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INTRODUCTION

Les néoplasies myéloprolifératives (NMPs) sont caractérisées par la prolifération clonale
d’'une ou plusieurs lignées myéloides avec un risque de transformation en leucémie
aigué. Plusieurs anomalies génétiques ont été identifiées dans les NMPs conduisant a une
prolifération anormale de précurseurs myéloides. La translocation t(9;22)(q34;q11), ou
chromosome Philadelphie (Ph1), caractérisant la leucémie myéloide chronique (LMC) est
connue de longue date. Elle est a l'origine du transcrit de fusion BCR-ABL dont la protéine
chimérique provoque l'activation permanente de la protéine kinase ABL.! Pour les NMPs
BCR-ABL négatives principales, qui regroupent principalament la polyglobulie de Vaquez
(PV), la thrombocytémie essentielle (TE) et la myélofibrose primitive (MFP), les
anomalies oncogénétiques initiatrices sont de découverte plus récente, et ont en

commune de provoquer l'activation permanente de protéines a activité tyrosine kinase.?

La PV est une NMP acquise responsable d’une polyglobulie et de maniére inconstante,
d’'une thrombocytose, d’une hyperleucocytose et d’'une splénomégalie. Les progéniteurs
de la PV sont hypersensibles a I'érythropoiétine (EPO) et font I'objet d’une prolifération
accrue. La TE est une NMP caractérisée par une hyperplasie mégacaryocytaire et une
thrombocytose et constitue souvent un diagnostic d’exclusion.? La MFP est quant a elle
caractérisée par une prolifération anormale de mégacaryocytes, une sécrétion
cytokinique accrue, une fibrose médullaire, une circulation anormale de précurseurs
hématopoiétiques et une hématopoiése extra-médullaire.* Alors que les patients atteints
de PV ou de TE sont essentiellement a risque de complications thromboemboliques dans
les premiéres années suivant le diagnostic et a risque de transformation en myélofibrose
ou d’emblée en leucémie aigué myéloblastique ensuite, le risque principal des patients

atteints de MFP est celui de transformation leucémique a court terme.”
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1. Bases moléculaires

Alors que les bases moléculaires de la LMC sont établies depuis de nombreuses années,
la compréhension des mécanismes moléculaires a l'origine des autres NMPs a été plus
tardive. La mutation V617F du géne JAK2 a l'origine de la grande majorité des PVs a été
décrite en 2005.% Elle fut suivie de la découverte des mutations au niveau de |I'exon 12 de
JAKZ2 et au niveau du géne MPL et puis trés récemment de l'identification des mutations
du geéne codant pour la calréticuline (CALR) permettant désormais la mise en évidence
d’une mutation initiatrice chez la plupart des patients atteints de NMP. ° L’'ensemble des
NMPs sont caractérisées par une signature d’expression génique ou les génes cibles de la
voie JAK-STAT sont surexprimés. Par contre, I’expression transcriptionnelle différentielle

d’autres voies oncogénétiques peut expliquer des phénotypes différents.*°

1.1. JAK2

La perte d'hétérozygotie (disomie uniparentale) du bras court du chromosome 9 (9p) a
été retrouvée comme un phénoméne redondant chez un certain nombre de patients
atteints de PV.!! L’exploration de cette région va permettre la découverte de la mutation
ponctuelle V617F au niveau de I'exon 14 du gene JAK2 présente chez 95% des patients
atteints de PV.?!? Cette anomale se situe au niveau du domaine JH2 impliqué dans
I'auto-inhibition de [|activité tyrosine kinase de JAK2 et va provoquer I‘auto-
phosphorylation constitutive de JAK2.'%13 Ainsi, le mutant JAK2 est capable d’activer la
voie STAT5 de maniére permanente, a l'origine d'une hypersensibilité a I'EPO et a une

prolifération accrue.?'?14

Dans la plupart des cas la mutation est a I'état hétérozygote
mais peut étre a I'état homozygote chez certains patients, aprés recombinaison mitotique
(Figure 1).!”'* Ce  phénoméne, généralement présent chez les patients dont

I’'hémopathie évolue plus longtemps, est de survenue probablement secondaire.’® La

recherche de la mutation V617F de JAK2 par PCR dans les granulocytes sanguins est
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devenue depuis, I'examen de premiere intention dans I'exploration d’une polyglobulie, en

I’'absence de cause secondaire évidente.!®

Mitotic
recombination

T A“E\\>\‘I\

| | |' I

/

\J/ NULIZAN) %

9p Deletion Daughter cells

Figure 1. Perte d'hétérozygotie de 9p - délétion et recombinaison mitotique. D’aprés
Kralovics et al.'?

Des mutations de JAK2 sont aussi retrouvées chez 56 a 59 % des patients atteints de TE
et chez 50 a 69 % des patients atteints de MFP.®°'* Une méme mutation peut aboutir a
des phénotypes différents comme au cours de NMPs familiales ou les membres d’une
méme famille vont présenter des profils phénotypiques différents.'® Les TEs et les PVs
liéges a la mutation JAK2V617F font partie d’'un continuum dont l'expression dépend
d’autres événements, qu’ils soient environnementaux ou génétiques (carence martiale,
sexe, etc.).!” Il semble exister une relation dose/phénotype en cas de mutation
JAK2V617F : une expression peu importante de la mutation JAK2V617F provoque plutot
une expansion mégacaryocytaire et un phénotype proche d‘une TE alors qu’une
expression forte provoque une prolifération uniquement érythrocytaire (Figure 2).'7°
Alors que le taux de mutation JAK2V617F ne modifie pas le risque thromboembolique ou
de transformation leucémique, il semble favoriser la transformation en myélofibrose

méme si des événements génétiques additionnels semblent nécessaires.?%
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Genetic modifiers Genetic modifiers

Depleted Erythropoietin V617F
iron stores homoeostasis Sax homozygosity
Thrombooythaemia Polycythaemia
V617F

Figure 2. Modéle de continuum pour les TEs et les PVs avec mutation JAK2V617F.
D’aprés Campbell et al.'’

Chez les patients atteints de PV sans mutation JAK2V617F, des mutations
fonctionnellement similaires de I'exon 12 de JAK2 ont été mises en évidence.” Ces
mutations sont exclusivement retrouvées chez des patients atteints de PV et présentant
une polyglobulie marquée et isolée et un taux d’EPO sérique effondrée.”?3?* Par contre,
I'histoire naturelle n’est pas différente de celle observée en cas de mutation V617F.*
Grace a l'élaboration de techniques simples et standardisées, des mutations de I'exon 12
de JAK2 sont désormais recherchées en routine chez les patients présentant une
polyglobulie isolée, sans mutation V617F, avec un taux d’EPO sérique effondrée et/ou

une croissance cellulaire spontanée en culture.?>%’

1.2. MPL

La mise en évidence d’un processus clonal chez les patients atteints de TE et de MFP sans
mutation JAK2 laissait envisager I’existence d’autres mutations initiatrices.?®?° D’autres
récepteurs aux cytokines - EPOR, GCSFR et MPL - agissent également sur la voie JAK-
STAT. Apres séquencage des parties trans et juxta membranaires de ces génes, il est
retrouvé des mutations somatiques récurrentes au niveau de lI'exon 10 de MPL, les
mutations MPLW515L et MPLW515K.%3° Normalement, en I'absence de thrombopoiétine
(TPO), la conformation du récepteur empéche sa dimérisation et son activation. Des
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mutations dans le domaine juxtamembranaire RWQFP lévent |‘auto-inhibition du
récepteur et provoquent l’activation constitutive de MPL.3'*®* Cela va engendrer une
croissance cellulaire spontanée, en l'absence de cytokines, et une hypersensibilité a la

TPO via l'activation constitutive de la voie JAK-STAT.®3?

