dans la papulose lymphomatoide, une
autre lymphoprolifération T cutanée CD30 + (11) et un cas de la série de Wada (1/32, 3%) et cie
présentait également une translocation de IRF4 en FISH. Pham-Ledard et cie rapportent quant a
eux 2 cas de mycosis fungoide transformé présentant une translocation de IRF4 (67) et selon les
recommandations de I’'OMS le diagnostic de cALCL doit étre porté avec beaucoup de prudence si
le patient présente un antécédent de mycosis fungoide.

Le diagnostic différentiel parmi les lymphoproliférations cutanées primitives T CD30 + repose sur
une corrélation anatomo-clinique. En effet les caractéristiques histologiques et
immunohistochimiques peuvent étre semblables pour un CcALCL ou une papulose
lymphomatoide. L'étude morphologique et immunohistochimique seule ne suffit pas au

diagnostic.

ALCL ALK — associé aux prothéses mammaires (BiALCL)

Epidémiologie

Les lymphomes non Hodgkiniens mammaires sont rares et représentent entre 0,01 et 0,5% des
tumeurs mammaires malignes. Les plus fréquentes sont les lymphomes B tels que les lymphomes
B diffus a grandes cellules et les lymphomes de la zone marginale extra-ganglionnaires. Les

lymphomes T périphériques mammaires sont rares et représentent environ 10 % des lymphomes



mammaires. Entre 2010 et 2016 en France, le réseau Lymphopath a recensé 43830 cas de
lymphomes dont 300 de localisation mammaire. Dans cette localisation, il s’agit le plus souvent
de lymphome B (n = 274, 91.5%), tandis qu’on ne dénombre que 25 cas de lymphome T (8%).
Parmi ces lymphome T le plus fréquent est le lymphome anaplasique a grandes cellules ALK
négatif. De plus tous les cas de BiALCL étaient associés a la présence d’implants mammaires ce
qui n’est pas le cas pour les autres types de lymphomes recensés (12). Les BiALCL sont associés
aux implants remplis de solution saline aussi bien qu’aux implants remplis de silicone. lls peuvent
impliquer un seul ou les deux seins (13). Les implants peuvent avoir été posés pour raisons
esthétiques ou dans un but de reconstruction aprés une néoplasie mammaire ou apres une
mastectomie prophylactique. Le plus souvent les implants associés aux BiALCL sont texturisés
(22) mais cela est possiblement lié a la fréquence d’utilisation de ce type d’implants par rapport
aux implants lisses. (69) Des auteurs suggérent un éventuel réle de la flore bactérienne qui est

plus abondante en cas d’implant texturisé. (13,63)

Caractéristiques histologiques et immunohistochimiques

Les cellules présentent les mémes caractéristiques morphologiques et immunophénotypiques
que celles des sALCL ALK- et des cALCL.
Le phénotype T cytotoxique est plus souvent retrouvé dans cette localisation. (12) La plupart des

BIiALCL expriment IRF4/MUML1 et présentent un phénotype cytotoxique activé (13).
On distingue depuis 2016 deux formes cliniquement distinctes de BIALCL : (11-13)

-'une est dite « séreuse» ou «in situ». Cest la forme la plus fréquente. Les cellules
lymphomateuses sont présentes uniquement dans I'épanchement périprothétique. Dans ce cas
la chirurgie seule est recommandée sans traitement complémentaire. Miranda et co montrent
d’ailleurs dans leur série que les patientes ayant recu une chimiothérapie avaient globalement le

méme pronostic que celles n’en ayant pas recu (70).

-I'autre est dite « infiltrante » : les cellules lymphomateuses infiltrent la capsule périprothétique

sous forme tumorale avec parfois de la nécrose. Cette forme est associée a un risque



d’envahissement ganglionnaire et de diffusion systémique. Elle nécessite un traitement
systémique par chimiothérapie.

Pour certains ces deux formes de BiALCL correspondent a des formes plus ou moins agressives
d’'une méme maladie, les caractéristiques des deux formes in situ et infiltrante pouvant étre

retrouvées simultanément chez une méme patiente. (13)

Caractéristiques géneétiques

Les BIiALCL sont tous ALK -. IIs présentent un phénotype cytotoxique activé.

Les anomalies des voies de signalisations dans les BiALCL sont analogues a celles les SALCL. Ainsi
dans les BiALCL des anomalies des voies impliquant TP53, MYC et JAK/STAT3 sont décrites
(71). 1l s’agit notamment de mutations de TP53 (13,71) et de mutations activatrices de STAT3
(71). Blombery et co rapportent sur deux cas de BIiALCL la présence de mutations acquises de
STAT3 et JAK1 (24).

Les BIALCL présentent également des réarrangements du TCRG et pour certains du TCRB (TCR :T-
cell receptor) (12,71). En revanche aucun cas de BIiALCL présentant un réarrangement de

DUSP22 n’a été rapporté.

Facteurs pronostiques :

Le pronostic est trés différent en fonction du sous type de BiALCL. Les cas présentant une forme
in situ ont un pronostic qui se rapproche de celui des cALCL tandis que ceux avec une forme

infiltrante ont un pronostic qui se rapproche du pronostic des sALCL ALK-. (13)

Diagnostic différentiel

De méme que pour les sALCL ALK- le diagnostic différentiel des BiALCL est parfois difficile avec le
LHc surtout s’ils expriment le CD15. L'absence de clone B ou la présence d’un réarrangement du

TCR peuvent permettre de redresser le diagnostic. (12)



Certains BiALCL présentent un phénotype NK/T avec expression du CD56 et des marqueurs

cytotoxiques. Dans ce cas I'absence d’expression de 'EBV et la présence d’un réarrangement du

TCRy permettent la distinction avec le lymphome extra-ganglionnaire NK/T nasal-type.

Une localisation mammaire d’un sALCL ALK- doit également étre éliminée. (72)

TRAITEMENTS

Les traitements couramment utilisés pour les ALCL ALK— sont : (2,22)

Les chimiothérapies, pour les sALCL ALK- :

Le traitement de référence reste la polychimiothérapie par CHOP (cyclophosphamide,
doxorubicine, vincristine, prednisolone) ou CHOEP (plus étoposide) (22) avec possibilité
d’une transplantation de cellules souches autologues (autologus stem cell
transplantation : ASCT) en cas de réponse compléte.

Les immunothérapies sont également utilisées : le Brentuximab ventodine (BV) est un
anticorps monoclonal anti CD30 lié a un agent anti mitotique synthétique (monomethyl
auristatine E : MMAE). Il est utilisé pour les ALCL (ALK+ ou ALK-) en rechute ou réfractaires
associé a une chimiothérapie conventionnelle a base de CHP (cyclophosphamide,
doxorubicine, and prednisone) (37). Un essai clinique de phase lll vient de montrer la
supériorité du BV CHP sur le CHOP pour le traitement des lymphoproliférations T CD30
périphériques (73).

Pour les cALCL la chirurgie et la radiothérapie représentent la premiére ligne de
traitement actuellement (66).

Pour les BIiALCL, selon les formes, le traitement différe. Pour la forme « in situ » la
chirurgie seule suffit avec retrait de I'implant et de la coque périprothétique tandis que
pour les formes « infiltrantes » un traitement complémentaire par voie systémique
(souvent une chimiothérapie CHOP) est nécessaire ainsi que parfois une radiothérapie

complémentaire.

