Lymphome a cellules du manteau :

point clinico-biologique

™
4 .o’:
B

Réunion du College d’"Hématologie des Hopitaux

Strasbourg, 6 avril 2023

Delphine Rolland
Laboratoire d’hématologie, CHU Strasbourg
INSERM 1113



Lymphome a cellules du manteau (LCM)

e Lymphome B non-hodgkinien (LNH)

e Représente environ 7% des LNH (3 a 10% selon

les études)
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Lymphome a cellules du manteau (LCM)

e 2 formes de LCM selon la présentation clinique :

- LCM classique (forme la plus fréguente) = forme ganglionnaire

- LCM médullo-splénique = forme leucémique, non-

ganglionnaire

e Variantes agressives de LCM = LCM de morphologie blastoide ou pléomorphe



Cas # 1 : présentation clinico-biologique

e Homme de 57 ans

e Adressé par son médecin traitant pour altération de I'état général avec anémie,
thrombopénie et adénopathies cervicales

e Biochimie : normal sauf LDH a 385 U/L GB:95G/L
GR:3,04T/L
e Hématologie: Hb : 10 g/dL
- Bilan d’hémostase normal VGM : 94,7 fL
- NFS : anémie, thrombopénie TCMH : 32,9 pg
CCMH : 34,7 g/dL
Formule leucocytaire : alarme automate CVGR:12,4%
« abnormal lympho/lymphoblast » Plaquettes : 117 G/L
VPM : 10,6 fL

% Frottis sanguin Réticulocytes : 34,9 G/L



Cas # 1 : frottis sanguin

e Présence de rares cellules lymphomateuses circulantes

o . Formule leucocytaire
| PNN : 6,3 G/L

PNEo : 0,1 G/L

PNBa : 0 G/L
. Lymphocytes : 2,5 G/L

Monocytes : 0,6 G/L

U Aspects cytologiques de lymphome a cellules du manteau
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Cas # 1 : immunophénotypage lymphocytaire
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Cas # 1 : examens complémentaires

e Caryotype complexe :
41,XY,dup(1)(ql11922),der(3)t(3;22)(p22;911),der(5)t(3;5)(q21;p15),-9,add(10)(q24),
t(11;14)(q13;932),-13,-15,add(17)(p13),add(18)(g22),der(19)t(15;19)(g21;p13),-20,-
22[12]/42,sl,+del(9)(p11)[8]/46,XY[1]

e FISH : Délétion du gene TP53 en 17p sur les 26 métaphases analysées
et 94% des noyaux.

e TEP-TDM au FDG : hypermétabolisme de multiples ganglions sus
et sous diaphragmatiques, absence de splénomégalie

e Biopsie ganglionnaire cervicale : lymphome a cellules du manteau

L LCM classique avec délétion TP53




Cas # 1 : immunochimiothérapie + projet de greffe

e 2 cycles de R-DHAC : réponse tres partielle

e 6 cycles de R-CHOP

e Recueil de CSP apres C6

e Bilan pré-autogreffe : persistance d’adénopathies infracentimétriques et MRD positive a
1%

e Introduction d’ibrutinib et recherche de donneur CSH allogénique

e PET-Scan de réévaluation 1 mois plus tard : nette progression sus et sous-
diaphragmatique + petite splénomégalie

e Proposition d’essayer CAR-T mais déces avant mise en place du protocole (14 mois post-
diagnostic)



Cas # 2 : historique et examen clinique

e Homme de 52 ans

e Altération de I'état général depuis 6 mois
- Asthénie avec amaigrissement d’environ 8 kg
- Sueurs nocturnes

e Consulte aux urgences pour des douleurs intermittentes irradiant dans I'épaule gauche
depuis 5 jours, cotées a 6/10
e Bilan cardiovasculaire:

- Bruits du cceur réguliers

- Pas de souffle audible

- ECG normal

e Bilan pulmonaire: auscultation libre et symétrique

e Examen digestif:
- Splénomégalie dépassant la ligne blanche
- Absence de douleur abdominale
- Absence de trouble du transit



Cas # 2 : examens biologiques d’entrée

e Biochimie:
- Troponine normale
- lonogramme normal GB : 95,81 G/L
- Fonction rénale normale GR: 2,66 T/L
- Fonction hépatique normale Hb : 7 g/dL
- Syndrome inflammatoire (CRP a 32 mg/L) VGM : 87,2 fL
-LDH a 4 602 U/L TCMH : 26,3 pg
CCMH : 30,2 g/dL
e Hématologie: CVGR :18,2 %
- Bilan d’hémostase normal Plaquettes : 85 G/L
- NFS : hyperleucocytose avec pancytopénie VPM : 10,2 fL

Réticulocytes : 81,9 G/L

U Frottis sanguin Formule leucocytaire non rendue par
I’'automate mais PNN estimés a 0,96 G/L




Cas # 2 : frottis sanguin

't

Formule leucocytaire
PNN : 0,96 G/L

PNEo : 0 G/L

PNBa : 0 G/L
Lymphocytes : 94,85 G/L*
Monocytes : 0 G/L

"’ ’.a

. o * Majorité de cellules
) .‘ﬂ

lymphomateuses

U Phase leucémique d’un syndrome lymphoprolifératif d’aspect prolymphocytaire B



Cas # 2 : immunophénotypage lymphocytaire
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Cas # 2 : immunophénotypage lymphocytaire (suite)
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Au total, un syndrome lymphoprolifératif B dont la positivité du CD5 et du CD148 doit faire
évoquer en priorité un lymphome a cellules du manteau avec une morphologie
prolymphocytaire. A confronter impérativement aux résultats de cytogénétique/biologie
moléculaire (réarrangement de la cycline D17?)



Cas # 2 : examens complémentaires

e Caryotype sur sang : 45,XY,t(11;14)(q13;932),-15

e Biologie moléculaire sur sang : dans le gene TP53,
délétion/insertion de 2 bases sans décalage du cadre de
lecture dans 97% des séquences
TP53:NM_000546:exon5:¢c.527 528delinsTT:p.C176F
répertoriée dans les bases COSMIC et IARC

e TEP-TDM au FDG : hypermétabolisme de multiples ganglions
infracentimétriques sus et sous diaphragmatiques associés a une
volumineuse splénomeégalie (34cm) intensément hypermétabolique

L LCM médullo-splénique avec TP53 muté



Cas # 2 : immunochimiothérapie + autogreffe

e 5 cycles de R-DHAC avec 1°" Rituximab fractionné (importante masse tumorale)

e Recueil de CSP apres C4 :
- Myélogramme normal
- Réponse splénique (TEP-TDM : aspect scintigraphique de rémission complete)

e Intensification thérapeutique de type LEAM puis autogreffe

e En RC 5 mois apres 'autogreffe...



LCM et 5¢me classification OMS de 2022

e Pas de grand changement pour les LCM entre la révision de la 4¢™ classification OMS de
2016 et la 5¢™Me classification OMS de 2022...

WHO Classification, 5'" edition

Cutaneous follicle centre lymphoma
Prima aneous follicle
Mantle cell lymphoma

In situ mantle cell neoplasm
Mantle cell lymphoma
Leukaemic non-nodal mantle cell lymphoma

WHO Classification, revised 4™ edition

In situ mantle cell neoplasia
(Same)
(Same)

Transformations of indolent B-cell lymphomas
Large B-cell lymphomas

Diffuse large B-cell lymphoma, NOS
T-cell/histiocyte-rich large B-cell lymphoma

Diffuse large B-cell lymphoma/ high grade B-cell lymphoma
with MYC and BCL2 rearrangements