La prévalence des mutations de MPL est de 1 a 4% pour les patients atteints de TE et de

P.303437 Elles peuvent étre également

5 a 8% pour les patients atteints de MF
recherchées en routine desormais.?® Comparativement aux patients ayant une mutation
JAK2V617F, les patients avec une mutation MPL ont un taux d’hémoglobine plus bas et
un taux de plaquettes plus haut méme s'il n‘existe pas de véritable différence au niveau
de I'histologie médullaire.>*3® Néanmoins, I'histoire naturelle des patients n’est pas
différente qu’ils aient une mutation de JAK2 ou de MPL et |'impact de ces mutations sur
les risques thromboembolique et de transformation leucémique est débattu.®*” Un taux
de mutation plus élevé, comme cela est observé en cas de perte d’hétérozygotie du bras

court du chromosome 1 (1p) ou se situe le géne MPL, est généralement associé avec une

fibrose médullaire plus importante.®’

1.3. CALR

Chez environ 35 % des patients atteints de TE et 19 a 40 % des patients atteints de MFP
une mutation de JAK2 ou de MPL ne peut étre mise en évidence. Récemment, des
mutations du gene CALR ont été retrouvées chez 25 a 29 % des patients atteints de TE
et chez 13 a 35% des patients atteints de MFP (Figure 3). Les mutations de CALR sont
principalement de 2 types (85% des patients) : i) type 1 avec délétion de 52 paires de
base (c.1092_1143del) ; ii) type 2 avec insertion de 5 paires de base
(c.1154_1155insTTGTC). Elles entrainent un décalage du cadre de lecture et une
modification de la séquence en acides aminés de la partie C-terminale de la protéine.
Cette nouvelle séquence comporte moins d’acides aminés chargés négativement - aucun

en cas de mutation de type 1 et la moitié en cas de mutation de type 2 - et diminue la
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présence de la protéine dans le réticulum endoplasmique.®® Ces mutations sont

mutuellement exclusives avec les mutations JAK2 et MPL et initient le processus de

myéloprolifération dans des modéles fonctionnels par un mécanisme encore inconnu.®

Polycythemia Vera Essential Thrombocythemia Primary Myelofibrosis
(N=382) (N=311) (N=203)
Nonmutated Nonmutated Nonmutated
JAKZ, MPL, JAKZ, MPL, JAKZ, MPL,
and CALR—l and CALR—| and O‘.LR—|

CALR

CALR
; JAK2 mutation

mutation mutation

JAK2
mutation

JAK2
mutation

MPL mutationj MPL mutation J

Figure 3. Répartition des mutations JAK2, MPL et CALR dans les NMPs sans chromosome
Philadelphie. D’aprés Klampfl et a/.®

Les patients avec mutation CALR ont le plus souvent des taux d’hémoglobine et de
leucocytes inférieurs et un taux de plaquettes supérieur, un risque moindre de
complication thromboembolique et une meilleure survie, comparativement aux patients
avec mutation JAK2.8°3° Chez les patients atteints de TE, on constate une répartition
plutét équilibrée entre mutations CALR de type 1 et de type 2 alors que la grande
majorité des patients atteints de MFP ont une mutation de type 1.>°*! Chez les patients
atteints de TE, une mutation de type 1 est a risque accru de transformation en
myélofibrose par rapport aux mutations de type 2 (12,9% contre 0% a 10 ans, p=0,007)
ou JAK2V617F (12,9% contre 3,3% a 10 ans).*! Par contre, chez les patients atteints de
MFP, les mutations de type 2 sont associées a une blastose circulante plus importante,
des événements génétiques additionnelles — mutations d’EZH2 et IDH - et une survie

inférieure.*?

Avec la découverte des mutations CALR il est désormais possible de diagnostiquer la

grande majorité des NMPs. Les patients n‘ayant aucune des 3 mutations — JAK2, MPL et
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CALR - ne constituent que 6 a 12 % des patients avec TE et 4 a 5% des patients avec
MFP.%° Chez ces patients, encore appelés « triple négatifs », un caryotype anormal, des
mutations d’ASXL1 ou du spliceéosome sont retrouvés chez la majorité des patients avec
MFP. La survie globale des patients avec MFP « triple-négative » est plus courte que pour
les patients avec mutation CALR.3®** Récemment, un séquencage de l'exome chez 69
patients « triple négatifs » a permis de mettre en évidence d’autres mutations de MPL ou
JAK2 chez un certain nombre de patients. Des études fonctionnelles ont pu montrer qu'il
s’agissait de mutations « gain-de-fonction » mais d’efficacité inférieure aux mutations les

plus courantes.***>

2. Classifications et difficultés diagnostiques
persistantes

Plusieurs classifications permettent d’établir et de différencier les différentes NMPs dont
la toute récente révision de la classification OMS.*® 1| reste néanmoins difficile de
différencier certaines formes frontiéres, entre TE et PV et entre TE et myélofibrose (pré-
myélofibrose). La tache se complique d’ailleurs nettement lorsque I'on intégre les

hémopathies associant des caractéristiques de NMPs et de SMDs.

2.1. Polyglobulie de Vaquez

Le diagnostic de polyglobulie de Vaquez repose sur la mise en évidence d’une
polyglobulie vraie associée a un marqueur de clonalité, a savoir une mutation de JAK2.
En plus de ces critéres, la récente classification OMS de 2016 intégre l'analyse de
I'histologie médullaire comme critére majeur et retire des critéres mineurs la croissance

endogéne spontanée des colonies érythroblastiques in vitro (Tableau I).*
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Critéres OMS 2008

Critéres majeurs Hb >18,5 g/dl (homme) ou Hb >16,5 g/dl (femme) ou augmentation
de la masse érythrocytaire > 25% au-dessus de la valeur normale

Présence d'une mutation JAK2V617F ou d'une mutation de I'exon 12
de JAK2

Critéres mineurs  Biopsie médullaire mettant en évidence une hypercellularité avec
prolifération excessive des 3 lignées
EPO sérique normale ou subnormale
Croissance endogéne spontanée de colonies érythroblastique in vitro

Le diagnostic de PV nécessite la présence des 2 critéres majeurs et d'un critére mineur ou du ler critére
majeur et de 2 critéres mineurs.