Certaines thérapeutiques sont encore en cours d’évaluation mais sont prometteuses. STAT3 est

une cible thérapeutique connue dans de nombreux cancers. (31) In vitro l'efficacité des

traitements par inhibiteurs de JAK1 dépend du statut phosphorylé (donc activé) de STAT3 dans



les sALCL ALK-, les cALCL et les BiALCL. Leur administration diminue la croissance cellulaire et les
taux de STAT3 phosphorylée. Les inhibiteurs de JAK n’ont en revanche pas montré d’effet sur les
ALCL ALK+ ce qui s’explique : ALK entraine directement une phosphorylation de STAT3 sans
passer par la voie JAK (30,74). Des inhibiteurs de la voie JAK/STAT tels que le Ruxolitinib et Sutinib
pourraient donc s’avérer utiles dans le traitement des ALCL ALK- bien qu’ils ne semblent pas
efficace pour le traitement des ALCL ALK+.

Enfin le dasatinib, un inhibiteur de kinases, pourrait inhiber la phosphorylation de STAT3 promue
in vitro par la voie CAPRIN1-FRK(25). De méme, le développement d’inhibiteurs de TYK2 pourrait

également s’avérer une piste prometteuse (75).

OBJECTIFS DE L'ETUDE

Dans cette étude nous avons voulu étudier les biomarqueurs et les genes spécifiqguement
impliqués dans la pathogénie des trois formes de ALCL ALK-: la forme systémique, la forme
cutanée et la forme développée sur prothése.

Nous avons choisi de nous intéresser en particulier a des anomalies déja décrites dans l'une de
ces entités mais peu étudiées dans les autres. Nous avons donc étudié I'expression des protéines
P53, P63, MUM1, MYC et GATA3, et I'implication de la voie STAT3 /pospho-STAT3, ainsi que les
réarrangements des genes DUSP22, P53 et MYC.

De plus chacune de ces entités ne pouvant survenir que dans certaines localisations spécifiques,
cela souléve la question du role du microenvironnement. Nous avons donc étudié la voie

PD1/PDL1 en immunohistochimie et en FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)



MATERIEL ET METHODES

Sélection des patients

La sélection des patients s’est effectuée de maniere rétrospective, au département d’anatomie
et cytologie pathologiques du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Montpellier. Aprés une
revue de tous les cas de ALCL diagnostiqués ou vus en relecture entre 2004 et 2018 dans le cadre
du réseau Lymphopath, nous avons exclu les cas de ALCL ALK+ et ceux pour lesquels le matériel
(bloc de paraffine) n’était plus disponible ou pas en quantité suffisante.

Nous avons donc sélectionnés 37 cas de ALCL ALK-. Parmi eux on dénombre 22 cas systémiques,

13 cas cutanés, et deux cas sur protheses mammaires.

Renseignements clinigues

Les renseignements cliniques, pour chaque cas, ont été collectés par I'intermédiaire du dossier
informatique DxCare, des cliniciens qui s’occupaient des patients, ou méme directement aupres
des patients.

Les renseignements collectés concernaient I’age au diagnostic, le sexe, la présentation clinique,
la prise en charge thérapeutique initiale, la rechute, la progression, le décés, le nombre de lignes
de traitement, le statut au dernier suivi.

Le statut Ann Arbor au diagnostic a pu étre déterminé dans tous les cas sauf un.

Histologie et étude immunohistochimique.

Le diagnostic de sALCL ALK-, de cALCL et de BIiALCL a été fait sur lames colorées a I’hématoxyline-
éosine (HE) et sur lame d’immunohistochimie en appliquant les critéres de la classification 2016
de I'OMS des pathologies hématologiques et du tissue lymphoide (20).

Lorsque des techniques nécessaires pour cette étude n’avaient pas été réalisées pour le
diagnostic ou étaient manquantes, nous avons réalisés sur les blocs de paraffine des coupes de

3um d’épaisseur qui ont pu étre colorées a I'HE ou techniquées en immuno-histo-chimie avec



I'automate Ventana Benchmark XT autostainer (Ventana Tucson, AZ, USA).
Les anticorps suivants ont été utilisés :
- CD3 (clone 2GV6, Ventana, PREP Kit Ventana)
- CD2 (clone MRQ-11 Ventana, PREP Kit Ventana),
- CD5 (clone 4C7, DAKO, Denmark A/S 1:100),
- CD7 (clone CBC-37, DAKO, 1:25),
- CDA4 ( clone SP35, Ventana, PREP Kit Ventana),
- CD8 (clone SP57, Ventana, PREP Kit Ventana),
- TCRPBF1 (clone 8A3, Thermo scientific, Courtaboeuf, France,1 :50).
- CD30 (clone Ber-H2, Ventana, PREP Kit Ventana),
- ALK1 (clone ALK1, DAKO, 1:50),
- CD15 (clone MMA, Ventana, PREP Kit Ventana),
- Granzyme B (clone GR B-7, DAKO, 1:25),
- TIA1 (clone 2G9, Immunotech, Marseille, France, 1:100),
- Perforin (clone 5B10, Menarini, California USA 1:20,
- CD20 (clone L26, Dako, Denmark A/S, 1:300),
- PAX5 (clone DAK-PAXS5, DAKO, 1:25),
- MUM1 (clone MUM1p, Dako, 1:50),
- P63 (clone 4A4, Ventana, PREP Kit Ventana),
- P53 (clone DO7, Ventana, PREP Kit Ventana),
- MYC (clone EP 121, Epitomics, Burlingame, CA, USA 1:100),
- GATA3 (clone L50-823 Biocare medical, California USA 1:50),
- (D68 (clone KP1, DAKO, 1:400),
- PD1 (clone NAT105, Abcam, Paris, France 1:100),
- PDL1 (clone E1L3M, cell signaling, Leiden The Netherlands, 1:200),
- phospho-STAT3 (p-STAT3, clone M9CB6, cell signaling, 1:50).
Une association avec I'EBV a été recherchée a I'aide d’une technique d’hybridation in situ avec

I'EBER.

Pour MUM1, MYC, GATAS3, P63 et P53 nous avons évalué le pourcentage de cellules tumorales
positives. Ces marqueurs étant peu étudiés dans les ALCL ALK — nous avons utilisés les valeur
seuil de référence déterminées pour ces marqueurs dans d’autres lymphomes. Dans ces études

antérieures, | ‘expression de MYC et de P63 (clone 4A4) déterminée a I'aide de ces valeur seuils



étaient corrélées a la présence de réarrangements des génes correspondant en FISH. Wang et
cie ont utilisé le clone 4A4 qui reconnait toutes les isoformes de P63 et ont établi que le cut off
de 30 % de cellules marquées permet de détecter 100% des cas avec un réarrangement de TP63
en FISH.

L’expression protéique était donc retenue comme positive en cas de marquage nucléaire de
respectivement 30% des cellules tumorales pour MUM1 ; 40% pour MYC (76,77) ; 10% pour
GATAS3 (78); 30% pour P63 (36,79) et 10% pour P53(80,81).

Pour I’évaluation de PD1 et de PDL1, pour chaque cas, nous avons comparé les marquages
obtenus avec ces anticorps et avec le CD3, le CD30 et le CD68 pour évaluer spécifiquement
I’expression de PDL1 dans les cellules tumorales, positives pour le CD30, et dans les
macrophages, positifs pour le CD68, et celle de PD1 dans les lymphocytes T intra-tumoraux (TILs)
positifs pour le CD3.

