Hémopathies malignes

Quelques ¢clairages
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Analysis of patient cohorts for which clinical features, morphology,
iImmunophenotype and genetic data are available

Class discovery

Identification of distinct disease entities through a consensus process
aimed to provide terminology and diagnostic criteria

Class prediction

Use of previously defined diagnostic criteria to determine which entity
or category an individual patient belongs to
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INTRODUCTION

- Hématopoiése : renouvellement des 3 lignées a partir de la
cellule souche

- 2 micro-environnements a I’origine des hémopathies : la
moelle osseuse et les organes lymphoides secondaires tels
que la rate les ganglions, les muqueuses (MALT)

- Les pathologies sont détectées suite a un hémogramme,
apparition de symptémes, organomégalie, adénopathies,
thrombose, hémorragie, infections ( neutropénie,
hypogammaglobulinémie)

- Mutations somatiques conférant des caractéristiques de
prolifération, modifications de I'apoptose

- Roéle de plus en plus important du microenvironnement des
cellules souches (niche)
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Protein and cell avril 2019 Pas forcément de lien entre les différents éléments
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Blood journal 2017 129: 1617 1626
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Diagrammatic representation of B-cell differentiation and relationship to major B-cell
neoplasms.

Elaine S. Jaffe et al. Blood 2008;112:4384-4399

©2008 by American Society of Hematology
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Hématopoiese clonale n’est
pas synonyme de syndrome
myeélodysplasque
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Anomalies qualitatives et quantitatives
syndromes myélodysplasiques

* En périphérie cytopénie(s) mais moelle riche
(hématopoiese inefficace)

 Anomalies morphologiques
* Apoptose pathologique, maturation pathologique
e Atteinte de la cellule souche

 Anomalies moléculaires, chromosomiques récurrentes
ou non pour le diagnostic et le pronostic
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Cytopénies et SMD

* Toutes les cytopenies ne sont pas des SMD
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Leukemia, 32 1679-1690
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CHIP as a precursor state for hematological neoplasms.

David P. Steensma et al. Blood 2015;126:9-16

©2015 by American Society of Hematology
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Cytopenia 1s a “sine quanon” for the diagnosis of MDS. Although the lowening of neutropenia prognostic
threshold in IPSS-R 1o 0.8 x 10°/L.[7] the WHO thresholds defining cytopenia still remain as in the original
IPSS: hemoglobin < 10g/dL, platelets <100x 10°/L, absolute neutrophil count <1.8x 10°/L.[8] The
classification considers blood and bone marrow blast proportion, which myeloid cell lineages exhibit
dvsplastic changes greater than 10% of cells morphologically, whether the ring sideroblast erythroid
precursors or Auer rods are present or not and, to a limited extent, karvotype and molecular genetic
findings. The degree and not the lineages of cytopenia impacts the MDS prognosts, and in MDS, the
lineage(s) manifesting morphological dysplasia frequently do not correlate with the specific cytopenia(s).
[9-11] So, the terms such as “refractory anemia™ and “refractory cytopenia” are removed and replaced with
“myelodysplastic syndrome”, which means that the diagnosis of MDS needs be determined firstly, and then
the classifications needs to be done [6] The new terms for each subtypes of adult MDS are MDS followed
by: single versus multilineage dysplasia, ring sideroblasts, excess blasts, or the del(3q) cytogenetic

abnormality (Table 1 and Table 2). In childhood MDS, refractory cytopenia of childhood remains a

provisional term in the category of MDS.
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Table 2 WHO 2016 MDS and MDS /MPN disease subtypes

From: Diagnostic algorithm for lower-risk myelodysplastic syndromes

MDS MDS/MPN

MDS with single lineage dysplasia Chronic myelomonocytic leukemia (CMML)

MDS with ring sideroblasts (MDS-RS) Atypical chronic myeloid leukemia (aCML), BCR-ABL 1-