Critéres OMS 2016

Critéres majeurs Hb >16,5 g/dl (homme) ou Hb >16 g/dI (femme) ou Ht >49% (homme) ou Ht
>48% (femme) ou augmentation de la masse érythrocytaire > 25% au-dessus de
la valeur normale
Biopsie médullaire mettant en évidence une hypercellularité avec prolifération
excessive des 3 lignées et mégacaryocytes matures et pléomorphes

Présence d'une mutation JAK2V617F ou d'une mutation de |'exon de JAK2
Critéere mineur EPO subnormale

Le diagnostic de PV nécessite la présence des 3 critéres majeurs ou des 2 premiers critéres majeurs et d'un
critére mineur (sauf si Hb >18,5 g/dl (hommes) ou Hb >16,5 g/dl (femmes) et 3&éme critére majeur et critére
mineur présents).

Tableau I. Critéeres diagnostiques OMS 2008 et 2016 d'une PV.

La mise en évidence d’'une augmentation de la masse sanguine par mesure isotopique
(25% au-dessus de la normale supérieure) constitue le « gold standard » pour confirmer
une polyglobulie vraie. Cet examen n’étant pas toujours disponible, le taux
d’hémoglobine ou I'hématocrite peuvent étre utilisés. Le taux d’hémoglobine manque de
sensibilité puisque seulement 17 a 35% des hommes et 26 a 69% des femmes avec une
masse sanguine réellement augmentée ont un taux d’hémoglobine supérieure aux seuils
retenus.*”*° 1| s’agit néanmoins d’un marqueur trés spécifique et les hommes au-dessus
de 18,5 g/dl et les femmes au-dessus de 16,5 g/dl ne justifient pas d’'une détermination
isotopique de la masse sanguine.*® L'hématocrite est également un test spécifique et un
seuil > 52% est quasiment toujours associé a une polyglobulie vraie et une
détermination isotopique de masse sanguine peut étre évitée ; celle-ci semble par contre

justifiée chez tous les patients ayant un hématocrite entre 48 et 52%."® Elle permet
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également de rectifier le diagnostic chez un certain nombre de patients atteints de PV

mais se présentant avec une thrombocytose isolée.>®

L'étude de I'histologie médullaire permet dés la phase initiale la reconnaissance de signes
médullaires spécifiques de PV et permet de différencier les patients atteints de PV de
ceux ayant une polyglobulie réactionnelle ou une TE.*® Ces signes incluent notamment
une augmentation de la cellularité médullaire portant sur les 3 lignées, une
mégacaryopoiése accrue caractérisée par des mégacaryocytes de morphologie
pléomorphe, de taille variable et avec des noyaux hyperlobés et une réaction
inflammatoire stromale.’'>®* Une fibrose médullaire, principalement de grade 1, est
objectivée chez 14% des patients atteints de PV. Ces patients ont le plus souvent une
splénomégalie, moins de complications thromboemboliques mais un risque accru de
transformation en myélofibrose.®* Méme si I'analyse de I'histologie médullaire souffre
d’'un manque de reproductibilité, il s’agit d'une véritable aide en cas de doute

diagnostique.®>

La baisse du taux d’EPO endogéne est le seul critére mineur de PV actuellement
conservé. Son manque initial de standardisation rendait son utilisation controversée.>®
Une baisse du taux d’EPO endogene est tres spécifique d’'une PV mais des taux normaux
peuvent étre observés chez 13 a 20% des patients.***%%7 La spécificité importante du
test standardisé est néanmoins trés utile pour facilement éliminer une polyglobulie
secondaire.®® La prolifération spontanée de colonies érythrocytaires, caractéristique
inhérente aux PVs, a été mise a profit pour leur diagnostic. Les cultures de progéniteurs
médullaires, en I'absence d’EPO, sont positives chez 73 a 93% des patients.>”*8 I| s’agit
d’'un test spécifique puisqu’aucun patient atteint de polyglobulie secondaire et aucun
volontaire sain ne présente de croissance cellulaire spontanée in vitro.> La sensibilité du
test peut étre augmentée en réalisant des cultures de progéniteurs provenant de la
moelle osseuse et du sang périphérique.®®®° Ce test a montré son intérét dans
I'identification de certains patients se présentant avec une thrombocytose isolée mais

dont I’évolution naturelle a bien été celle d’'une PV.%!
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L'ensemble de ces tests diagnostiques - mesure isotopique de la masse sanguine,
analyse de I'histologie médullaire, EPO endogéne et cultures cellulaires — permettent de
corriger le diagnostic de PV dans un certain nombre de cas ou l'ensemble des critéres
diagnostiques habituels ne sont pas présents. Cette situation correspond a l'entité de
polyglobulie masquée chez des patients ayant une histologie compatible avec le
diagnostic de PV mais avec un taux d’hémoglobine trop faible. En comparaison aux
patients atteints de PV « authentique », les patients avec une PV masquée constituent un
groupe trés hétérogéne avec des patients atteints de PV précoces, ressemblant a des TE,
et des patients présentant un variant plus agressif de PV. Sous réserve de cette
hétérogénéité, les patients avec une polyglobulie masquée ont un taux de plaquettes plus

élevé et un risque accru de complications thromboemboliques et de transformation.®%3

2.2. TE, TE pré-fibrotique et myélofibrose

Les diagnostics de TE et de myélofibrose reposent principalement sur l'analyse de
I’'histologie médullaire (Tableaux II et III). L'analyse médullaire permet d’ailleurs a
certains auteurs de différencier 2 entités aux évolutions différentes: TE et pré-
myélofibrose (Tableau IV). La facilité d’effectuer le diagnostic de pré-myélofibrose est
néanmoins remise en cause par d’‘autres groupes du fait d'un manque de reproductibilité

de l'analyse de I'histologie médullaire.
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Critéres OMS 2008

Critéres majeurs

Plaquettes > 450 G/I

Biopsie médullaire mettant en évidence une augmentation du
nombre de mégacaryocytes avec présence de mégacaryocytes
matures de grande taille

Absence de critere OMS pour une LMC, PV, MFP, SMD ou tout
autre néoplasie myéloide

Présence d'une mutation JAK2V617F ou tout autre marqueur de
clonalité, sans argument pour une thrombocytose réactionnelle

Le diagnostic de TE nécessite la présence des 4 critéres majeurs.

Critéres OMS 2016

Critéres majeurs

Critére mineur

Plaquettes > 450 G/I

Biopsie médullaire mettant en évidence une augmentation du
nombre de mégacaryocytes avec présence de mégacaryocytes
matures de grande taille avec des noyaux hyperlobulés sans
augmentation significative des lignées granulocytaires ou
érythrocytaires et avec une fibrose réticulinique minime (grade 1)
Absence de critere OMS pour une LMC, PV, MFP, SMD ou tout
autre néoplasie myéloide

Présence d'une mutation de JAK2, MPL ou CALR

Présence d'un marqueur clonal ou absence d'argument pour une
thrombocytose réactionnelle

Le diagnostic de TE nécessite la présence des 4 critéres majeurs ou des 3 premiers critéres majeurs et du

critére mineur.

Tableau II. Critéres diagnostiques OMS 2008 et 2016 d’une TE.
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Critéres OMS 2008

Critéres majeurs Biopsie médullaire mettant en évidence une prolifération
mégacaryocytaire avec présence de signes d'atypie accompagnée
d'une fibrose réticulinique ou collagénique
Absence de critére OMS pour une LMC, PV, SMD ou tout autre
néoplasie myéloide
Présence d'une mutation JAK2V617F ou tout autre marqueur de
clonalité, sans argument pour une fibrose médullaire réactionnelle

Criteres mineurs Erythromyélémie
Augmentation des LDHs sériques
Anémie
Splénomégalie

Le diagnostic de MFP nécessite la présence des 3 critéres majeurs et de 2 critéres mineurs.

