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A I’heure des nouvelles technologies ?

Dividing  Distinction Screening

Output of UrD cells of individual ~ for new Unbalanged
method Method Resolution  Sensitivity  detection  needed  clones lesions lesions
Metaphase Low 10% No Yes Yes Yes Yes
a ﬁ Cylogenetics
FISH Low High No No Yes No No
SNP High 2-30% Yes No No Yes No
L
mr —  (GH High 2-30% No No No Yes No
-

%“V whole High 25% Yes No No Yes  Yes
e



GEP: une entite transcriptionnelle

ng et al lerez et al aiva et al
(Blood, 2006) (Leukemia, 2007) (Blood, 2016)
N 23 10 10
Comparaison 8 LLC/ 101MM/ 25 s MM 11LLC/12 MM 4 MGUS IgM/ 4 MW AS/6 MW S
Référence Plasmocytes N/ CD19 N Plasmocytes N/ CD19 N B CD25CD22
Sélection +
Sélection CMF CMF
(CD19 et ou CD138+)
Plus proche de la LLC g2 i
L6 +4+ 2 & MW/N CD22+CD25- :
Voie MAPK = B 327 génes
CDlc++ e MW/CD22 low CD25+:
Cycline D3 coa \
7 p15, pl8, p57 1= 51 genes
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Next generation sequencin
with genomic alterations in
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identifies a transcriptional profile that segues
aldenstrém macroglobulinemia

Zachary R. Hunter, Lian Xu, Guang Yang, Nicholas Tsakmaklis, Josephine M. Vos, Xia Liu, Jie Chen,
Robert J. Manning, Jiaji G. Chen, Philip Broadsky, Christopher J. Patterson, Joshua Gusting, Toni
Debeau, Jorge J. Castillo, Kenneth C. Anderson, Nikhil M. Munshi and Steven P. Trecn

MYD88/CXCR4 Interactions

MYD88 and CXCR4 are negatively
correlated and expression levels
are affected by mutation status. /
Overall MYD88 expression /'
negatively correlates with WM
bone marrow involvement. CXCR4 f
has a positive correlation. |
MYDS88 mutant allele expression [
is often reduced versus the wild |
type allele in the mRNA whereas

“MYD88WT
CXCRAWT

g a

\,\
N\

Lowest levels of B-cell \

differentiation genes.

Low NFkB Response genes
Increased expression of genes
associated with PIK3 signaling
Increased promoter.
methylation of PRDMS and
WNK2.

the mutant CXCR4 allele is l o > My 4
preferentially expressed. /l A" WM
f/
P ", [ = Upregulated VD) Genes: .
// '\ DNTT, RAG1, RAG2
//' \ I . Role for WT CXCR4: Increased |
y . \\ \ CXCL12, CXCR4, VCAM1 |
p \\ '\‘ . Decreased BAX expression |
£ \ = High levels of BCL2 :
/ MYD88L265P \ \‘-‘\- cxgcua expression
/ A\ correlates with BM
/ ; CXCR4WT \\\. involvement and /
/= Highest levels of IGF1. % Hemoglobin //
,,v" . Highest expression of B-cell /
differentiation genes. /4
1," *  Associated with a S °
| transcriptional profile that is /
the most distinct from HD >\ e
\ samples and other WM 7 A
\ genotypes. // N
\_ *  High levels of PMAIP1. g I

Figure 6

~._levels.

Potential Targets
All WM Patients
CXCR4 (both WT & WHIM)
CXCL13

BCL2 and BCL2L1
IGF1/IGF1R, particularly in
\ MYD88255°CXCRAWT

\ Hypomethylating agents in

\ MYD88YT patients
PIK3 delta inhibitors, particularly

in MYD88W" WM. Additional

’ inhibition of PIK3 gamma may be
necessary for CXCR4WHM patients

.
.
\ .

\ -

’ \\
y MYD88L265P \

\

\
CXCR4WHIM
Silencing of tumor
suppressors up regulated bv\
MYD88 mutations.
High IRAK3 and low TLR4
Expression. |
Decreased G-protein and l
MAPK signaling negative |
regulators. /
High PIK3RS and PIK3CG /

\
\




Quelle origine?

*  Cellule mémoire de la Zone marginale ?

* IgM+ 1gD- CD27+
* IgM CD19+ CD22 low CD25+ CD27+?