ALK-positive large B-cell lymphoma
Large B-cell lymphoma with IRF4 rearrangement
High-grade B-cell lymphoma with 11q aberrations

Lymphomatoid granulomatosis

Not previously included

(Same)
(Same)
High-grade B-cell lymphoma with MYC and BCL2 and/or BCL6 rearrangements

(Same)
(Same)
Burkitt-like lymphoma with 11q aberration
(Same)

Alaggio R. et al., Leukemia, 2022



... mais petit conflit qui n’en est pas pour les LCM
entre 5¢™Me classification OMS et classification de I’'ICC

WHO-HAEM4R

Hairy cell leukaemia

Splenic marginal
zone lymphoma

Splenic diffuse red pulp
small B-cell lymphoma/
leukaemia

Hairy cell leukaemia, variant

B-prolymphocytic leukaemia

leukaemia/small lymphocytic
lymphoma

Alaggio R. et al., Leukemia, 2022
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WHO-HAEMS

Hairy cell leukaemia

Splenic marginal
zone lymphoma

Splenic B-cell
lymphomafleukaemia
with prominent nucleoli

Splenic diffuse red pulp
small B-call lymphoma/
leukaemia

Prolymphocytic
progression of CLL

“The criteria for the diagnosis of B-cell
prolymphocytic leukemia were also reviewed
and the group considered that the entity
needs to be recognized only after rigorous
exclusion of other lymphoid neoplasms,
particularly transformation from CLL, mantle
cell ymphoma (MCL) or splenic marginal zone
lymphoma (SMZL)”

Campos E. et al., Blood, 2022



Carte d’identité biologique du LCM : em==""
épidémiologie :

e 32310 % des lymphomes B non-hodgkiniens (LNH) : lymphome rare

e Age médian de diagnostic : 60 ans

e Prédominance masculine avec un ratio H/F de 2/1

e Facteurs prédisposants aux LCM
- Rares cas familiaux
- Variants germinaux de genes du mismatch repair (MMR) : diagnostic a un age
plus précoce
- Exposition aux pesticides
- Polymorphisme de I'lL-10 (1082A>G)
- Maladies auto-immunes

Jain P. et al, Am J Hematol, 2022



Carte d’identité biologique du LCM :
présentation clinique

e Symptomes B fréquents (amaigrissement, fievre, sueurs nocturnes)

e Performens status 0-1 dans 80 % des cas Characteristics

Bulk tumor (T=10cm)
Abdominal
, . . oy s Splenic®
e Polyadénopathies (> 1 cm) dans la majorité des cas Other
Lymph node involvement
Diffuse
. Localized
e \Volumineuse masse tumorale (> 10 cm) : 20 % des cas ~_ Absent
Extrancdal sites
Bone marrow
Splf_aen
e Sites extra-ganglionnaires : Ml
Colic

- Moelle/sang (environ 80% des cas) Liver

. . s Head and neck
- Atteintes viscérales (1/3 des cas) Ploura
Sking
CSF*
Other®

e Infiltration extra-ganglionnaire sans adénopathie : rare

Samaha H. et al., Leukemia, 1998
These de médecine, Biehler M., Strasbourg, 2020
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Carte d’identité biologique du LCM :
présentation biologique

e Anémie (Hb <12 g/dL):1/3 a 1/2 des cas
e Thrombopénie (< 150 G/L) : 50 % des cas
e Dissémination sanguine : = 80 % des cas
- Majoritairement < 4 G/L
- Plusieurs aspects cytologiques
(majoritairement « classique »)
e LDH > 1IN : 40-60 % des cas
e B2-microglobuline > 1N : 60-80 % des cas

e Pic monoclonal sérique : 30 % des cas

Classique Type « LLC » Type « LZM »
(70%) (13%) (3%)

Prolymphocytaire Blastoide Pléomorphe
(6%) (6%) (2%)