MDS-RS and single lineage dysplasia Juvenile myelomonocytic leukemia (JMML)

MDS-RS and multilineage dysplasia MDS/MPN with ring sideroblasts and thrombocytosis (MDS/MPN-RS-T)

MDS with multilineage dysplasia

MDS with excess blasts

MDS with isolated del(5q) MDS/MPN, unclassifiable
MDS, unclassifiable

Provisional entity: refractory cytopenia of childhood

MDS myelodysplastic syndromes, MDS-RS myelodysplastic syndromes-ring sideroblasts, MPN myeloproliferative
neoplasm, WHO World Health Organization
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Table 12012 revised international prognostic scoring system for MDS

(IPSS-R)

From: Myelodysplastic syndromes current treatment algorithm 2018

Parameter Categories and Associated Scores (Scores in italics)
o Very good Good Intermediate Poor Very Poor
Cytogenetic risk group®
0 1 2 3 4
=2.0% =2 0-<5.0% 5.0-=10.0% =10.0%
Marrow blast proportion
0 1 2 3
) =10 g/dL 8—<=10g/dL =8 g/dL
Hemoglobin
0 1 15
=0.6 x 10%L =0.8 x 10%/L
Absolute neutrophil count
0 0.5
=100 = 10%/L 50-100 x 108/L =50 = 108/L
Platelet count
0 0.5 1

 Cytogenetic risk group, very good: -Y, del(11q); good: normal; del(5q) + 1 other abnormality del(20q), or del(12p);

intermediate: + 8, i(17q), del(7q), +19, any other abnormality not listed including the preceding with 1 other abnormality;

poor: -7 + del(7q), inv(3) /t(3q) /del(3q), any 3 separate abnormalities; very poor: more than 3 abnormalities, especially if 17p

is deleted or rearranged
PSum scores on a 0-10 point scale
Source: adapted from Greenberg P et al, Blood 120(12):2454-65
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Risk group Total Proportion of patients  Median survival (survival data  Time until AML progression (AML data

score® in category (%) based on n=7012) (years) available based on n=6485) (years)
Very low 0-1.0 19 6.8 Not reached
Low 1530 38 53 10.8
Intermediate 3.5-45 20 3.0 3.2
High 50-60 13 15 14
Veryhigh  =6.0 10 0.8 07

@ Cytogenetic risk group, very good: -Y, del(11g); good: normal; del(5q) 1 other abnormality del(20q), or del(12p);
intermediate: + 8, 1(17q), del(7q), + 19, any other abnormality not listed including the preceding with 1 other abnormality;
poor: -7+ del(7q), inv(3) /t(3q) /del(3q), any 3 separate abnormalities; very poor: more than 3 abnormalities, especially if 17p
is deleted or rearranged

"Sum scores on a 0-10 point scale

Source: adapted from Greenberg P et al, Blood 120(12):2454-65
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From: Diagnostic algorithm for lower-risk myelodysplastic syndromes

Cytogenetic Incidence among 1 202 MDS Median OS, months Prognostic significance according to
anomaly patients, % (Haase et al.) [68] (Haase et al.) [68] IPSS-R (Greenberg et al.) [65]
=Y 28 394

del(11q) 09 261 Very good

del(5q) 11.0 772

del(12p) 06 NR Good

del(20q) 20 710

del(7q) 09 19.0

* o 20 Intermediate

+19 0.4 198

t(17q) 0.5 321

-7 35 14.0

del(7q) 09 14.0

inv(3q)/t(3:3) 13 19.9 Poor

(a;t?r?g)rr)rlﬁgli(t?es) 27 170

Complex (=3 11 1 87 Very poor

abnormalities)

Includes isolated, +1, and complex karyotypes, unless otherwise specified

IPSS-R revised International Prognostic Scoring System, MDS myelodysplastic syndromes, NR not reached, OS overall

survival
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Somatic mutation in any of the 5 genes (TP53, EZH2, RUNX1, ASLX1, or ETV6) shown in Bejar
et al48 to have prognostic significance independent of the International Prognostic Scoring
System (IPSS) identifies patients from that same cohort with shorter overal...