Critéres OMS 2016

Critéres majeurs Biopsie médullaire mettant en évidence une prolifération
mégacaryocytaire avec présence de signes d'atypie accompagnée
d'une fibrose réticulinique ou collagénique de grade 2 ou 3
Absence de critére OMS pour une LMC, PV, TE, SMD ou tout autre
néoplasie myéloide
Présence d'une mutation JAK2, MPL ou CALR, ou en l'absence
d'une de ces mutations, la présence d'un marqueur clonal ou
I'absence d'argument pour une myélofibrose réactionnelle

Critéres mineurs Anémie non liée a une autre cause

Leucocytose > 11 x 10%/I
Splénomégalie palpable
Augmentation des LDHs sériques
Erythromyélémie

Le diagnostic de MFP nécessite la présence des 3 critéres majeurs et d'au moins 1 critére mineur retrouvé a 2
occasions distinctes.

Tableau III. Critéres diagnostiques OMS 2008 et 2016 d'une myélofibrose.
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Critéres OMS 2016

Critéres majeurs Biopsie médullaire mettant en évidence une prolifération
mégacaryocytaire avec présence de signes d'atypie sans fibrose
réticulinigue > 1, accompagnée d'une augmentation de la
cellularité, de la prolifération granulocytaire et le plus souvent
d'une diminution de I'érythropoiése
Absence de critéere OMS pour une LMC, PV, TE, SMD ou tout autre
néoplasie myéloide
Présence d'une mutation JAK2, MPL ou CALR, ou en l'absence
d'une de ces mutations, la présence d'un marqueur clonal ou
I'absence d'argument pour une fibrose minime réactionnelle

Critéres mineurs Anémie non liée a une autre cause
Leucocytose > 11 x 10%/I
Splénomégalie palpable
Augmentation des LDHs sériques

Le diagnostic de préMFP nécessite la présence des 3 critéres majeurs et d'au moins 1 critére mineur retrouvé a
2 occasions distinctes.

Tableau 1IV. Critéres diagnostiques OMS 2016 d’une pré-myélofibrose primitive.

Les caractéristiques histologiques d’une TE incluent des mégacaryocytes en nombre
augmenté, rassemblés de maniere non-étroite, avec des noyaux hyperlobés en « ramure
de cervidé » sans fibrose réticulinique. La myélofibrose est caractérisée par une
prolifération des lignées mégacaryocytaires et granulocytaires avec des mégacaryocytes
pléomorphes comportant des anomalies nucléaires et rassemblés de maniére dense et
une fibrose réticulinique puis collagenique.®* Le diagnostic de pré-myélofibrose repose
sur lidentification de plusieurs caractéristiques médullaires : une cellularité globale
augmentée, des mégacaryocytes de taille moyenne a grande présentant des anomalies
morphologiques, regroupés de maniére dense, sans ou avec peu de fibrose réticulinique
(Figure 4).5°% |'identification précise de ces 2 entités - TE et pré-myélofibrose - est
reproductible dans plus de 80% des cas, dans une étude, aprés analyse par différents
anatomopathologistes expérimentés et dans des contextes géographiques différents.®”:%®
L'analyse de I'histologie médullaire permet l'identification des pré-myélofibroses a un
stade ou les manifestations clinico-biologiques (splénomégalie, taux d’hémoglobine plus

faible, taux de leucocytes, plaquettes et de LDHs plus importants, nombre accru de

cellules CD34+ circulantes) de myélofibrose ne sont pas toujours perceptibles.®®®’ Les
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patients atteints de pré-myélofibrose évolueront plus facilement vers une véritable
myélofibrose (17% vs 9% de transformation en myélofibrose a 15 ans) et ont un
pronostic globalement plus défavorable avec une mortalité accrue (56% vs 25% de

mortalité a 15 ans).%¢®°

@ Megakaryopoiesis; @ Granulopoiesis; ® Erythropoiesis; 7~ Reticulin fibers

Figure 4. Représentation schématique des anomalies médullaires observées au cours de
la TE (& gauche) et au cours de la prémyélofibrose (a droite). D’aprés Thiele et al.®®

Cette dichotomie entre TE et pré-myélofibrose semble néanmoins difficile a établir par
d’autres groupes.”®’? Méme s'il existe une bonne concordance interindividuelle dans
I’évaluation d’un certain nombre de caractéristiques nécessaires au diagnostic (cellularité,
nombre de regroupements de mégacaryocytes, fibrose réticulinique), il n'y a que peu de
convergence quant au diagnostic final retenu : 10 a 48% de TE et 9 a 28% de pré-
myélofibrose, selon les observateurs. Du fait d’'un manque de précision quant au poids de
chaque caractéristique médullaire dans la classification OMS, chaque anatomo-
pathologiste attribue un poids différent pour chaque parameétre dans le diagnostic
final.”%’! Une étude angevine a aussi pu mettre en évidence une discordance
d’assignation chez 35% des patients.”> Ce manque de reproductibilité a encore été
confirmé trés récemment par 6 anatomopathologistes provenant de 5 pays européens
différents avec un consensus parfait possible dans seulement 10% des cas.”® De plus, le
risque accru de transformation et de mortalité des patients avec une pré-myélofibrose

n‘est pas confirmé dans toutes les cohortes.”%”2
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Différencier clairement TE, pré-myélofibrose et myélofibrose semble difficile par la seule
analyse de [I'histologie médullaire du fait de l'existence d’un continuum entre ces
différentes entités.”* Pour certains, le niveau de fibrose est finalement I’élément le plus
corrélé avec la survie des patients.”>’® Ainsi, chez les patients présentant une
thrombocytose, une classification histologique reposant sur le niveau de fibrose est
proposée : (i) TE vraie sans fibrose réticulinique ; (ii) mégacaryocytes pléomorphes et/ou
prolifération granulocytaire et/ou fibrose de grade 1 (TE pré-fibrotique) ; (iii) critéres de
TE et fibrose évidente et ; (iv) fibrose de grade 3 et 2 critéres mineurs de la classification
OMS.”® D’autres proposent une dichotomie similaire méme si les grades de fibrose sont
attribués de maniére différente.”* L'adjonction d’autres paramétres que |'analyse de
I’'histologie médullaire pourrait permettre de mieux définir ces entités, a savoir la charge
allélique mutée ou les cultures cellulaires.””””® Aussi, le role de I’évaluation de la fibrose

splénique par élastrographie pourrait étre évalué dans ce contexte.®

2.3. SMD/NMP

Il existe un certain nombre d’entités associant caractéristiques des SMDs et des NMPs :
leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC), leucémie myélomonocytaire juvénile
(LMM3J), LMC atypique, syndrome myélodysplasique/néoplasie myéloproliférative avec
sidéroblastes en couronne et thrombocytose (SMDs/NMPS-SI-T) et SMDs/NMPs non
classables (Figure 5).81%2 A I'heure actuelle, il n'a été identifié de mutations spécifiques
que pour certaines entités comme les mutations de SF3B1 et de JAK2 au cours des ARSI-