Pour PD-L1 le marquage membranaire et le marquage cytoplasmique ont été retenus (42).

Le marquage de PD1 a été évalué au niveau de la membrane cellulaire et du cytoplasme des TILs
(82). Le pourcentage de cellules positives a été évalué pour les deux anticorps et les cas positifs
dans 1% ou plus des cellules concernées, quel que soit l'intensité du marquage, ont été

considérés comme positifs (42).

L'immunofluorescence apres hybridation in situ (FISH)

Caractéristiques des sondes

La FISH sur noyaux interphasiques a été réalisée sur des coupes de 3 um d’épaisseur. Deux types
de sonde ont été utilisées : des sondes « split signal » ou « break appart » pour DUSP22-IRF4
(Zytolight SPEC IRF4, DUSP22 dual color break apart probe, 6p25.3, Zytovision), MYC/8g24 (sonde
Y450 ; DAKO A/S) et PDL1 (PDL1, CD274 break apart probe, 9p24.1, Empire Genomics), et une
sonde de délétion pour TP53 (TP53 deletion probe, 17p13.1, Cytocell).



Sonde Fournisseur Type Remaniements Pas de
attendus remaniement

DUSP22-IRF4 Zytovision Break appart 1F1V1R 2F

MYC DAKO Break appart 1F1V1R 2F

PDL1 Empire Genomics | Split Signal 1F1V1R 2F

TP53 Cytocell Délétion 1R2V 2V2R

Acquisition des images

Une prévisualisation des échantillons hybridés était réalisée pour la sélection des champs a
numeériser.

Puis, pour une interprétation optimale des résultats, nous avons réalisé des captures d’images
digitales a I’aide d’un microscope a fluorescence Leica Axioplan (Zeiss Axio Imager M1) équipé
d’une caméra CDD (charge-coupled device) couplé a la plateforme de numérisation Metafer, en
association avec le logiciel de capture d’images ISIS (MetaSystem, FISH Imaging System,

Germany).

Interprétation des résultats :

Au moins 100 noyaux ont été analysés. Pour chaque cas, la présence d’'une anomalie génétique
était retenue lorsque plus de 15% des cellules analysées présentaient une anomalie. Pour les
sondes « break appart », I'anomalie recherchée correspondait a des signaux séparés (= présence
d’un réarrangement) ou a la présence de plus de deux signaux de fusion (= amplification). Pour
la sonde de délétion, il s’agissait de la perte d’un « signal rouge » malgré la présence de deux

signaux « verts » traduisant la perte isolée du locus d’intérét.



Extraction d’ADN et analyse par PCR.

Pour chaque cas le statut clonal des cellules tumorales a été détermié par I'étude du
réarrangement des génes du TCR.

L’étude a été faite pour chaque cas sur des copeaux de tissu lésionnel inclus en paraffine,
préalablement déparaffinés a I'aide d’une solution de déparaffinisation : Qiamp DNA Blood mini
kit® (QIAGEN, France). Chaque réarrangement du TCR a été amplifié par PCR avec les amorces
décrites par le groupe BIOMED-2 (83).

Le produit d’amplification par PCR a ensuite été analysé a I'aide d’'un séquenceur AB3130XL®

(Applied Bioscience) puis par Genescan®.

Analyse statistique

L‘analyse statistique a été effectuée par le Département d’Information Médicale (DIM) du Centre
Hospitalier Universitaire (CHU) de Montpellier a I'aide du logiciel SAS, version 9.

Le seuil de significativité a été fixé a 5% pour tous les tests utilisés.

Analyse de la survie (absence d’évenement)

Pour I'analyse de survie, la date d’origine correspondait a la date de diagnostic du lymphome et
la date de point a celle du dernier suivi ou du décés. Le temps de survie a ainsi été calculé pour
chaque sujet. Tous les sujets vivants a la date de point correspondaient a des données censurées
a droite pour la courbe de survie.

Un événement a été défini comme : déces, rechute ou absence de réponse au traitement.

La méthode de Kaplan-Meier a été utilisée pour estimer les probabilités de survie en fonction du
temps pour les variables qualitatives et le modéle de Cox a été utilisé pour les variables
guantitatives. La comparaison des courbes de survie en fonction des facteurs pronostiques

potentiels a été réalisée a l'aide du test du Log Rank.



Analyse descriptive

Pour la description globale de I'ensemble de I'échantillon, les variables qualitatives ont été
étudiées en termes de fréquences et pourcentages des différentes catégories.

Les distributions des variables quantitatives n’étant pas toujours gaussiennes, la description de
ces variables a été faite a 'aide de la moyenne et de la déviation standard mais aussi de la

médiane, des valeurs minimales et maximales et des interquartiles (75éme et 25éme centiles).

Comparaison des données entre les différents sous-groupes.

La comparaison entre les sous-groupes a été réalisée a 'aide des tests de comparaison de
moyennes (Student ou Wilcoxon en fonction de la distribution) pour les variables quantitatives
et a l'aide d'un test du chi-deux pour les variables qualitatives. Lorsque les conditions de validité

du chi-deux n'étaient pas respectées, celui-ci a été remplacé par le test exact de Fisher.

Analyse univariée sur la survie sans évenement (EFS)

La valeur pronostique des marqueurs IHC et des anomalies cytogénétiques, a été étudiée a I'aide
d’'un modéle de régression univariée. Le risque d’absence d’évenement a été évalué dans la
cohorte globale, puis, pour les ALCL ALK- cutanés et ganglionnaires, par sous-groupe. Les modeéles
étaient adaptés au type de variable : linéaire pour les variables continues, logistiques pour les

variables binaires.

Recherche de valeurs seuils pour les différents marqueurs IHC

Une courbe ROC a été utilisée pour déterminer une valeur seuil pour chague marqueur IHC a
partir de laquelle les sujets auraient la présence ou absence d’'un événement. La courbe ROC

porte la sensibilité en ordonnée et (1 — spécificité) en abscisse.



RESULTATS

Caractéristigues cliniques et histopathologiques.

Les caractéristiques des 37 patients sont résumées dans la table 1.

Données cliniques et suivi

La durée médiane de suivi de patients de cette étude est de 15 mois (12-108). Comme cela était
attendu, pour les patients présentant une forme systémique de ALCL, la maladie était plus
agressive et le pronostic plus sévere que pour les formes cutanées ou sur prothése mammaire.
La plupart des patients du groupe sALCL ALK- avaient un stade Ann Arbor élevé au diagnostic
(stade lll ou 1V) alors que tous les patients des groupes cALCL et BIiALCL se sont présentés avec
un stade initial IE. Les patients du groupe sALCL ALK- ont plus souvent recu un traitement par
chimiothérapie que ceux des deux autres groupes (77,8% versus 30,8%, p=0,013), ont recgu plus
souvent au moins deux lignes de traitement (44,4% versus 0%, p=0,01), étaient moins souvent
en rémission compléte au dernier suivi (36,4% versus 92,9%, p=0,0013) et sont souvent décédés
a cause de leur maladie (50% versus 0%, p=0,002).