*  Cellule post centre germinatif n’ayant pas
Su bl de SWItCh avan Ia tranSfO rmatlon IGHV subgroup usage in WM/IgM-MGUS as compared to normal PB

IGHV subgroup usage in WM/IgM-MGUS as compared to normal PB

p<0.0001

— Class Switch Recombinaison

[EWIMIgM-MGUS
[EMormal PB

— Statut mutationnel Vh : 91% Muté

3 8 8 & 8 8 4 8B 8B

* Vh3:76%
« VH 3-23:29% = u
, J T
« Absence de séquence consensus en am e s e e e e
CDR3

— Cellules clonotypiques :
« Sang et MO/ CMF- BM

Varenotti, Leukemia Lymphoma 2013/ Janz 2013
Jimenez Haematologica 2007/ Gachard 2013/Paiva Leukemia 2013



Les puces ......

« 58 a 83% des pts avec anomalies ( Gains / Déléetions)
« Délétion 6q : la plus frequente
e Faible niveau des récurrences des autres anomalies

o Définition des zones minimales altérées

« Genes impligués dans la régulation de la voie de NFKB
« TRAF3 : Mutation <5%
« TNFAPI3 (6025) < 10%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 22 X Y

Braggio et al, Cancer Research 2009/ Poulain et al, AMJ 2013



Genomic abnormalities of Waldenstrom macroglobulinemia and related low-grade B-cell
lymphomas. Braggio E!, Fonseca R. Clinical Lymphoma Myeloma and Leukemia 2013

CGH array 243.000 et 1M sondes
42 MW, 14 LPL sans IgM, 35sL.ZM, 20ggLZM, 46 MALT, 20 MGUS, 52LLC
Anomalie dans 83% des MW, 4 CNA (0-27)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Braggio E[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23477936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Braggio E[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23477936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Braggio E[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23477936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Fonseca R[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23477936
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CN LOH : De nouveaux genes candidats?

-CN-LOH/ UDP acquise <15% e e
*UPD 17 comprends CD79B, un partenaire du BCR { S T

17q Copy neutral LOH area (Tumoral cells)
Absence of LO (T lymghocytes)
CD79B
Genes In the area fnciuding COTI)
oem | | | »

Chomosome IIGIY | 5" -

« Mutations du CD79A et CD79B ont été initialement décrites

dans les DLBCL ABC me
vises
- Domaines ITAM : 15% of WM s visas
(2x) (1%)
Tous sont mutés MYD88 L265P " BHTYEGLODGTATIED) EHL{EGLNLODCSMYED!

/ & D184- 1202 del (1x)
L199fsX4  (1x)

C BCR/MYDS88 , une coopération?

Poulain, AMH 2013, Paiva, Blood 2016



O Profil génomique de la MW

* Cytogeénétique/ CGHa/ SNPa:
* Des anomalies récurrentes: Délétion 6q, +4
* CN-LOH/ UPD < 15%

* Whole genome sequencing (Treon, NEJM, 2012/ Hunter, Blood 2014)
* N= 30 patients

« MYDS88 L265P : un événement fondateur?
« Autres mutations > 15% : CXCR4 ARIDla




MYDS88 L265P Somatic Mutation
in Waldenstrom’s Macroglobulinemia

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

Extracellular space

Nuclear translocation L
Fa YRS and signaling

S Treon, et al 2012

Whole genome n=10

MYD88 L265P 90% des MW
« Formes sporadiques
« Formes familiales

Mutation Gain de fonction

I

BTK, HCK, TAK1
STAT3 IL6/1L10

NFKB



« Epidémiologie » des mutations MYD88L265P

Lymphome
20 2 30% lymphoplasmocytaire
DLBC ABC non IgM: 40%
WM > 85% MGUS IgM 50%
Absente F
Myélome a IgM
Myélome ;
| <10% MZL (IgM
1gG /IgA MGUS & 6 MZL (1gM)
Cryoglobuline < 5% LNH
Amylose non ig M 2 Folliculaire

LNH manteau ‘
‘ <5% LLC

Leucémie a tricholeucocytes i Absent LLC IgM
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Tumor cells lm.;XCFM
) . CXCL12

Marrow siroma colls:

*# SDF1 ( Mo):
*Migration/Adhésion
*Interaction avec VLA4

Extracelldar dorns

—

Itrace e éamain

N, GRMIK

7 st

.
\‘.-‘%( T8
1 Sasax

» Mutation gain de fonction de CXCR4
« WHIM like » identifiée par le WG
Non sens/ Frame shift
« CXCR4 S338X:
« 8a30%
Différence de sensibilité
Mutations explorées