T et les mutations de SETBP1 dans la LMC atypique (Figure 6).5!
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Figure 5. NMPs, SMDs et formes frontiéres. D’aprés Mughal et a/.?!
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Figure 6. Anomalies moléculaires récurrentes dans les NMPs/SMDs. D’aprés Mughal et

a/.81

Le diagnostic de LMMC nécessite la présence d’'une monocytose circulante persistante > 1
G/l avec des monocytes > 10% de la formule leucocytaire. La dysplasie d’au moins une

lignée sanguine est fréquemment observée. On différencie différentes sous-entités selon
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le nombre de blastes médullaires (<5% : LMMC-O; 5 a 10% : LMMC-I; 10 a 20%
LMMC-II) et selon le caractére plus myélodysplasique (leucocytes <13 G/I) ou plus
myéloprolifératif (leucocytes >13 G/1).8388 Alors que les profils myélodysplasiques ont un
programme transcriptionnel proche des SMDs avec sidéroblastes en couronne avec la
surexpression d’un certain nombre de génes impliqués dans I'érythropoiése et moins de
mutations, les profils myéloprolifératifs ont plus de mutations, notamment d’ASXL1, et
des génes impliqués dans la signalisation.?”8°! 1| existerait néanmoins un continuum
entre ces deux formes ou l'acquisition d’'une mutation de RAS favoriserait le passage vers

un sous-type myéloprolifératif,5*8>°%93

Le diagnostic de SMD/NMP-SI-T repose sur la présence de plus de 15% de sidéroblastes
au niveau médullaire et d’une thrombocytose > 450 G/I, en l|'absence d’anomalie
chromosomique del(5q). Il s’agit d’une entité hétérogéne associant a différents degrés
les caractéristiques dysplasiques des SMD/NMPs-SI, avec un risque de transformation
leucémique, et myéloprolifératives des TE, avec un risque thromboembolique.®*® Au
niveau moléculaire, I'appartenance aux SMDs/NMPs est confirmée par |'existence de la
double mutation de SF3B1, impliquée dans |’épissage et spécifique des SMD/NMPs-SI, et

de JAK2, mutation clé des NMPs,%>97-103

Les LMCs atypiques différent de la LMC par I'existence d’une dysplasie multi-lignée et de
I’'absence de chromosome Philadelphie ou de son transcrit équivalent.!®*1% Les mutations
de JAK2, MPL et CSF3R sont peu fréquentes, contrairement aux mutations de RAS,!06-108
Une mutation hétérozygote de SETB1 est retrouvée chez 25 a 30 % des patients alors
qu’elles sont peu fréquentes dans les autres pathologies myéloides. Ces mutations
seraient responsables d’'une augmentation de la protéine SETB1, une stabilisation accrue
de la protéine SET, une inhibition de PP2A et une prolifération accrue. L'inhibition de
PP2A est également un mode d’action du transcrit de fusion BCR-ABL des LMCs

« classiques » en faveur d’une homologie avec la LMC classique. %110
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Les SMDs/NMPs non classables sont des entités rares possédant de nombreuses
similitudes avec les LMCs atypiques et les SMD/NMPs-SI-T. La différenciation de ces
entités a été rendue nécessaire de par l'existence de pronostics différents.!%®111 Cette
entité reste trés hétérogéne et les progrés en biologie moléculaire devraient permettre

d’affiner la différenciation des NMP/SMDs.1%8

3. Cellules CD34+ circulantes

Le CD34 est un marqueur exprimé a la surface des cellules hématopoiétiques immatures
mais aussi a la surface des cellules endothéliales des petits vaisseaux. Il s'agit d'une
glycophosphoprotéine, membre de la famille des sialomucines, ayant un réle dans
d’adhésion et la signalisation cellulaire. Au sein des cellules hématopoiétiques, son role
est double : adhésion au microenvironnement médullaire et prévention de la

différenciation des cellules myéloides.

En conditions physiologiques, le nombre de cellules CD34+ circulantes est faible, dont
l'origine peut étre hématopoiétique et/ou endothéliale.!'?!!3 |es cellules CD34+
circulantes augmentent lors de mobilisations cellulaires consécutives a la sécrétion de
cytokines, aprés certaines chimiothérapies comme le cyclophosphamide ou encore lors de

14115 | 'administration de facteurs de

I'administration de facteurs de croissance.
croissance granulocytaires provoque la protéolyse de SDF-1 et perturbe ses interactions
avec son récepteur, CXCR4, provoquant ainsi la mobilisation des cellules souches
hématopoiétiques dans la circulation.'® Leur nombre peut étre également augmenté au
cours des hémopathies malignes, notamment celles ol une blastose sanguine plus ou
moins importante est classiquement observée. Dans le cadre des NMPs, leur numération
a été proposée comme marqueur diagnostique de myélofibrose par plusieurs

éqUipeS.4'117'118
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3.1. Origine des cellules CD34+ circulantes au cours de
la myélofibrose

Deux hypothéses ont été proposées quant a l'origine de la recirculation des cellules
CD34+ au cours de la myélofibrose : i) du fait du remaniement fibreux médullaire; ii) du
fait d'un défaut d'adhésion a cause d'une anomalie de la cellule clonale et/ou d'une
modification du microenvironnement. La premiére hypothése a pu étre écartée puisque
les patients atteints de myélofibrose secondaire a I'hypertension artérielle pulmonaire
n‘ont pas d’augmentation du nombre de cellules CD34+ circulantes contrairement a ceux
atteints de myélofibrose primitive. La recirculation des cellules CD34+ seraient donc
plutét secondaire au processus clonal, soit liée a une anomalie intrinséque de la cellule

clonale, soit liée & une modification du microenvironnement.!*°

Les cellules mononucléées issues du clone de myélofibrose sécretent davantage
d’élastase neutrophiligue et de MMP-9 (Matix MetalloProteinase-9) créant ainsi un
environnement protéolytique. Cela va étre notamment responsable d'un clivage de la
molécule d’adhésion VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) a la surface des cellules
CD34+ et d’'une mobilité accrue de ces cellules.’®® Par un mécanisme encore inconnu,
I’'expression de CXCR4 est diminuée au sein des cellules hématopoiétiques issues de

1 Ces phénoménes

patients atteints de myélofibrose permettant leur recirculation.!?
semblent s’intensifier avec I'augmentation de la charge allélique des mutations « driver »

dont la mutation JAK2V617F.1??