Les deux patientes du groupe BIiALCL présentaient chacune une des deux formes de BIiALCL
décrite. L'une présentait un épanchement séreux sans masse. Elle a bénéficié d’un retrait de
I'implant et d’'une capsulectomie. La deuxiéme avait un épanchement associé a une masse
palpable. Elle a bénéficié d’un retrait de I'implant associé a une polychimiothérapie. Les deux

patientes sont en rémission compléte sans rechute a la date des dernieres nouvelles.

Caractéristiques morphologiques :

Les cellules tumorales, pour tous les cas, étaient de grandes cellules pléomorphes avec un noyau
irrégulier (Figure 1). Des cellules « Hallmark » avec le noyau excentré en forme de fer a cheval

étaient également toujours présentes mais en nombre variable.



Figure 1: Lames colorées & I'HE. A gauche : objectif X20, & droite : objectif X40

Caractéristiques immunohistochimiques :

Dans tous les cas de cette étude, les cellules tumorales présentaient une forte positivité pour le
CD30 (Figure 2) et une négativité de ALK et EBV.

Les cellules tumorales présentaient également un phénotype T incomplet avec perte d’un ou
plusieurs marqueurs T, y compris le CD2, le CD3, le CD5 et le CD7. Pour dix des cas (10/37, 27%)
dont 4 sALCL ALK-, 4 cALCL et les deux BIiALCL, ces quatre marqueurs T étaient perdus.

La plupart des cas étaient positifs pour le CD4. Un cas de sALCL ALK- présentait une co-expression
de CD4 et CD8 tandis que 9 cas (5 SALCL ALK- et 4 cALCL) étaient négatif a la fois pour le CD4 et
le CDS8.

Dans la plupart des cas (25/37, 68%) au moins un marqueur cytotoxique était exprimé parmi le
TIA1, le Granzyme B et la Perforine. Douze cas étaient néanmoins négatifs pour ces trois

marqueurs dont 9 sALCL ALK- et 3 cALCL.



Expression des protéines d’'intérét :

Pour I'évaluation de I'expression de p-STAT3 seule I'expression nucléaire par les cellules
tumorales a été prise en compte (Figure 2). Lorsqu’un marquage était observé, il était présent
dans au moins 20% des cellules tumorales, ce qui correspond au seuil de positivité déja utilisé
par certains auteurs (84).

Nous n’avons pas pu mettre en évidence une différence statistiqguement significative
d’expression de p-STAT3 entre les sous-groupes (p=0,073). Néanmoins I'expression de p-STAT3
avait tendance a étre plus souvent observée dans les cALCL (84,6%) et les BiALCL (100%) que dans
les SALCL ALK- (54,5%).

MUML1 était significativement plus exprimée dans les formes systémiques que dans les formes
cutanées (90,9% versus 46,2%, p=0,006).

La P63 n’était exprimée que dans 2 cas de sALCL ALK- et les deux patients sont décédés de leur
maladie (Figure 3).

Aucune différence significative entre les sous-groupes n’a pu étre mise en évidence en ce qui
concerne I'expression des protéines MYC, et GATA3. Dans la cohorte globale, 27% des cas (10/37)
exprimaient MYC et 8,6% des cas (3/35) exprimaient GATA3.

En ce qui concerne la protéine P53 (figure 4), 43,2% des cas (16/37) dont 5cALCL, 11 sALCL ALK-
et aucun BIiALCL exprimaient cette protéine. Il n’y avait pas de différence significative entre les

sous-groupes et son expression n’était pas corrélée a I'EFS.
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Figure 2 : photos du cas n°36. A gauche : anticorps anti CD30, objectif X20, a droite : anticorps anti pSTAT3, objectif X20 : les

cellules tumorales, de grande taille, expriment le CD30. Dans ce cas elles présentent également une surexpression de pSTAT3.
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Figure 3 : photos du cas n°33, Lames d’IHC, anticorps anti P63. A gauche : objectif X20, a droite : objectif X40. On observe un

marquage modéré a fort exclusivement dans les cellules tumorales, dans presque toutes les cellules tumorales.
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Figure 4 : photos du cas n°28, Lames d’IHC. A gauche : anticorps anti CD30, objectif X20, & droite : anticorps anti P53 objectif

X20. On observe un marquage fort des cellules tumorales avec I'anticorps anti CD30 et modeéré a fort avec I'anticorps anti P53.

Résultats de I'étude en FISH et des réarrangements des

genes du TCR.

La délétion de TP53 est 'altération cytogénétique la plus fréquemment retrouvée

(20,6%) dans

la cohorte globale et a été observée dans les trois entités. Néanmoins nous n’avons pu mettre en

évidence aucune corrélation entre la présence d’une délétion en FISH et la présence d’'une

expression protéique dans les cellules tumorales (p=0,209). Les 5 cas de sALCL ALK- avec une

délétion de TP53 avaient un stade IlI-IV et trois d’entre eux (3/5, 60%) sont décédés de leur

maladie tandis que les cas de cALCL et de BIiALCL avec une délétion de TP53 se présentaient avec

un stade IE et ont évolué vers une rémission complete.



La présence d’une translocation DUSP22/IRF4 (figure 5) a pu étre observée dans des cas
systémiques (20%, 4/20) aussi bien que dans des cas cutanés (8,3%, 1/12). Lorsque cette
translocation était retrouvée en FISH, dans les 4 cas de sALCL ALK- I'expression protéique de
MUML1 était forte, tandis que dans le cas cutané elle était absente. De plus 3 cas sur les 5 (3 sALCL
ALK-) ne présentaient aucune expression des marqueurs cytotoxiques (TIA1, Granzyme B et
Perforine). Les deux autres (un sALCL ALK- et un cALCL) exprimaient au moins TIA1 et granzyme

B.

Parmi tous les cas testés dont le résultat était contributif en FISH avec la sonde MYC aucun ne

présentait de réarrangement, de gain ou de perte.

Un réarrangement clonal du TCRgamma a été mis en évidence pour 21 des 30 cas testés.

Figure 5 : résultat de I'étude en FISH du cas n°42, IRF4. Présence de signaux de fusion et de signaux rouge et verts dans les

cellules tumorales traduisant I’existence d’une translocation du géne IRF4.



Voie PD1/PDL1

Les données concernant I'expression en IHC de PD1 dans les Lymphocytes T intra tumoraux (TILs)
et de PDL1 dans les macrophages et les cellules tumorales et I'étude en FISH du gene PDL1 sont
présentés dans la table 2.

La co-expression de PDL1 dans les cellules tumorales et dans les macrophages et de PD1 dans

les TILs a été observée dans les trois sous-groupes sans différence significative entre eux.

Dans tous les cas testés avec la sonde PDL1, aucune translocation n’a pu étre mise en évidence.
Néanmoins 6 cas sur les 31 pour lesquels nous avons obtenus un résultat interprétable
présentaient une amplification du gene PDL1 (6/33, 18,2%) (figure 7). Ces 6 cas correspondent a
4 sALCL ALK-, 1 cALCL et 1 BiALCL. Parmi eux 3 cas (2 sALCL ALK- et 1 BiALCL) avaient également
une perte de TP53, en plus de I'amplification du gene PDL1. Le BIiALCL qui présente ces deux
altérations cytogénétiques est celui qui se présentait cliniquement avec une masse tumorale
palpable.

On note également que la présence de TILs exprimant PD1 (PD1+) était significativement associée
a I'expression de PDL1 par les cellules tumorales (P=0,02).