Mutations influengant le pronostic de I’'IPSS

Rafael Bejar, and David P. Steensma Blood 2014;124:2793-
2803

©2014 by American Society of Hematology



Peripheral blood smear and bone marrow aspirate from a patient with 5g-syndrome.

Mario Cazzola Haematologica 2008;93:967-972

©2008 by Ferrata Storti Foundation
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Néeoplasies myeloides
chroniques




Representative bone marrow biopsies from patients with MPNs. (A) ET: Normocellular
marrow, proliferation of giant megakaryocytes with hyperlobulated nuclei, scattered or in
loose clusters (hematoxylin and eosin [H&E], original magnification x40).

Elisa Rumi, and Mario Cazzola Blood 2017;129:680-692

©2017 by American Society of Hematology






Exces de prolifération, néoplasie
myeloprolifératives chroniques

* Hyperplasie d’'une ou plusieurs lignées avec maturation
complete sans bloc de maturation

 Mutation JAK2, CALR,MPL ,exon 12 (récepteurs des
cytokines)

* Translocation : chromosome de Philadelphie
t(9;22) et transcrit de fusion

Se manifestent par des cytoses, organomeégalie,
thromboses, hémorragies
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Criteres OMS 2016 Polyglobulie de Vaquez

Le diagnostic repose sur sur I'association des 3 criteres majeurs

ou des 2 premiers criteres majeurs et du critere mineur en I'absence de
mutation de JAK2

Criteres | 1+ Hb>16,5g/dL chez 'homme, > 16 g/dL chez la femme,

ou Ht > 49% chez I'lhomme, > 48% chez la femme

majeurs
ou augmentation de la masse sanguine totale (> 25% de la valeur
théorique)
2. Biopsie médullaire : hypercellularité touchant les trois lignées (panmyélose)
avec prolifération mégacaryocytaire pléomorphe
3. Présence de la mutation JAK2V617F ou de JAK2 exon 12
Critere

i Taux sanguin d’EPO subnormal
mineur



Criteres OMS 2016 Thrombocytémie essentielle

Le diagnostic de TE requiert les 4 criteres majeurs
ou les 3 premiers criteres majeurs et le critere mineur

1. Plaquettes > 450 G/L

2. Biopsie médullaire avec prolifération surtout de la lignée mégacaryocytaire avec
une augmentation du nombre de formes matures de grande taille avec un noyau
hyperlobé. Pas d’'augmentation significative ou de shift gauche des lignées
granuleuse et érythroblastique et tres rarement augmentation minime de Ia
réticulinique (grade 1)

Criteres

majeurs

3. Absence des criteres diagnostiques de LMC, PV, MFP, SMD ou autre néoplasie
myéloide
4, Mutation de JAK2, CALR ou MPL

Criteres | Présence d’'un marqueur de clonalité ou absence d’étiologie de thrombocytose

, réactionnelle *
mineurs






Criteres OMS 2016 Pré-Myélofibrose Primitive

Le diagnostic requiert les 3 criteres majeurs et au moins 1 critere
mineur

criteres | 1-Prolifération mégacaryocytaire avec atypies, sans fibrose réticulinique >
grade 1, avec augmentation de la richesse médullaire, prolifération granuleuse et

majeurs .. . ,
J souvent diminution de I'érythropoiése

2-Absence des critéres diagnostiques de LMC, de PV, de TE, de SMD ou autre
néoplasie myéloide
3-Présence de mutation de JAK2, CALR ou MPL ou, en I'absence de ces mutations,

présence d’'un autre marqueur de clonalité (ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2,
SRSF2, SF3B1), ou absence de fibrose réticulinique mineure réactionnelle

criteres | Présence d’au moins un des trois criteres suivants, confirmé par 2

_ déterminations :
mineurs
a. Anémie non liée a une comorbidité
b. Hyperleucocytose > 11 x G/L