Un certain nombre de cellules CD34+ circulantes correspondent a des cellules
endothéliales, qu'il s'agisse de précurseurs (CD34+VEGFR2+AC133+) ou de cellules
endothéliales matures (CD34+VEGFR2+AC133-).'3 L'intérét de ces cellules a notamment
été étudié dans les maladies cardio-vasculaires ou leur nombre diminue avec l'age, le
sexe féminin et le tabagisme mais augmente avec le poids, le cholestérol total et
I'utilisation de statines. Des facteurs génétiques sont également décrits.'?>!%* Un nombre
plus important de progénieurs endothéliaux CD34+KDR+ est associé avec un risque

cardio-vasculaire réduit par une régénération endothéliale accrue.'?® Ces cellules sont
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également augmentées au cours des NMPs méme si l'impact physiopathologique de ces

cellules endothéliales clonales n’est pas encore établi.!?>1%6 ||

a été observé que ces
précurseurs endothéliaux étaient plus nombreux au cours des pré-myélofibroses que
dans les myélofibroses déclarées avec une corrélation inverse avec le nombre de cellules

hématopoiétiques progénitrices. La mobilisation de ces cellules serait donc responsable

d’une néoangiogenése impliquée dans les mécanismes physiopathologiques précoces.!?®

Cette néoangiogenese est importante dans la constitution de I’hématopoiése extra-
médullaire, notamment au niveau splénique. Il a été montré que I'augmentation du taux
de cellules CD34+, d'origine endothéliale, au cours de la MFP était associée avec
l'augmentation des capillaires spléniques au détriment des sinusoides spléniques.'?’ Le
nombre accru de capillaires spléniques est le reflet d’'une mobilisation de la rate vers une
hématopoiése extra-médullaire avec un nombre accru de cellules CD34+ d’origine
hématopoiétique maligne.'?”'1?® Afin de permettre cette hématopoiése extra-médullaire
au niveau splénique, une modification du microenvironnement splénique est également
nécessaire. Il n‘est pas encore établi si cela intervient via un reconditionnement des
cellules spléniques endogénes par les CSHs malignes recirculantes ou via la mobilisation

de cellules mésenchymateuses médullaires.?®

3.2. Apport clinique au cours des NMPs BCR-ABL
négatives

La numération des cellules CD34+ circulantes par cytométrie de flux est maintenant bien
maitrisée par de nombreux laboratoires. Des méthodes internationales de standardisation
ont été élaborées et des programmes de contréle inter-laboratoires mis en place afin de
garantir une bonne reproductibilité des mesures.'?® La principale indication de cette
numération s’inscrit dans le cadre des greffes des cellules souches hématopoiétiques
autologues ou allogéniques, pour le monitoring des patients et le contréle de qualité des

produits de thérapie cellulaire.!!?
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Hormis ['utilité bien établie de cette indication, quelques travaux publiés avant
I'avénement récent de la biologie moléculaire ont soulevé un intérét du test au cours des
NMPs BCR-ABL négatives montrant que le taux de cellules CD34+ circulantes était trés
augmenté chez les patients atteints de MFP. Ceci permettant le diagnostic différentiel
avec les autres entités. Un nombre de cellules CD34+ circulantes > 15x10%/I permettrait
de distinguer les myélofibroses des PVs et des TEs. Cependant, seules 3 études ont
investigué spécifiquement cette question.*®*'*"'1% Un autre groupe a montré que
I’évaluation du nombre de cellules CD34+ circulantes pouvait également se faire par
quantification par gPCR dans le sang de I’ARNm circulant du géne codant pour le CD34

avec des résultats similaires.'3°

Les résultats rapportés dans ces quelques études montrent que chez les patients atteints
de myélofibrose, le nombre de cellules CD34+ circulantes est similaire qu'il s'agisse d'une
MFP ou d’une myélofibrose secondaire & une PV ou & une TE.*'3! Par contre, ce nombre
augmente avec la durée d’évolution, la taille de la rate et l'importance de la
myélémie.**!813! | eur nombre augmenterait également chez les patients atteints de PV
et de TE en cas d’évolution vers une myélofibrose et pourrait donc constituer un
marqueur de suivi méme si les résultats sont contradictoires.!'®!3! |'augmentation du
nombre de cellules CD34+ dés le stade de pré-myélofibrose est également débattue, le
nombre de cellules CD34+ circulantes étant globalement plutét corrélé au degré de

fibrose médullaire,b474122:125131

Au cours des myélofibroses, le nombre de cellules CD34+ circulantes est corrélé avec la
réponse thérapeutique et notamment la réponse splénique. Les niveaux les plus élevés
de cellules CD34+ circulantes sont retrouvés chez les patients atteints de myélofibrose
aprés splénectomie.* Ce nombre diminue rapidement aprés la splénectomie mais de
maniére extrémement transitoire. Les autres sites d’hématopoiése extra-médullaires se
développent ensuite et remplacent la rate comme réservoirs de cellules CD34+ qui

peuvent alors recirculer.’®? Dans le contexte d’allogreffe, le nombre de cellules CD34+
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circulantes en pré ou post-greffe ne conditionne pas le pronostic et leur numération ne

semble donc pas un outil intéressant dans ce contexte. 33

4. Synthese et question posée

Le diagnostic des NMPs BCR-ABL négatives repose sur I'histologie de la moelle osseuse et
sur la mise en évidence d’anomalies moléculaires impliquées dans leur développement.
Certaines sont de découverte trés récente, depuis peu utilisées dans I|'arsenal
diagnostique des NMPs.?%° Actuellement, |'association d’'une mutation de JAK2, CALR ou
MPL et d’un profil histologique médullaire typique permet l'identification d’'une PV, d’une
TE ou d’'une MFP dans la grande majorité des cas.!** I| existe cependant situations de
diagnostic difficile. Certaines formes frontieres incluent des caractéristiques cliniques et
biologiques propres a différentes NMPs. Ainsi, certains patients atteints de TE présentent
dés le diagnostic des anomalies médullaires évocatrices de myélofibrose.®” S’y associent
d’autres entités difficiles a classer dont les caractéristiques cliniques et biologiques sont a
la frontiére entre syndrome myélodysplasique et NMP.1%%135 Chez un certain nombre de
patients, un diagnostic précis est difficile a établir, d’autant plus si la biopsie ostéo-
médullaire est non informative ou non réalisable. Il faut également ajouter les patients
chez qui une mutation spécifique ne peut étre retrouvée, comme chez 6 a 12% des
patients atteints de TE et 4 & 5% des patients atteints de MFP.%° La distinction de ces
entités est importante puisqu’elle implique une évolution différente et donc une prise en

charge adaptée.'?®

Il semble que la quantification des cellules souches hématopoiétiques CD34+ circulantes
puisse dans ce contexte constituer une aide au diagnostic. Ces cellules sont
naturellement présentes en faible nombre dans la circulation sanguine. Elles peuvent
augmenter en cas de mobilisation cellulaire lors d’une stimulation cytokinique survenant
lors de différents événements inflammatoires ou lors de I'administration de facteurs de

114,115

croissance granulocytaires. Leur nombre augmente également lors des
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myéloproliférations clonales. Quelques travaux, publiés avant l'avénement récent de la
biologie moléculaire, ont montré que leur nombre était trés augmenté chez les patients
atteints de MFP, rendant cette quantification intéressante pour le diagnostic différentiel
avec les autres NMPs BCR-ABL négatives.*!”1'® En dépit de ces résultats et d'une
standardisation des méthodes de numération de ces éléments, ce parameétre n’est
actuellement pas intégré au sein des critéres diagnostiques retenus par I'OMS et la
littérature reste rare sur le sujet.*® Nous avons réévalué ici I'intérét de la numération des
cellules CD34+ circulantes pour le diagnostic des NMPs BCR-ABL négatives en pratique

courante.
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Abstract

A high number of circulating CD34+ cells has been advocated to distinguish primary
myelofibrosis from other Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasms. We re-evaluated
the diagnostic interest of measuring circulating CD34+ cells in 26 healthy volunteers and 256
consecutive patients at diagnosis for whom a myeloproliferative neoplasm was suspected. The
ROC curve analysis showed that a number of CD34+ <10/pl excludes the diagnosis of primary
myelofibrosis with a sensitivity of 97% and a specificity of 90% (area under the curve: 0.93
[0.89-0.98]; p<0.001). Patients with PMF harbouring a CALR mutation had more circulating
CD34+ cells than patients with either a JAK 2 or MPL mutation (p = 0.02 and p < 0.01,
respectively). These results suggest that this fast, simple, non-invasive, and standardized test

is of particular interest to exclude the diagnosis of primary myelofibrosis.