Bien que la différence ne soit pas statistiquement significative, I'expression de la protéine PDL1
dans les cellules tumorales tendait a étre associée a la présence d’'une amplification du gene PDL1
(P=0,065).

Enfin il y avait une association statistiquement significative entre I'expression de p-STAT3 et de

PDL1 (P=0,0049).
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Figure 6 : Lames IHC du cas n°19. A gauche : Anticorps anti PD1 exprimé par les lymphocytes T intra tumoraux, objectif X20, A

droite : Anticorps antiPDL1 objectif X20



Figure 7 : résultat de I'étude en FISH du cas n°42 avec la sonde PDL1 break appart : on note une augmentation du nombre de
signaux de fusion par cellule sans séparation des signaux, traduisant une augmentation du nombre de copie du géne sans

translocation.

Relation entre les parametres biologiques et le pronostic :

Nous avons évalué la corrélation entre les variables d’intérét et la survie sans événement (EFS)
dans les 37 cas de ALCL ALK- de notre cohorte. Les évenements correspondent au déceés, a la
rechute ou a la progression. Les résultats sont présentés dans la table 3.

Bien que la différence ne soit pas statistiquement significative, I'analyse statistique avec le
modeéle de Cox met en évidence une tendance : 'expression de p-STAT3 tend a étre associée a
un pronostic plus sombre.

Aucune autre association statistiquement significative entre les parameétres biologiques étudiés
et la survie sans événement n’a pu étre mise en évidence, que ce soit au niveau de |’expression

protéique ou des altérations cytogénétiques.



DISCUSSION

Nous nous sommes intéressés au rble potentiel de biomarqueurs que nous avons étudiés et

comparés dans les trois formes de ALCL ALK - : 22 sALCL ALK-, 13 cALCL et 2 BIiALCL.

En ce qui concerne les caractéristiques cliniques des patients, nos résultats sont concordants avec
les données de littérature. La plupart des patients présentant un sALCL ALK- avaient un stade llI-
IV au diagnostic. Leur pronostic était sombre (10) avec des rechutes et une mortalité importante
liée a la maladie malgré des traitements systémiques avec des polychimiothérapies. A 'inverse,
tous les patients présentaient un cALCL ou un BiALCL avaient une maladie localisée au moment
du diagnostic avec un stade IE. Bien que quelques patients avec un cALCL ont été traités avec une
chimiothérapie ou ont rechuté comme cela a déja été rapporté (64,68), ils étaient tous en
rémission compléte lors du dernier suivi. Les deux cas de BiALCL de cette série correspondaient
chacun a une des deux formes décrites dans la littérature (12,72,85). Une patiente présentait un
épanchement séreux autour de I'implant tandis que la seconde avait une masse palpable dans le
sein. Les deux patientes ont eu une évolution indolente, sans récidive de la maladie et étaient en
rémission compléete lors du dernier suivi. La patiente présentant une masse tumorale a bénéficié
d’un traitement plus agressif avec une chirurgie mammaire complétée par un traitement

systémique par chimiothérapie tel que cela est recommandé (12,70,72,85).

Comme attendu, nous n’avons pas mis en évidence de différence entre les différentes entités en
ce qui concerne les aspects histologiques et immunophénotypiques classiques. Tous les cas
étudiés présentaient des grandes cellules pléomorphes avec présence de cellules « Hallmark »
en nombre variable et une expression forte et diffuse du CD30. La perte des marqueurs T était

fréguente dans les trois entités.

Dans la plupart des cas les marqueurs cytotoxiques étaient exprimés tel que cela est
habituellement décrit (12,55,70). Néanmoins dans certains cas, dont des sALCL-ALK- et des
cALCL, ces trois marqueurs étaient négatifs. Or il est décrit que les ALCL ALK- avec translocation
de DUSP22/IRF4 ne présentent classiquement pas d’expression de ces marqueurs cytotoxiques
(32) . Dans cette série, parmi les 5 cas avec ce réarrangement (1 cALCL et 4 sALCL ALK-), 3 sALCL

ALK- ne présentaient aucune positivité pour les marqueurs cytotoxiques.



Le gene IRF4 appartient a la famille des facteurs de transcription IRF (interferon regulatory
factor). Il a été montré que I'expression protéique de MUM1 est associée a un mauvais pronostic
en terme de survie dans les PTCL (37). Or dans notre série la surexpression de MUM1 était
significativement plus fréquente dans les sALCL ALK- que dans les cALCL. Comme MUM1 est la
cible de certains traitements immuno-modulateurs tels que le Iénalidomide, qui a démontré son
efficacité clinique dans les PTCL (86,87) ; MUM1 pourrait donc étre une cible thérapeutique dans
certains cas de sALCL AKL-.

En ce qui concerne I'expression protéique de P63, elle est liée dans les ALCL AKL- a des anomalies
structurales du chromosome telles que des translocations ou des copies surnuméraires (33,79).
Ces anomalies sont connues pour étre de mauvais pronostic. Dans cette série seulement 2 cas
présentaient une expression de P63. Il s’agit de deux patients présentant un sALCL ALK- qui sont

décédés des suites de leur maladie.

Comme nous I'avons vu précédemment, I’activation constitutive de la voie STAT3 est décrite dans
les ALCL (24,31,88). Nous avons observé dans la cohorte compléte 67,6% (25/37) de cas
exprimant pSTAT3. Bien que la différence ne soit pas statistiqguement significative, I'expression
de pSTAT3 était plus fréquente parmi les cALCL et les BIALCL que les sALCL ALK- et elle tend a
étre corrélée a la survie sans événement (p=0,08). Ces données sont contradictoires avec
d’autres études rapportant que |'expression pSTAT3 serait corrélée a une moins bonne survie
globale dans certains lymphome T (31,84). Néanmoins ces observations antérieures ne
retrouvent une association entre I'expression de pSTAT3 et la moins bonne survie globale que
pour les lymphomes T angio-immunoblastiques (AITL) avec un cut off a 80% de cellules tumorales
exprimant pSTAT3 pour retenir le marquage comme positif (31). Pour les ALCL ALK- avec un seuil
de positivité a 20% des cellules tumorales marquées, I’expression de pSTAT3 n’était associée a
un meilleur pronostic qu’en terme de survie globale mais pas en terme survie sans récidive donc
de survie sans événement (84).

Les données de la littérature divergent donc en fonction du type de lymphome T étudié. Nos
résultats sont concordants avec des résultats antérieurs : dans les ALCL ALK- I'expression de

pSTAT3 semble étre corrélée a une meilleure survie sans événement.



Pour certains marqueurs étudiés nous n’avons pas pu mettre en évidence de différence
significative d’expression des protéines entre les sous-groupes, ni d’influence de I'expression de

ces protéines sur la survie sans évenement.

- L'expression de GATA 3 a déja été étudiée dans les PTCL ou elle semble corrélée a un plus
mauvais pronostic (78,89). Dans notre série seulement 2 cas de sALCL ALK- et 1 cas de
BiALCL exprimaient le GATA3. Nous n’avons pu, devant ces faibles effectifs, observer de

corrélation entre I'expression de GATA3 et la survie sans événement.