Splénomégalie palpable

&

Augmentation des LDH au-dela de la norme supérieure ou du seuil de
référence local



Criteres OMS 2016 Myélofibrose primitive

Le diagnostic requiert les 3 criteres majeurs et au moins 1 critere
mineur

1. Présence d’une prolifération mégacaryocytaire avec atypies cellulaires,
accompagnée d’une fibrose réticulinique et/ou collagéne de grade 2 ou 3

2. Pas de criteres OMS de PV, TE, LMC, SMD ou autre hémopathie myéloide

3. Présence d’'une mutation de JAK2, CALR or MPL ou si absence, présence d’un
autre marqueur clonal*, ou absence de cause de fibrose médullaire secondaire™*

Critéres

majeurs

Criteres | Présence d’au moins un des trois criteres suivants, confirmée par 2

. déterminations :
mineurs
a. Anémie sans autre étiologie
b. Leucocytose > 11 G/L

Splénomeégalie palpable

Q-

LDH > normale

e. Erythro-myélémie
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Mutations clé des SMP
récepteur des cytokines



JAK 2, CALR, MPL

La mutation la plus fréquente JAK2V61F active les 3 récepteurs principaux des
cytokines my¢loides soit le récepteur a I’EPO, granulocyte-colony-stimulating
factor et MPL (myeloproliferative leukemia virus)

Les mutants CALR et MPL sont restreint a 1’activation de MPL

Ceci explique pourquoi la mutation de JAK 2 est associée au phénotype des 3
SMP alors que les autres mutants sont associ¢s a et MF
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Blood feb 2017 vol 129



The figure describes a working model of genetic events and other mechanisms possibly
involved in the pathophysiology of myeloproliferative disorders.

Alessandro M. Vannucchi, and Paola Guglielmelli
Haematologica 2008;93:972-976

©2008 by Ferrata Storti Foundation
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Role of megakaryocytes in the pathophysiology of myeloproliferative neoplasms, and
patterns of clonal evolution and phenotypic switch in these disorders.

Mario Cazzola, and Robert Kralovics Blood 2014;123:3714-
3719

©2014 by American Society of Hematology



Figure 3. The type and the number of mutations determine the phenotype of the disease

Signaling mutations

JAK2 Epigenetic mutations
CALR TET2 / AsxL1 > Splicing mutations
MPL EZH2 /| DNMT3A

IDH1/2 SRSF2 / SF3B1
U2AF1/ ZRSF2
SF1/ PRPF40B

3 or more
mutations

Proliferati .
Myelodysplasia

Signaling mutation Epigenetic mutation

JAK2
CI':FI'_F 2 mutations

Proliferation Myelodysplasia

Signaling mutation

JAK2
CALR
MPL

Proliferation

Vainchenker W, Constantinescu SN and Plo I. Recent advances in understanding myelofibrosis
and essential thrombocythemia [version 1]. F1000Research 2016, 5:700 (doi:
10.12688/f1000research.8081.1)

1 mutation
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- CLL

- L’hémopathie lymphoide chronique B la plus fréquente

- 5/100000 avant 60 ans et beaucoup plus apres

- Souvent découverte fortuite

- CAVE phénoménes auto-immuns
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Risk factors associated with development of Richter syndrome in patients with CLL. *Data on
the role of CLL therapy are controversial, with some studies suggesting they are contributory
to the development of RS in CLL patients, and other studies suggesting ...

Sameer A. Parikh et al. Blood 2014;123:1647-1657

©2014 by American Society of Hematology
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Lymphome B diffus a grandes cellules

- Une des hémopathies les plus fréquentes

- Modifications du pronostic depuis l'introduction du Mabthera

- Nouveaux facteurs de risques biologique pour stratifier le
pronostic

- Nouveaux développements dans la compréhension de la biologie
pour aboutir a une thérapie adaptée au profil
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Double hit
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Key oncogenic pathways in DLBCL. The 2 major molecular subtypes of DLBCL are shown:
the GCB and the ABC type.