Keywords: primary myelofibrosis (PMF); myeloproliferative neoplasms (MPN); circulating
CD34+ cells.
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Introduction

A high number of circulating CD34+ cells has been advocated to distinguish primary
myelofibrosis (PMF) from other Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasms (MPN).!*
However, this test is not included in the current WHO diagnosis criteria and literature remains
sparse on the subject.® The diagnostic criteria for MPNs are evolving with molecular genetic
testing, including the recently discovered calreticulin (CALR) mutations: the presence of a JAK2,
CALR or MPL mutation and a typical histopathology in bone marrow biopsy now enable the
diagnosis of essential thrombocythaemia (ET) and PMF in most cases.®® In this current context,
we re-evaluated the diagnostic interest of measuring circulating CD34+ cells for the diagnosis

of Philadelphia-negative MPNs in daily practice.

Methods

Patients

We conducted a retrospective study in two centres between 2010 and 2012 that included
patients with cytosis, cytopenia with leukoerythroblastosis and/or teardrop cells, splenomegaly
or for whom the occurrence of splanchnic thrombosis was investigated. The study was
performed in accordance with institutional ethical guidelines and the Declaration of Helsinki.
The number of circulating CD34+ cells was determined in all consecutive patients at diagnosis
in whom Philadelphia-negative MPN was suspected. Results were correlated with clinical and
biological data available and with the final diagnosis following the WHO diagnostic criteria for

each patient.’

Circulating CD34+ cell count, cultures and mutation analysis
The determination of circulating CD34+ cells was obtained through flow cytometry with a

standardized simple platform technique with a CD45 gate being selected first (BD™ Stem Cell
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Enumeration Kit, BD Bioscience; Stem-Kit™ CD34 HPC Enumeration kit, Beckman Coulter).
Results for growth of progenitors on a collagen gel without and with growth factors (StemCell
Technologies™) were available for 82 patients and were performed as previously described.’
JAK2 V617F, MPL and CALR status were established for all patients with confirmed Philadelphia-
negative MPNs. JAK2 V617F and MPL W515L/K mutation status were assessed using
quantitative polymerase chain reaction according to the manufacturer’s recommendation
(Mutascreen JAK2 and Mutascreen MPLW515LK kits, Qiagen, respectively). CALR mutations
were screened in patients with suspected ET or PMF by fragment analysis as previously

described and confirmed with Sanger sequencing.®

Statistical analysis

Continuous variables were described as medians (and range) while categorical variables were
described as counts (and percentages). CD34+ cell counts between disease groups were
compared for all patients with a non-parametric Mann & Whitney test and were confronted to
the WHO criteria for the diagnosis of MPNs by receiver operating curves (ROC).” For patients
with PMF, CD34+ cells levels were compared between molecular groups with a non-parametric
Mann & Whitney test. All tests were two-sided with a statistical significance < 0.05. Statistical

analyses were performed using SPSS version 20 (SPSS, Inc.).

Results

The number of circulating CD34+ cells was determined in 26 healthy volunteers and 256
consecutive patients at diagnosis in whom Philadelphia-negative MPN could be considered. The
diagnostic algorithm followed for each patient is shown in figure 1. The biological characteristics
of the 256 patients included are described in table 1. Polycythaemia vera (PV) (n=42) and

chronic myeloid leukaemia (CML) (n=10) were diagnosed according to the WHO criteria.
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Nineteen patients were found to have myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms
(MDS/MPN) or myelodysplastic syndromes (MDS) with myeloproliferative features such as
chronic myelomonocytic leukaemia (CMML) or refractory anaemia with ring sideroblasts and
thrombocytosis (RARS-T). A bone marrow biopsy was available for 114/196 other patients
(58%). On the whole, the diagnosis was either based on a bone marrow biopsy in 70% and
80% of patients with ET and PMF, respectively, or on typical clinical and biological features plus
the presence of a clonal mutation. No proof of a MPN could be made in 55 patients (43 with

polycythaemia and 12 with thrombocytosis).

The median number of CD34+ cells determined in healthy volunteers was 2.6/ul (standard
derivation: 1.3). It was similar to that of healthy volunteers in (i) patients with MDS/MPN or
MDS with myeloproliferative features, and (ii) patients with non-malignant polycythaemia or
thrombocytosis. Noteworthy, patients with MDS/MPN had a very heterogeneous distribution of
CD34+. However, the number of circulating CD34+ cells was significantly higher in PMF, ET, PV
and CML in comparison to healthy volunteers. Furthermore, it was significantly higher in
patients with PMF when compared to patients with ET or PV (figure 2). The ROC curve analysis
showed that in this setting a number of CD34+ <10/ul excludes the diagnosis of PMF with a
negative predictive value of 99.5% (ROC curve parameters: AUC: 0.93 [0.89-0.98]; p<0.001;
sensitivity: 97%, specificity: 90%, positive predictive value: 52%). Similar results were found
when considering only patients with Philadelphia-negative MPNs (n=172 patients; ROC curve
parameters: AUC: 0.98 [0.94-1]; p<0.001; sensitivity: 97%; specificity: 97%) or patients for
whom a bone marrow biopsy was available (n=126 patients; ROC curve parameters: AUC: 0.92

[0.85-0.98]; p<0.001; sensitivity: 96%; specificity: 99%).

In patients with PMF, 20/35 patients (57%) had a JAK2 mutation, 6/35 patients (17%) had a

MPL mutation, 7/35 patients (20%) had a type-1 CALR mutation, and 2/35 patients (6%) were
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“triple negative”. These two patients had a typical bone marrow biopsy pattern and,
interestingly, a high number of circulating CD34+ cells (69 and 175/ul). Out of the 13 “triple
negative” patients with ET, 11 could be diagnosed with a typical bone marrow histopathology:
all but one had a number of CD34+ cells < 10/ul. Patients with PMF harbouring a CALR
mutation had more circulating CD34+ cells than patients with either a JAK 2 or MPL mutation (p

= 0.02 and p < 0.01, respectively).

Discussion

We confirm in this retrospective study performed in daily practice that determining the number
of CD34+ circulating cells is of diagnostic interest when PMF is suspected. It is significantly
higher in PMF, a number < 10/ul allowing the exclusion of this particular MPN with excellent
sensibility and specificity (97% and 90%, respectively).