- MYC favorise la survie des cellules des ALCL et son expression protéique au sein de celles-ci
est associée a un mauvais pronostic selon les données de la littérature (4). De rares cas de
ALCL avec réarrangements du géne MYC ont été décrits, en particulier des cas pédiatriques
(38,90). Dans notre série, 10 cas présentaient une surexpression de cette protéine (6 sALCL
ALK-, 3cALCL et 1 BIiALCL de forme « infiltrante ») mais ces anomalies n’avaient pas de

valeur statistique.

- La P53 est souvent surexprimée dans les ALCL bien que le géne correspondant soit
rarement muté. Malgré le nombre de cas présentant une expression de cette protéine en

immunohistochimie, cette expression n’avait aucune signification statistique.

En revanche, en ce qui concerne lI'étude en FISH, les délétions de TP53 sont I'anomalie
cytogénétique la plus fréquemment retrouvée dans notre série de cas. Elle est présente dans les
trois entités de ALCL ALK- avec une fréquence comparable. Les mutations de TP53 sont
rapportées dans les lymphomes B et T (91,92) mais la surexpression de la protéine P53 est
positivement corrélée a la présence de mutation (91) du gene TP53 seulement dans des
lymphomes T, pas dans les ALCL en particulier. Dans cette étude nous n’avons pas trouvé de
corrélation entre I'expression de la protéine P53 et la présence d’une délétion de TP53 (p=0.20).
De plus les altérations de TP53, par mutation et/ou délétion sont associées a un mauvais
pronostic dans les pathologies hématologiques malignes (92-94). Bien que la présence d’une
délétion de TP53 ne soit pas corrélée a I'EFS dans notre série, 3 des 5 patients présentant un
SALCL ALK- associé a cette anomalie sont décédés de leur maladie et la patiente avec un BiALCL

associé a une délétion de TP53 présentait une masse tumorale.



Les translocations de IRF4/DUSP22 sont rapportées dans les sALCL ALK- et les cALCL (34,65,67)
mais pas dans les BiALCL (12). Les résultats de notre étude sont donc cohérents avec les données
de la littérature.

Les translocations de DUSP22/IRF4 ont été proposées comme causales de la
surexpression protéique de MUM1 dans les PTCL (33). Néanmoins dans cette série peu de cas
présentaient cette anomalie cytogénétique tandis qu’un plus grand nombre de cas présentaient
une surexpression de la protéine MUM1. De plus le seul cas de cALCL qui présentait une
translocation de DUSP22/IRF4 ne présentait pas de surexpression de la protéine MUM1 en
immunohistochimie puisque le marquage était présent seulement dans 5% des cellules
tumorales.

Ces résultats sont concordants avec les résultats d’autres études qui ne trouvent pas de
différence d’expression de IRF4 entre les ALCL ALK- qui présentent une translocation de

DUSP22/IRF4 et ceux qui ne présentent pas cette translocation (34).

Aucun réarrangement de MYC n’a été détecté dans notre série.

En ce qui concerne le microenvironnement tumoral, nous avons identifié I'expression protéique
de PD1/PDL1 en immunohistochimie dans la plupart des cas de ALCL ALK- sans différence entre
les trois entités. L’amplification du géne PDL1 était la deuxieme altération cytogénétique la plus
fréquente et était retrouvée dans les trois entités. Nous avons pu démontrer une tendance a la
corrélation entre I'expression de PDL1 et I'amplification du gene PDL1 et une association
significative entre I'expression PDL1 et celle de pSTAT3 dans les cellules tumorales. L'utilité de
I’expression de PD1/PDL1 pour prédire le pronostic reste a éclaircir dans les lymphomes. Certains
auteurs rapportent que I'expression de PDL1 par les cellules tumorales est corrélée a une moins
bonne survie globale dans les lymphomes a grandes cellules B (DLBCL : diffuse large B cell
lymphomas) (95). D’autres parviennent a la méme conclusion avec quelques nuances : I'impact
pronostique de I'expression de PDL1 dans la cohorte de DLBCL de Xing et cie n’est
statistiqguement significatif que pour la survie globale mais pas pour la progression aprés une
premiere ligne de traitement, la survie sans récidive, ou la survie sans progression (96) dans les
lymphomes a grandes cellules B. Dans notre étude, nous ne mettons pas en évidence

d’association entre I'EFS et I'expression de PD1/PDL1 ou I'amplification du géne PDL1.



A notre connaissance cette étude est la premiére a rapporter un cas de BiALCL avec une
amplification de PDL1 au locus 9p24.1 et une délétion de TP53. Cette patiente se présentait
cliniguement avec une masse tumorale et a donc regu un traitement systémique. Elle est

vivante sans récidive ou progression a la date de point.

CONCLUSION

L’expression de pSTAT3 semble étre corrélée a une meilleure survie sans événement. Bien qu’il
existe une association significative entre I'expression PDL1 et celle de pSTAT3 dans les cellules
tumorales, nous n’avons pas mis en évidence d’association entre I'EFS et I'expression de
PD1/PDL1 ou I"'amplification du géne PDL1.

La présence d'une délétion de TP53 tend a étre liée a un pronostic plus sévere.
L'immunohistochimie ne peut cependant pas étre utilisée pour détecter ces mutations puisque
I’expression de la protéine n’est pas corrélée a la présence d’'un réarrangement du géne
correspondant.

L’expression de la protéine P63 semble étre associée a un mauvais pronostic dans cette étude et
une étude du gene correspondant est en cours pour vérifier le lien entre la surexpression de cette

protéine et un réarrangement du géne correspondant.

Les sALCL ALK- sont le type de ALCL qui présentent le plus mauvais pronostic. Dans cette étude
la surexpression de MUM1 était significativement plus fréquente dans les sALCL ALK- que dans
les cALCL ce qui peut s’avérer une piste pour le traitement des sALCL par immunomodulateurs
comme le Iénalidomide. De plus la présence d’une surexpression de la protéine MUM1 est

indépendante de la présence d’une translocation du gene correspondant.
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ABREVIATIONS

ALCL : lymphomes anaplasiques a grandes cellules

ALK : Anaplastic Lymphoma Kinase

ALK - : ALK négatif (pas de surexpression de la protéine ALK, absence de marquage en
immunohistochimie)

CD : cluster de différentiation

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

DLBCL : diffuse large B cell lymphomas : Lymphome B diffus a grande cellules

DUSP22 : dual specificity protein phosphatase 22

EBV : virus d’Epstein-Barr

EBER : ARN nucléaire précoce de 'EBV

EFS : evenement free survival : survie sans événement

FISH : Fluorescent In Situ Hybridization : Hibridation In Situ avec marqueurs fluorescents
HE : hématoxyline-éosine

IPI : index pronostique international

IRF4 : Interferon Regulatory Factor 4

JAK1 : Janus Kinase 1

Kil: Kinase 1

LCA : Leucocyte Common Antigen

LH : lymphome de Hodgkin

LHc : lymphome de Hodgkin classique

LNH : Lymphomes non Hodgkiniens

LT NOS : Lymphomes T périphériques sans autre spécification

Lymphopath : le réseau Lymphopath est un réseau gouvernemental dont le but est la relecture
par un expert hématopathologiste de tous les nouveaux cas de lymphomes et de suspicion de
lymphome en France. (12)

MUM1 : multiple myeloma oncogene-1

OMS : organisation mondiale de la santé

PTCL : Lymphomes T périphériques

PD1 : programmed death protein 1

PDL1 : programmed death ligand 1



STAT 3 : Signal Transducer and Activator of Transcrition 3

pSTAT 3 : Signal Transducer and Activator of Transcrition 3 dans sa forme phosphorylée, donc
activée.