5341153850

Table 1. Somatic mutations in the C terminus of CXCR4 identified by
Sanger sequencing and stratified by MYD88 L265P mutation status
in WM patients

MYD88 Mutation Amino acid
n status type Nucleotide change change
1 L265P NS r.997 A=T* K333X*
3  L265P NS r.1000C=>T R334X
7 L265P NS r.1013C=A S$338X
156 L265P NS r.1013C>Gt §338Xt
1 WT FS r.931_933insT T311fs
3 L265P FS r.952_954insA T318fs
2  L265P Fs r.951_953delACCTC T318fs
1 L265P Fs r.954_956insC S319fs
1 L265P FS r.958_960delTG V320fs
1 L265P FS r.963_965insC R3221s
1 L265P FS r.969_971insG S3241s
1 L265P FS r.978_980insT K327is
1 L265P FS 1.984_986insT L329fs
1 L265P FS 1.993_995insA G332fs
1 L265P FS r.1005_1007insT G336fs
2 L265P FS r.1013_1015delATCT §338fs
1 L265P FS r.1013_1015delATCTGTTTCCACTGAGT S338is
3 L265P FS r.1012_1014insT 5338fs
1 L265P FS r.1015_1017delCT §339fs
1 L265P FS r.1020_1022delT S341fs
1 L265P Fs r.1024_1026delCT S342fs
1 L265P Fs r.1030_1041 CTGAGTCTTC>GT S344fs
1 L265P FS r.1033_1035delAG E345is

Bone marrow

* Modélisation in vitro/ in vivo §
Activation d’Akt et Erk 8
Désensibilisation apreés interaction avec SDF1 :
Maladie disséminée/ Formes extramédullaires g

CXCR4" overexpressing WM cells with aggressive abilty to disseminate to bone marrow, liver, and kidney in SCID/Bg

Chimiorésistance
R a lbrutinib S a Bortézomib

page 4120.

mice as demonstrated by immunofluorescence imaging of GFP-tagged CXCR4* WM cells. DAPI, 4',6 diamidino-2-
phenylindole; RFP, red fluorescent protein. Adapted from Figure 2D in the article by Roccaro et al that begins on

Roccaro, Blood 2014, Cao et al, Leukemia 2014, Poulain, CCR 2016,



Les WM avec mutation de CXCR4 constituent
une entité génomique

Fréquence plus élevée +4 (p=0.002),
délétion 69 (p=0.038) et gain Xq (p=0.002)
Fréquence d’anomalies plus importante ( p=0.01)

N=53 WM

Absence
d’anomalies

==

Présence
d’anomalies

MYD88 L265P
Deletion 6g/TNFAIP3
Gain 3p22/MYD88
Délétion 13g/DLEU7
Délétion 17p/TP53
Mutation CXCR4
Gain Xq28/IRAK1
Gain 4q/NFKB1

Gain 18/MALT1
Trisomie 4

UPD/Gain 17g21 /NIK
IKKB/ Délétion 8p
Délétion 11g/BIRC3
NFKB2 10924
Délétion 11g13/Rela
Gain 12q12/IRAK4
Trisomie 12

Délétion 7q



Voie du BCR

Voie des TLR

Axe CXCL12/ CXCR4

4

15%
CD79B Mut
CD79A Mut

1/98: CXCR4 MY CD79b mut

MYD88 L265P: 85%
25% CXCR4 mut

25% CXCR4 mut
98% MYD88 L265P

/
/
/ Absence de mutation
// voie RAS
4 | AKT/MAPK II—E
7
7’
7’
7’
’
’
’
»”
\JQ Survie
Apoptose

taedl H
’-'!;,mlt

¢ Prolifération


http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://img.over-blog.com/300x349/2/49/47/69//La_Mort.jpg&imgrefurl=http://princess.dwinette.over-blog.com/article-33119831.html&usg=__qmwoIv5YErJHn_Th0I1HDD8nhGE=&h=349&w=299&sz=37&hl=fr&start=183&sig2=6j1qXGaoa2-YqYSWvnHoqA&um=1&tbnid=tx22lE2pGe9UzM:&tbnh=120&tbnw=103&prev=/images?q%3Dmort%2Bimage%26ndsp%3D20%26hl%3Dfr%26sa%3DN%26start%3D180%26um%3D1&ei=8-fOSpTzJsf84Ab8v7yJAw

CXCRA4

e Mutations sous clonales dans 1/3 des cas
 Anomalies secondaires a MYD88L265P?