» W

-

L

Samaha H. et al., Leukemia, 1998
These de médecine, Biehler M., Strasbourg, 2020




Carte d’identité biologique du LCM :
immunophénotypage lymphocytaire

e Monotypie lambda > kappa

e Score de Matutes:1a 2
- 13 % de LCM CD5 neg
- 38 % de LCM CD23 pos

e MFI CD148 > CD180 > CD200
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Quelles sont les anomalies moléculaires du LCM :
Concept du « hallmarks of cancer »

Sustaining Evading
proliferftive signaling growth supgressors

Nonmutational
epigenetic reprogramming

Unlocking
phenotypic plasticity

Deregulating
cellular
metabolism

Avoiding immune
destruction

Resisting cell Enabling
death replicative
immortality

Genome
instability &
mutation

Tumor-promoting
inflammation

b Polymorphic
microbiomes
Hanahan D., Weinberg R., Cell, 2000

Inducing or accessing Activating invasion & Hanahan D, Weinberg R., Cell, 2011
vasculature metastasis Hanahan D., Cancer Discov., 2022

Senescent cells



LCM et signalisation proliférative soutenue:

Dérégulation de la cycline D1
e t(11;14)(q13;932) dans > 95% des cas de LCM

""""""" H"""'[I]‘ hr11

Deletion 0-24bp —" —> ccno1 . ATTTTTTE N g‘" i I I —

Translocationl"i'--._
RAG  ___...----me”' e ... RAG
N Y, hr11
Jg RE5 J; D72z RSS Dy, N .[ﬂ.|]|:|.|:|{tl
chr14
{H
IGHH v, Vyan
-« Nadeu F. et al., Blood, 2020

e Rarement réarrangé avec chaine légere

- kappa t(2;11)(p11;913) % Surexpression de
- lambda t(11;22)(g13;911.2) Ia cycline D1

Wlodarska l. et al., Leukemia, 2004
Marrero WD. et al., Leuk Lymph, 2018



t(11;14) : un évenement tres précoce au cours de la
maturation lymphocytaire B

Bone marrow Peripheral lymphoid tissues
Antigen-independent Antigen-dependent
B-cell differentiation B-cell differentiation

Naive { ."'j
Pre-B-I cell Immature B lymphocyte / \

@@ ) o

Pro-B cell Pre-B-Il cell Mature B lymphocyte  Follicular germinal
centre cells Plasma cell

D
IGH (V,,—D,J,) rearrangement
IGK genes rearranged

IGL genes rearranged (mainly in [gh* cells)

Somatic mutations
in IGH, IGK and IGL

IGH isotype switch

Jares P. et al., Nat.Rev.Cancer, 2007

B cMCL
nnMCL

% cases

Cryptic RSS or
exonucl. rem.

V-(DJ)

TCRa-IGH
insertion

Complex
rearrangement

IGKe
insertion

Non-RAG
mediated

2
1
RAG mediated
- IGH (54)
1
1
3 I

Non-RAG RAG mediated
mediated (5) - IGK (1)

Nadeu F. et al., Blood, 2020



Cycline D1 et dérégulation du cycle cellulaire

. - u - O . g,

. GSK3pB
- MAPK
ERK1/2

[ ] —y .

Cycline D1

CDKN1A -
wCDKNlB A

\ <
. ENo="
\ gﬂ-'r’
 ——
.
CDKN1A ~ @ . ‘w’
-
N
wCDKNlB ., a2\ Al VAN
~ " - Tchakarska G. et al., Cell Cycle, 2020
Cytoplasme R BT I Sherr CJ. et al., Cancer Cell, 2002



Autres conséquences de la dérégulation de la cycline D1

Matsuura . et al., Nature, 2004

Anders L. et al., Cancer Cell, 2011
Zelivianski S. et al., Mol. Cancer Res., 2010
Costa R. et al., Nat. Cell Biol. 2005
Cycline D1 Aggraval P. et al., Cancer Cell, 2010
Laphanuwat P. et al., J. Cell Sci., 2018
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Dérégulation de la cycline D1 et expression
aberrante de SOX11