REAL : Revised European-American Lymphoma

TBL1XR1 : transducin-beta-like 1 receptor 1

TCR : T-cell receptor

TILs : lymphocytes T intra-tumoraux

TNFRSF8 : Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily 8

TP : tumor protein

UTR : 3’-untranslated region



Tablel — données cliniques et histopathologiques

Clinique ALCL ALK-N=37 SALCL ALK-n=22 CcALCLn=13 BIiALCL n=2
Patients

Age moyen (intervalle) 58 (7-91) 59 (9-91) 56 (7-80) 65 (55-75)
Sexe masculin, n (%) 24/37 (64,9) 14/22 (63,6) 10/13 (76,9) 0/2 (0)
Sexe féminin, n (%) 13/37 (35,1) 8/22 (36,4) 3/13 (23,1) 2/2 (100)
Stade Ann Arbor

1, n (%) 1/35 (2,9) 1/20 (5) 0/13 (0) 0/2 (0)
I, n (%) 2135 (5,7) 2/20 (10) 0/13 (0) 0/2 (0)
1, n (%) 4/35 (11,4) 4/20 (20) 0/13 (0) 0/2 (0)
IV, n (%) 12/35 (34,3) 12/20 (60) 0/13 (0) 0/2 (0)
IE, n (%) 16/35 (45,7) 1/20 (5) 13/13 (100) 2/2 (100)
Prise en charge initiale

Exrése chirurgicale, n (%) 12/29 (41,4) 4/18 (22,2) 8/11 (72,7) NC
Radiothérapie (traitement local), n (%) 3/29 (10,3) 0/18 (0) 3/11 (27,3) NC
Chimiothérapie (traitement systémique), n (%) 17/29 (58,6) 14/18 (77,8) 3/11 (27,3) NC
Retrait de I’implant, n (%)* 1/2 (50) NC NC 1/2 (50)
Retrait de I’implant + chimiothérapie, n (%)* 1/2 (50) NC NC 1/2 (50)
Nombre de lignes de traitement**

0, n (%) 13/31 (41,9) 4/18 (22,2) 8/11 (72,7) 1/2 (50)
1,n (%) 10/31 (32,3) 6/18 (33,3) 3/11 (27,3) 1/2 (50)
>2, 1 (%) 8/31 (25,8) 8/18 (44,4) 0/11 (0) 0/2 (0)
Données de survie

Rémission compléte a la DDN, n (%) 21/26 (58,3) 8/22 (36,4) 11/12 (91,7) 2/2 (100)
Vivant avec la maladie a la DDN, n (%) 4/36 (11,1) 3/22 (13,6) 1/12 (8,3) 0/2 (0)
Rechute, n (%) 9/36 (25) 6/22 (27,3) 3/12 (25) 0/2 (0)
Décédé de la maladie, n (%) 11/36 (30,6) 11/22 (50) 0/12 (0) 0/2 (0)




Phénotype

CD2 +,n (%)
CD3 +, n (%)
CD5 +, n (%)
CD7 +, n (%)
CD30 +, n (%)
TCRBF1 +, n (%)
CD4 +, n (%)
CD8 +, n (%)
CD15 +, n (%)

TIAL +, n (%)

Granzyme B +, n (%)

Perforine +, n (%)
CD20 +, n (%)
PAX5 +, n (%)
ALK1 +, n (%)
MUML +, n (%)
P63 +, n (%)

P53 +, n (%)
MYC +, n (%)
GATA3 +, n (%)
p-STAT3 +, n (%)

EBER +, n (%)

23/37 (61,2)
13/37 (35,1)
9/37 (24,3)
2/35 (5,7)
37/37 (100)
4137 (10,8)
28/37 (75,7)
4137 (10,8)
6/37 (16,2)
19/36 (52,8)
22/36 (61,1)
18/37 (48,7)
1/37 (2,7)
1/37 (2,7)
0/37 (0)
28/37 (75,7)
2/37 (5,4)
16/37 (43,2)
10/37 (27)
3/35 (8,6)
25/37 (67,6)

0/37 (0)

15/22 (68,2)
8/22 (36,4)
4122 (18,2)
1/20 (5)
22/22 (100)
222 (9,1)
17/22 (77,3)
3/22 (13,6)
4122 (18,2)
10/21 47,6)
11/21 (52,4)
11/22 (50)
0/22 (0)
1/22 (4,5)
0/22 (0)
20/22 (90,9)
222 (9,1)
11/22 (50)
6/22 (27,3)
2/21 (9,5)
12/22 (54,5)

0/22 (0)

8/13 (61,5)
5/13 (38,5)
5/13 (38,5)
1/13 (7,7)
13/13 (100)
2/13 (15,4)
9/13 (69,2)
1/13 (7,7)
1/13 (7,7)
9/13 (69,2)
10/13 (76.,9)
6/13 (46,2)
1/13 (7,7)
0/13 (0)
0/13 (0)
6/13 (46,2)
0/13 (0)
5/13 (38,5)
3/13 (23,1)
0/12 (0)
11/13 (84,6)

0/13 (0)

0/2 (0)
0/2 (0)
0/2 (0)
0/2 (0)

2/2 (100)
0/2 (0)

212 (100)
0/2 (0)
1/2 (50)
1/2 (50)
1/2 (50)
1/2 (50)
0/2 (0)
0/2 (0)
0/2 (0)

2/2 (100)
0/2 (0)
0/2 (0)
1/2 (50)
1/2 (50)

212 (100)

0/2 (0)




Altérations Cytogénétiques

Translocation de MYC, n (%) 0/31 (0) 0/20 (0) 0/9 (0) 0/2 (0)
Translocation de DUSP22/IRF4, n (%) 5/33 (15,2) 4/20 (20) 1/12 (8,3) 0/1 (0)
Délétion de TP53, n (%) 8/27 (29,6) 5/15 (33,3) 2/10 (20) 1/2 (50)

ALCL ALK-: Lymphome anaplasique a grandes cellules sans surexpression de ALK; SALCL ALK- : ALCL systémique ;
CALCL: ALCL primitif cutané; BiALCL: ALCL développé sur prothése mammaire; NC: non concerné; * Concernant
seulement les BIALCL, **parmi les patients présentant un traitement initial systémique par chimiothérapie; DDN : date des

dernieres nouvelles, + :expression significative en immunohistochimie.



Table 2- Voie PD1/PDL1

A- Résultats de I'analyse en immunohistochimie de I'expression PDL1 et de PD1 et de I’analyse du
gene PDL1 en FISH.