Laurie H. Sehn, and Randy D. Gascoyne Blood
2015;125:22-32

©2015 by American Society of Hematology
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Spectrum of the possible progression of MGUS. Acquisition of somatic genetic and
epigenetic abnormalities in the tumor cells and changes in the bone marrow
microenvironment lead to the transformation of non-IgM MGUS into SMM, to MM,
extramedullary myeloma (...

Giampaolo Merlini Blood 2014;123:305-307

©2014 by American Society of Hematology



Gammapathie monoclonale de signification indéterminée

* Produite par une clone anormal de cellules plasmocytaires ou lymphoides

* La gammapathie la plus fréquente

* Criteres diagnostic précis

* Comporte un risque d’évolution en pathologie plus grave, dysfonction d’organe

* Immunoglobuline intacte 2 chaines lourdes et 2 chaines légeres :IgG, IgA,IgM
ou que chaine légere

* 1%/ an de risque de progression



Clinique

Le plus souvent découverte lors d’un bilan fait pour autre chose

Screening le plus souvent réalis€ par I’interniste : anémie, insuffisance rénale,
VS élevée, neuropathie

Pas d’indication a realiser un screening chez le patient asymptomatique
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Comment mettre en évidence une gammapathie

Electrphorése des protéines : permet de la quantifier, apparait sous forme d’un
pic
Ne permet pas de detecter les gammapathies de faible concentration

L’immunofixation doit toujours étre réalisée. Permet d’identifier le type de
chaine lourde et legere.

Dosage des chaines legere libres, rapport K/L

Combinaison des tests : sensibilité de 1’¢lectrophorese 82 % et 93 % si ajout de
I’immunofixation, 98 % si chaines 1ég ajoutées.

On ajoute toujours les dosages pondéraux des immunoglobules.



MGUS diagnostic différentiel et diagnostic

MM

Smodering MM
Waldenstrom
Amyloidose AL
Lymphome B low grade
MGRS

M protéine de moins de 30 g/l
Moins de 10 % de plasmocytose clonale dans la moelle
Facteurs de risques pour progression

Suivi a long terme



Stratification

Taux de la protéine monoclonale : >15 g/l
Type de la protéine : non IgG

Rapport K/L :anormal

Faible risque : 0

Low/ intermédiate : 1 facteur

High/ intermediate 2 facteurs

High 3 facteurs



Référer a ’hématologue

Pour les MGUS risque intermediaire a haut
Rapport K/L anormal

Signes clairs d’evolution

En fonction de la stratification : examen médullaire

Suspicion de Waldenstrom our d’amyloidose AL
MGRS






MGUS Risk UK Myeloma Forum/ International Expert International Myeloma European Myeloma
Recommended | Nordic Study Group 16 . ” m
Tests (2009)* Consensus (2010) Working Group (2010) Network (2014)
Low-Risk MGUS

(lgG, <1.5 gm/dL,
and normal FLC
ratio)

First year, every 3-4
months; then every 6-
12 months if stable

First 2 years, every 4-6
months; then every 6-24
months

At 6 months; then every
2-3 years if stable

At 6 months; then every
1-2 years if stable or

no follow-up

All other MGUS

At least every 3-4
months

First 2 years, every 4-6
months; then every 6-24

At 6 months; then every
year if stable

At 6 months; then every
year thereafter

months
Life Expectancy Can consider . :
<5 years discontinuing follow-up Not mentioned Not mentioned No follow-up
Quantification of M-
protein
Serum urea nitrogen Quantification of M-
tification of M- protein
Recommended CBC Quantification of M- Quant Icrztg?] ° CBC
tests Calcium protein P .
Creatinine CBC Calcium
Electrolytes Creatinine