« CXCRA4 associe a EFS plus courte dans les MW AS?

100,00

20,00
60,00
40,00
20,00
e
et
S
0,00

i
A ol o .
T A Al o
A o
A o
-
-

MYD wild

CXCR4 wild MYD L265
P

CXCR4 wild
MYD L265p
- Variant allelic frequency of CXCR4 variant CXCR4a mutated

- Variant allelic frequency of MYDEEL265P variant

Poulain, CCR 2016 / Cao, BJH 2016



Biologie des MGUS Ig M

Immunophénotypage:
Présence de cellules « WM like «
CD22low/CD25/CD27+/1gM

Statut mutationnel VH : tVvh3

Mutation MYDS88 L265P:

10 a 50% +++
Associée a un risque d’évolution vers un WM

Mutation de CXCR4 : 20% S338X

Absence de délétion 647 ( schop, 2002)
SNPa: n=9

—  Deléq, +18,...

—  Absence de +4

Une signature transcriptionnelle? .....

— Non : Paiva et al
— Oui : Trojani et al

lgMMGUS (N=67)

% of BMB cells 22(02-12)
% of patients with >10% BM B cells’ 1%

% of light-chain-isotype-positive B-cells 75 (8-100)
% of patients with complete B-cell light-chain restriction 1%

% of BM PCs 032 (0-24)
% of light-chain-isotype-positive PCs 70 {10-100)
% of patients with complete PC light-chain restriction® 8%

Shop, Blood 2002/ Trojani, 2012 /
Varenotti, Leukemia Lymphoma 2013

Martin Jimenez, Hematologica 2007/ Paiva Leukemia 2013/ Paiva, Blood 2016
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= wwwwo UUn génome instable?
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*  Mutation de génes de réparation de PADN?
« ARIDIA 17% (5/30) décrite dans d’autres cancers (sein , poumon,...)
« HIST1H1E (2/10)

» Des translocations souvent déséquilibrées : 15% des caryotypes

* Un défaut d’expression de protéines impliquées dans la réparation de ’ADN
1 KU70

» De rares cas de chromothripsis :

— Un mécanisme d’instabilité génomique décrit dans différents cancers a des
fréequences variables

— 10 a 100 réarrangements chromosomiques dans des régions localisées

* Chromosome 3
L"*'meiln WM

* Chromosome 6

Nguyen Khac, Hematologica 2013/Perrot et al Blood Cancer J, 2012/ Poulain, ASH 2012/ Treon NEJM 2012/ Hunter, Blood 2015/ Stephens et al, Cell 2011



Quelle est la dynamique de I’évolution clonale dans la WM?

MYD88
L265P

WM Asymptomatique , .
ymp q . o Absence d’évolution

clonale en SNPa

WM As —S

WM Symptomatique

Traitement

Panorama variable d’évolution clonale

A
~— N
Profil d’évolution linéaire Le clone ala rechute ou a la
avec acquisition progression peut étre identique a
de CNAou UPD celui du diagnostic (50%)

Roéle de la chimiothérapie ?
Progression d’un clone mineur ?

Poulain et al, en préparation Emergence d’un clone différent au cours de la progression ?



Bilan: Nouvelles Technologies

« Expression géenique :
Profil + proche LLC que MM, cellules mémoires « activée »
Clone detectable des le stade MGUS IgM

Une signature en miRNA

« Séquencage Haut Débit :
Mutation MYD88L265P dans 90% des MW : un marqueur diagnostic
Mutation CXCR4 : 25 a 30% : Chimiorésistance a I’ibrutinib?

Autres mutations rares

NGS ciblé: Architecture clonale

« Cytogenetiqgue/ CGH array/SNP array
Del 69/ +4

Pas d’autres anomalies récurrentes a fréquence élevée

mais nouveaux marqueurs



CXCR4
pathway

TLR

pathway

1-3596

BCR
pathway

NF-Kb pathway

A
r _ . . N
Canonical Non-canonical
cD40
BAFFR
RANK

30%

)

4

AKT/MAPK I

15%

. IL6 /IL10

41::90%

3p22:10%

P

|
|
|
|
|
|
v

NF-KB

r_-r
| TNFATP3

© -

<5%

“BIRC3 @ 5%

Rare
‘ l 30-50% l

Mi RNA-155
f HDACs

1 l HATs




Un dialogue entre la cellule MW et son microenvironnement?