‘ PAX5 : bloque la différenciation terminale B

HDAC1/2

ﬁ—»{ SOX11 J

i’F"'Qh I;MIIJXI . BCL6: prévient la formation et le maintien du centre germinatif
J/ {

Genomic instability

Mantle e
zone . ol

e ———a

Mohanty A. et al., Blood, 2019
Vegliante MC. et al., Blood, 2013
Palomero J. et al., Leukemia, 2016 — \\
Blastoid MCL
Pre-B IGHV

Germinal
center



Lymphome a cellules du manteau cycline D1 négatif

Cyclin D1- MCL

123456

High

LOC400581
FCRH1
KLRK1
MS4A1
GRAP
FLJ33708
SP100

Relative Level of Expression

Low

IGFBP3

i CCND1
CCND2
CCND3

Fu K. et al., Blood, 2005

e Réarrangement de CCND2 dans 55 a 70% des cas

5 CCND2 (12p13) | EY

IGK (2p11) 1GL (22q11)

e Réarrangement de CCND3 dans 16% des cas

:Gx (2p11] 16L (ZZq]l} ________ "
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e Rarement réarrangement de CCNE1 ou CCNE2

Sethi S. et al., Front. Oncol., 2021



Dérégulation de la cycline D1 pas suffisante...

100 -
cyclin D1/myc
1 n=14
g %
£
£
g e
3 Bodrug SE. et al., EMBO J., 1994
2
A 40 4
Contréles EpL.CCND1 E
= 3
n=226 e
1% de 2% de ——
n=17
c A dds T L)
lymphome T lymphome T i e = -
Age (weeks)

e Détection de clones positifs pour t(11;14) dans le sang d’individus sains

Lecluse Y. et al., Leukemia., 2009



Altérations supplémentaires du cycle cellulaire

t(I114)(qi3:q32)

TN

CCND1 SHM (26%)
-13q14 (RB1)(23%)
CCND1 3'UTR activ.(21%)
-9p21 (CDKN2A) (21%)
+8g24 (MYC) (15%)
CDKN1B (12%)

+10p12 (BMI1) (11%)
+13g31 (MIR17HG) (10%)
SYNET (6%)

DAZAP1 (4%)

El Ela

=

L CDKN2A

Jares P. et al., Nat. Rev.. Cancer, 2007
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LCM et instabilité du génome
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Distribution des gains/pertes récurrents dans le LCM

e > 90% des cas de LCM
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Résistance a I'apoptose
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Modulation des interactions avec le microenvironnement

e Balance d’expression entre les e Activation des voies de signalisation:
chimiokines des cellules « accessoires » - Voie du BCR

et de leur récepteurs par les cellules - Voie NF-kB

tumorales - Voie PI3K/AKT

BCOR (9%) H A HEA
CARD11 (5%)

BIRC3(22%)+ | B | nl I = =0 TN N
a

Mutati Deleti
. uration . eleton Nadeu F. et al., Blood, 2020



LCM et mutations NOTCH1/2

NECD NICD
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\ muip Signal-sending
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Arruga F. et al., Front. Oncol;, 2018
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Quid des lymphomes a cellules du manteau non « classiques »?

Dérégulation de cycline LCM classique

— Reciprocal translocation —
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LCM blastoide ou pléomorphe

e Absence de marqueurs spécifiques : juste une plus grande fréquence des mutations
de TP53, NOTCH1/2, CDKN2A, CCND1, ATM, KMT2D, NSD2

1.0
cMCL, median = 109 months
High-risk MCL, median = 65 months
o8 p=0.0005
Fard
£ 08
=
e
o
=
£ 04 o _
= Baldacini M. et al., EHA meeting, 2019
0.2
0.0
cMCL 714 6529 566 516 390 238 144
High-risk MCL 53 as 40 3z 249 15 7
0 12 24 36 48 60 72

OS duration (months)

e Besoin de biomarqueurs diagnostiques et pronostiques



Idéalement il faudrait tester...