Immunoglobulin levels




Myeélome multiple

- Dyscrasie plasmocytaire maligne

- Infiltration médullaire par des plasmocytes malins
monoclonaux

Plasmocytomes : isolé/multiples, extra-médullaire ou méme
extra-osseux

- Le plasmocytes malins produisent une protéine
monoclonale, M protein ou paraprotéine

- 1gG, IgA ou chaine légeére

- Soit asymptomatique ou symptomes parfois non spécifiques
- Douleurs

- Anémie, infections, hypercalcémie, insuffisance rénale
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Multiple myeloma Both criteria must be met:

e Clonal bone marrow plasma cells =10% or biopsy-proven bony or
extramedullary plasmacytoma

®*  Any one or more of the following myeloma defining events:

® Evidence of end organ damage that can be attributed to the underlying

plasma cell proliferative disorder, specifically:

®* Hypercalcemia: serum calcium =025 mmoelf/L (=1 mgfdL) higher than

the upper limit of normal or =2-75 mmal/L (=11 mg/dL)

e FRenal insufficiency: creatinine clearance <40 mL per minute or serum

creatinine =177 pmol/L (=2 mg/dL)

¢ Anemia hemoglobin value of »2 g/dL below the lower limit of
normal, or & hemoglobin value <10 g/dL

e Bone lesions: one or more osteolytic lesions on skeletal radiography,
computed tomography (CT), or positron emission tomography-CT
(PET-CT)

# Clonal bone marrow plasma cell percentage =60%

e [Involved: uninvalved serum free light chain (FLC) ratio 2100 (invelved
free light chain level must be =100 mg/L)

« =1 focal lesions on magnetic resonance imaging (MRI) studies (at least 5
mm in size)
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Table 1. Standard Risk Factors for MM and the R-ISS

Prognostic Factor

Criteria

ISS stage
[

Il
[

CA by iIFISH
High risk

Standard risk
LDH
Normal
High
A new model for risk
stratification for MM
R-ISS stage
|

Serum B,-microglobulin < 3.5 mg/L, serum
albumin = 3.5 g/dL

Not ISS stage | or Il
Serum B,-microglobulin = 5.5 mg/L

Presence of del(17p) and/or translocation
1(4;14) and/or translocation 1(14;16)

No high-risk CA

Serum LDH < the upper limit of normal
Serum LDH = the upper limit of normal

ISS stage | and standard-risk CA by iFISH
and normal LDH
Not R-ISS stage | or |l

ISS stage |l and either high-risk CA by iFISH
or high LDH

Abbreviations: CA, chromosomal abnormalities; iFISH, interphase fluores-
cent in situ hybridization; ISS, International Staging System; LDH, lactate
dehydrogenase; MM, muliiple myeloma; R-ISS, revised International

Staging System.
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Survival in active myeloma (MM) in the Swedish Myeloma Registry: observed (A) and relative
(B) survival, by 10-year age cohorts. n: number.

Cecilie Hveding Blimark et al. Haematologica
2018;103:506-513

©2018 by Ferrata Storti Foundation



Multiple myeloma: 2018 update on diagnosis, risk-stratification, and management

A| standardRisk | | Intermediate Risk | High Risk |
} 4 +
[ VRD x 3-4 cycles® | KRD x 3-4 cycles |
Eariy ASCT; or Early ASCT Early ASCT
cryopreservestem cells
and continue VRD x 5-8
cycles
Lenalidomide Bortezomib orbortezomib- carfilzomib or bortezomib- |
maintenance based maintenance based maintenance |
B | Standard Risk | | Intermediate Risk | | High Risk |
VRD x 812 If frail or VRD x 8-12 cycles
cycles agezy73 Rd
until
progression I ]
Lenalidomide or Rd Bortezomib orbortezomib-based maintenance
maintenance

American Journal of Hematology, Volume: 93, Issue: 8, Pages: 1091-1110, First published: 16 August 2018, DOI: (10.1002/ajh.25117)