L le talon d’Achille de la MW?
ﬁa‘:\'m'::gﬂ-
}

7~ E."..;“\\

_O«minam'
~ g

CD27+
Cellules B mémoires @ ........ > Précurseur MW Mutation
v mémoire-like CD27- MYD88 L265P

sco27 oV VVV

—

Cellule MW
lymphoplasmocytaire

v
v v
Voie du BCR
Co40L g IL-6
67‘ @ 7 ' TNF
Mastocytes de LS
la moelle osseuse SDF 1
BAFF

Adapté Stone et al., Haematologica 2010



Des thérapeutiques ciblees?

* PKC béta < Enzastaurin

o Akt < Perifosine

° mTOR < Everolimus G WM patients BM-CD13+ LPCs (N4
* Tyrosine kinase < Glivec 1200%

1 (%)

=
=2

e Src (TK) < AZD0530 (AzD)

* Protéasome 2<Bortézomib .
» Panobinostat  3< Histone déacetylase ::::
* FGFR3 2< Dovitinib 200% |
¢  PI3K-delta inhibitors 1 a2z

(M) 4020 10 20010050 40 20 10
b4

20.0 10.0 5.0
DMSO  lbrutinb  IRAK-In Ibrutinib+[RAK-In

ive surviva

Relat

e BTK o< Ibrutinib

e MYDS88 ><Anti IRAK1/4

e Seul ou en association

Roccaro et al , Blood , 2010/ Leleu, Blood 2007/Azab CCR2012/Yang, Blood 2013
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Figure 3. Kaplan—Meier Curves for Progression-free and Overall Survival.

Figure 2. Effect of MYD88 and CXCR4 Mutation Status on Ibrutinib-Related
Changes in Serum IgM and Hemoglobin Levels.




Des facteurs pronostiques biologiques?

International Prognostic Scoring System WM

e Age>65ans

* Plaquettes < 100 g/I

* IgM > 70g/I . L
 Hémoglobine < 115g/I « |
 B2>3mg/l |
0.0 l 1‘0 l 2‘0 l 3; ‘ 4‘0 l 5.:) l 6‘0 l 7i) ‘ 8; l 9l0 l 10.0
Survival Time in Y

Number of patients at risk:
Low 155 152 133 110 96 87 64 51 43 33 25

Inte 216 194 174 143 126 106 79 50 32 23 14

High 203 170 136 95 73 48 31 20 9 6 3

e High risk: > 2 facteurs 36% survieab5 ans
 Lowrisk <1 facteur sauf age 87% survie a5 ans

 1°¢*®ligne et rechute
Morel et al, Blood, 2009



De nouveaux facteurs pronostiques biologiques?

Cytogénétique/ FISH? o ik TN B 1
o H— -t B D885 cxcraM™M
- Délétion 17p? +127? 2 L

« MYDS88 L265P?
« Mutation de CXCR4?
e |brutinib Yes....

e Carfizomib No o | —L'

Owerall Survival

o
Q4
s - - Q
* FcG RIIAFF : réponse au rituximab | | | |
0 5 10 15 20
« Masse tumorale /IPSSWM T Y
Figure 2. Kaplan-Meier plot for overall survival of 175 WM patients from time of diagnosis stratified by MYD88 and CXCR4 mutation status. Differences in survival
° S C D 2 7 y S H LA C I asse I curves based on CXCR4 and MYDB8 mutation staius were significant (P = .0001), as was the analysis based on MYD88 status alone (P < .0001) by Fleming-Harrington

log-rank analysis.

« FLC
- WWF

Nouveaux criteres de réponse / Nouvelles thérapeutiques ?
« FLC: Outil de suivi? pas valide

Itzykson Haematologica 2008

° i AQ] P /Leleu, CCR 2011
Maladle rESIdueI Ie ' /Paiva Leukemia 2013
o CMF >59% / Xu Blood 2013/

Varenotti Blood 2013/

. MYD88 L265P que|ques cas publles Jimenez Leukemia 2013
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Maladie de Waldenstrom

Entité polymorphe cliniguement et biologiquement
«  Des avancées depuis 5 ans:
— Une mutation : MYD88 L265P

— Des voies de signalisation dérégulées

— Une signature transcriptionnelle

— Des anomalies additionnelles

— Un microenvironnement tumoral « actif »
— Des modeéles murins

Une nouveau modele d’'oncogénése?

*  Prise en charge thérapeutique :

Rationnel biologique pour thérapeutique ciblée : Ibrutinib

* International Workshop on Waldenstrom’s Macroblobulinémia
Amsterdam 2016