—p

Clinical assessment

Comorbidities, especially

cardiovascular risk assessment

+ Performance status

* Age (< or 2 65 years)

= Disease related symptoms
= B symptoms

+ Spleen

* Nodal and extra-nodal involvement

+ Gastrointestinal tract involvement

+ Bone marrow Infiltration

Basic investigations

* Complete blood cell (CBC) with differential
+ LDH
+* Renal and liver function tests

* Misc. - serum calcium, uric acid, prothrombin time
with INR, HIV 1 and 2 hepatitis B and C (HBcAb,
HBsAg, HCV Ab), Beta-2 microglobulin (B2M)

=

Tissue biopsy

= Lymph node or non-nedal tissue core
needle/excisional biopsy and fine needle aspirate
(only for flow cytometry and genomic testing)

= Hematopathology review of biopsy for confirming
the diagnosis of MCL

Histo-pathology review of biopsies to
determine and confirm the diagnosis of MCL

+ Classic vs aggressive MCL
(blastoid or pleomorphic)
+ Ki-67% : Low (<30%) vs high (230%)
* SOX-11 positive vs Negative
* TP53 aberrant vs normal TP53

— « CD23 positive MCL

Imaging/procedures

= Tissue Biopsy
* Bone marrow biopsy with aspirate

+ CT neck, chest, abdomen and pelvis
with contrast or PET/CT

« Electrocardiogram, echocardiogram
= Upper Gl endoscopy and colonascopy

with segmental biopsies (for staging and full

clinical assessment)

Bone marrow aspirate
« For flow cytometry, immunophenaotype

assessment

karyotype testing

* Genomic assessment for TP53, CCND1,

SMARCA4, KMT2D, NSD2

Atypical MCL
= Cyclin D1 Negative MCL
= CD5 negative MCL

- CD10 positive MCL
= CD200 positive MCL

= FISH testing for t (11;14) (q13;932), TP53 —
aberration and MYC rearrangement,

Other investigations as indicated

* Protein electrophoresis

* Urine analysis

» Lipid profile, HbA1C, antinuclear

- antibodies, cytokine panel, ferritin,

C-reactive protein, CMV, HHV-8,
pregnancy test

= Lumbar puncture, CSF flow, MRI of
brain and spine

Tissue biopsies

* For cyclin D1,S0X-11, and Ki-67%
in lymphoma cells (except from
bone marrow), CD20, CD19,
Pax-5, CD5, CD10 and others

Molecular tests

+ Somatic hypermutation status of
IGHVgenes (mutated vs unmutated)

+ Somatic mutations in TP53, KMT2D,

NSD2, SMARCA4, CCND1, ATM,
CDKN2A, NOTCH1 NOTCHZ genes

Jain P. et al, Am J Hematol, 2022



Le LCM en résumeé

e Lymphoprolifération B majoritairement CD5+

/\ Place des CD148, CD180 et CD200 Srfﬁiﬂ%uppressors

Unlocking
phenotypic plasticity

Nonmutational
epigenetic reprogramming

e Dérégulation de cycline D1 dans > 95% des cas

Deregulating Avoiding immune

/"\ Ne pas oublier cycline D2/D3/E o dostrucion

e Dérégulation de cycline n’est pas suffisant esisting ol Enabling
death replicative
immortality

e Lymphome a cellules du manteau résulte de:
- une signalisation proliférative soutenue .o
. efe, 7 ’ mutation

- une grande instabilité du génome

Tumor promoting
inflammation

. Polymorphic
microbiomes

- une résistance a I'lapoptose Senescent cels
- une dérégulation épigénétique inducing o accossing i —
vasculature metastasis

- interactions avec le microenvironnement
- etc...
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