ALCL ALK- SALCL ALK- CcALCL
N=37 N=22 N=13 BIALCL N=2

Immunohistochimie

PDL1 dans les cellules tumorales, n (%) 22/37 (59,5) 14/22 (63,6) 6/13 (46,2) 2/2 (100)
PDL1 dans les macrophages, n (%) 25/37 (67,6) 16/22 (72,7) 7/13 (53,8) 2/2 (100)
PD1 dans les TILs, n (%) 19/37 (51,4) 13/22 (59,1) 4/13 (30,8) 2/2 (100)
Cytogénétique

Amplification de PDL1, n (%) 6/33 (18,2) 4/19 (21,1) 1/12 (8,3) 1/2 (50)

B- Corrélation entre I’expression de PD1 dans les TILs et PDL1 dans les cellules tumorales (n=37)

Expression de PDL1 Absence expression de PDL1 Valeur de p
Expression de PD1
positive, n (%) 15(78,9) 4(21,1)
négative, n (%) 7 (38,9) 11 (61,1) 0,02

C- Corrélation entre I'expression de PDL1 dans les cellules tumorales et I’amplification du géne
PDL1 (n=33)

Expression de PDL1 Absence d’expression de PDL1 Valeur de p
Amplification du géne PDL1
Présente, n (%0) 6 (100) 0 (0)

Absente, n (%) 15 (55,6) 12 (44,4) 0,065

D- Corrélation entre I’expression de PDL1 et celle de p-STAT3 dans les cellules tumorales (n=37)

Absence d’expression de p-
Expression de p-STAT3 STAT3 Valeur de p

Expression de PDL1
Présente, n (%) 19 (86,4) 3(13,6)

Absente, n (%) 6 (40) 9 (60) 0,0049




Table 3 :

A- Corrélation entre les parameétres biologiques et la survie sans évenement dans la cohorte globale des
ALCL ALK- (n=37) :

Analyse univariée (modele de Cox) Survie sans événement
Variable pronostique HR (95% CI) Valeur de p
Expression de la protéine MYC 1,970 (0,382-10,166) 0,418
Expression de la protéine MUM 0,692 (0,128-3,752) 0,669
Expression de la protéine P63 0,289 (0,027-3,127) 0,306
Expression de la protéine P53 0,600 (0,147-2,455) 0,477
Expression de la protéine GATA3 2,154 (0,174-26,668) 0,55
Expression de la protéine p-STAT3 3,456 (0,836-14,294) 0,08
Expression de la protéine PDL1 dans les cellules tumorales 1,296 (0,315-5,332) 0,719
Expression de la protéine PDL1 dans les macrophages 1,250 (0,263-5,936) 0,778
Expression de la protéine PD1 dans les TILS 0,360 (0,086-1,506) 0,161

B- Corrélation entre la présence d’une anomalie cytogénétique et la surie sans événement dans la

cohorte globale des ALCL ALK- (n=37) :

Présence d’un événement  Absence d’événement  Valeur de p

Translocation de DUSP22/IRF4

Présente, n (%) 1(20) 4 (80)

Absente, n (%) 12 (48) 13 (52) 0,355
Deletion de TP53

Présente, n (%) 4 (50) 4 (50)

Absente, n (%) 5(31,3) 11 (68,7) 0,412
Amplification de PDL1

Présente, n (%) 2 (40) 3 (60)

Absente, n (%) 11 (44) 14 (56) 1




Annexe 1

Stade Ann Arbor (97)

Stade Description

Atteinte d'un seul groupe ganglionnaire ou d’'une seule structure lymphoide (médiastin =
Stade | .
1; cervical gauche = 1 ; rate = 1 ; anneau de Waldeyer = 1)
Atteinte de deux ou plusieurs groupes ganglionnaires d'un seul c6té du diaphragme (le
médiastin représente un seul territoire, les deux hiles sont considérés indépendamment
du médiastin comme des « régions » ganglionnaires). Le nombre de territoires
ganglionnaires est indiqué en indice (lIn)
Stade Ill Atteinte ganglionnaire des deux cbtés du diaphragme

11 Atteinte sous-diaphragmatique limitée & la rate, aux ganglions du hile splénique, aux
ganglions ceeliaques ou du tronc porte

Stade Il

2 Atteinte des ganglions latéro-aortiques, iliaques, mésentériques s'associant ou non &
I'atteinte detaillée dans le stade 111

Atteinte extra-ganglionnaire distincte d'une localisation viscérale contigué, ou atteinte du
Stade IV .
foie ou de la moelle osseuse

Absence de signes généraux

Présence de fievre, sueurs, ou amaigrissement

Importante masse tumorale :

X « masse médiastinale de diamétre égal ou supérieur au tiers du diamétre transverse
theracique au niveau du disque intervertébral T5-T6 (sur un cliché thoracique de face)

+ masse ganglionnaire égale ou supérieure & 10 cm dans son diamétre maximum

E Atteinte d'un seul viscére contigu ou & proximité d'un territoire ganglionnaire atteint
Stade | Stade Il Stadelll Stade IV




Annexe 2 :

Index pronostique Internationnal (98)

Index pronostique international (IPl): Facteurs défavorables

* Age =60 ans
* Localisations extraganglionnaires =2
* Stade d’Ann Arbor >2
* LDH > Normale
* Indice de performance selon 'ECOG =2
Index pronostique international adapté a I'age (aalPl):
facteurs défavorables
+ Stade d’Ann Arbor >2
* LDH > Normale
* Indice de performance selon 'ECOG =2

Echelle d’activité de I’Eastern Oncology Group (ECOG) : pour le calcul de I’IPI

0 Activité normale

| Capable de réaliser de petits travaux

2 Incapable de travailler, capable de s’occuper de lui-méme, debout
plus de 50% du temps

3 Confiné au lit ou dans un fauteuil plus de 50% du temps

4 Confiné au lit, incapable de s'occuper de lui-méme
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Introduction: Les lymphomes anaplasiques a grandes cellules (ALCL) de localisation systémique (s),
cutanée (c), ou développés sur prothese mammaire (Bi) ALK négatifs (ALK-) sont notamment définis par
la présence de grandes cellules “Hallmark” avec un noyau en fer a cheval et une forte expression du CD30.
Malgré des caractéristiques histologiques et phénotypiques communes ils ont des caractéristiques

cliniques et un pronostic trés différents.

L’objectif de ce travail est de mieux caractériser les trois entités de ALCL ALK- et de chercher des

différences d’expression de certains biomarqueurs qui pourraient étre impliqués dans leur pathogénie.

Méthode : 22 sALCL, 13 cALCL et 2 BIiALCL ont été étudiés. Pour chacun nous avons étudié en
immunohistochimie I'expression des protéines P53, P63, MUM1, MYC, GATAS, p-STAT3, PD1et PDL1
et recherché des rearrangements des génes DUP22, TP53, MYC et PDL1 a I'aide de techniques de FISH

(Fluorescent In Situ Hybridization).

Résultats : Comme attendu, les sALCL ALK- avient un comportement plus agressif que les cALCL et les
BIALCL. Il n’y avait aucune différence d’expression des protéines d’intérét entre les différents sous-
groupes hormis pour la protéine MUM1 qui était significativement plus souvent surexprimée dans les
SALCL ALK- que dans les cALCL. L’activation de la voie STAT3 et I'expression de PD1/PDL1 étaient
observées dans les différents sous-groupes. Les délétions de TP53 et I'amplification du gene PDL1 étaient
les anomalies cytogénétiques les plus fréquentes et étaient retrouvées dans les 3 entités. Aucun des

parameétres étudiés n’étaient associés au pronostic.

Conclusion : Malgré un comportement clinique différent, les SALCL ALK-, les cALCL et les BiALCL partagent
des caractéristiques biologiques similaires. De plus grandes cohortes devraient étre étudiées avec
I"approche décrite ici pour déterminer plus précisément le réle et I'impact pronostic de ces biomarqueurs

et voies de signalisation dans chaque sous-groupe.

Mots Clefs:

Lymphome anaplasique, cutané, prothése mammaire, PDL1, STATS3.