The discovery of CALR mutations eases the diagnosis of MPNs.®” Some authors now propose a
classification integrating molecular markers to enable the diagnosis of almost all patients with
ET and PMF. However, a bone marrow evaluation remains mandatory to differentiate these two
entities.® In our study, as in previous reports, the number of CD34+ cells easily differentiated
patients with ET and PMF."* Whereas a threshold of 15/pl circulating CD34+ cells was selected
in initial studies, a 10/ul level was more discriminating in our cohort: under this level we are
confident with the exclusion of PMF. Unlike previous studies, we found that using the count of
CD34+ cells in an unselected cohort of patients was rather helpful because of its negative
predictive value than for its negative predictive value. Using a cut-off of 15/ul only marginally
modified the diagnostic value of the test in our study. When a bone marrow biopsy is
contraindicated we confirm that this test is of particular usefulness. In our hands, ROC curve

analysis was similar when only patients with bone marrow biopsy confirmation were considered.
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Despite molecular testing, no mutation could be found in 4.7 to 12.3% of patients with PMF
(6% in our cohort) and in 10.3 to 13% of patients with ET (14% in our cohort); these patients
are known as “triple negative” patients.®!%!! Determining the number of CD34+ cells might
therefore be useful for these patients. Indeed, the number of CD34+ cells was high in the two
“triple negative” patients with PMF and low in all but one “triple negative” patients with ET in
our study. This test might also be of interest to differentiate pre-fibrotic myelofibrosis from
other cases of TE. Unfortunately, because of poor reproducibility between centers in classifying
patients with prefibrotic myelofibrosis, we could not address this question.

Interestingly, patients with PMF and CALR mutations had significantly more circulating CD34+
cells than other patients in our cohort. It has been shown that circulating CD34+ can be divided
into two types of cells: hematopoietic progenitor cells (HPCs) and endothelial progenitor cells
(EPCs). EPCs are especially present in the peripheral blood of patients with PMF in the earlier

t.!2 The less severe clinical course of

phase of the disease when vasculogenesis is importan
patients with CALR-mutated PMF, with a reduced risk of transformation and thrombo-embolic
complications, might indicate that these mutations have different pathophysiological
implications.'®** This impact on prognosis appears limited to type-1 or type-1 like CALR

mutation.™ Whether the type of circulating CD34+ cells (HPCs or EPCs) is associated or not

with a specific mutation might bring insight on some of the mechanisms underlying PMF.
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Table 1: Results of molecular biology and growth of progenitors for each disease group.

Disease category Number of CD34+ cells Bone marrow biopsy Mutations Endogenous colony assays

(median, range, /pl) (% biopsy performed) JAK2 (%) MPL (%) CALR (%) Triple negative (number positive/number
performed)

Essential thrombocythemia (n = 93 patients) 3.5 (1-32) 66/93 (71%) 70% 2% 13% 14% 52/61

Polycythemia vera (n = 42 patients) 4 (0.5-18) 6/42 (14%) 95% 9/9

MPN unclassifiable (n = 2 patients) 1.2 (1.1-5.3) 0 (0%) 100% 2/2

Primary myelofibrosis (n = 35 patients) 51 (2.5-717) 28/35 (80%) 57% 17% 20% 6% 11/13

CML (n = 10 patients) 144 (3.4-1930) 3/10 (30%) 3/3

CMML (n = 8 patients), RARS-T (n = 3 patients), 4.1 (0.5-899) 14/19 (74%) 16% 1/6

RAEB (n = 4 patients), other MDS (n = 4

patients)

Non malignant thrombocythemia (n = 12 2.5 (1-14) 3/12 (25%) 0/4

patients)

Non malignant polycythemia (n = 43 patients) 2.5 (0.5-18) 6/43 (14%) 0/10

CML: Chronic Myeloid Leukemia; CMML: Chronic MyeloMonocytic Leukemia; MDS: MyeloDysplastic Syndrome; MPN: MyeloProliferative Neoplasm; RAEB: Refractory Anemia and
Excess Blasts; RARS-T: Refractory Anemia with Ringed Sideroblasts and Thrombocytosis.
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Figure Legends

Figure 1: Flow chart of patients investigated for a myeloproliferative neoplasm.

CML: chronic myeloid leukemia; CMML: chronic myelomonoctyic leukemia; ET: essential thrombocythemia; MDS:
myelodysplastic syndrome; MPNu: myeloproliferative neoplasm unclassified; PMF: primary myelofibrosis; PV: polycythemia
vera; RAEB: refractory anemia with excess blasts; RARS-T: refractory anemia with ringed sideroblasts and
thrombocythemia.

Figure 2: Number of CD34+ cells according to disease group.
*: Significant difference between disease group and healthy volunteers; #: Significant difference between PMF and other
disease group.
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ORVAIN Corentin

La Numération des Cellules CD34+ Circulantes Permet de Différencier la Myélofibrose
Primitive des Autres Néoplasies Myéloprolifératives BCR-ABL négatives.

Il a été suggéré qu'un nombre élevé de cellules CD34+ circulantes permettait de différencier les myélofibroses
primitives (MFPs) des autres néoplasies myéloprolifératives sans chromosome Philadelphie. Nous avons réévalué
I'intérét diagnostic de ce test chez 26 volontaires sains et 256 patients consécutifs au diagnostic et chez qui une
néoplasie myéloproliférative était suspecté. L'analyse de la courbe ROC a permis de montrer qu’un nombre de
CD34+ < 10/ul permettait d’exclure le diagnostic de MFP avec une sensibilité de 97% et une spécificité de 90%
(aire sous la courbe : 0,93 [0,89-0,98] ; p < 0,001). Les patients atteints de MFP avec une mutation de CALR
avaient un nombre plus important de cellules CD34+ circulantes par rapport a ceux ayant une mutation de JAK2
ou de MPL (p = 0,02 et p < 0,01, respectivement). Ces résultats confirment que ce test rapide, non-invasif et
standardisé est particulierement intéressant afin d'éliminer le diagnostic de MFP.

Mots-clés : Myélofibrose primitive (MFP) ; néoplasies myéloprolifératives (NMPs) ; cellules CD34+
circulantes.

Circulating CD34+ Cell Count Differentiates Primary Myelofibrosis From Other

Phildelphia-negative Myeloproliferative Neoplasms: A Pragmatic Study.

A high number of circulating CD34+ cells has been advocated to distinguish primary myelofibrosis from other
Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasms. We re-evaluated the diagnostic interest of measuring
circulating CD34+ cells in 26 healthy volunteers and 256 consecutive patients at diagnosis for whom a
myeloproliferative neoplasm was suspected. The ROC curve analysis showed that a number of CD34+ < 10/l
excludes the diagnosis of primary myelofibrosis with a sensitivity of 97% and a specificity of 90% (area under
the curve: 0.93 [0.89-0.98]; p < 0.001). Patients with PMF harbouring a CALR mutation had more circulating
CD34+ cells than patients with either a JAK2 or MPL mutation (p = 0.02 and p < 0.01, respectively). These
results suggest that this fast, simple, non-invasive, and standardized test is of particular interest to exclude the
diagnosis of primary myelofibrosis.

Keywords : Primary myelofibrosis (PMF) ; myeloproliferative neoplasms (MPN) ; circulating CD34+
cells.
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