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COMMENT REALISER UNE RECHERCHE DE CLONE HPN EN 2025 ?

Y a-t-il une place pour la biologie moléculaire ?



I COMMENT REALISER UNE RECHERCHE DE CLONE HPN EN 2025 ?

= Mutation du gene PIG-A dans CSH g'
—> atteinte de toutes les cellules sanguines matures circulantes Tl prodsky, Blood, 2014
* Recherche de clone HPN sur le sang
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Large deletion
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Y A-T-IL UNE PLACE POUR LA BIOLOGIE MOLECULAIRE ?
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m insertion/deletion HTM, Transmembrane domain (nt 1246-1326, aa 415-442)

+ insertion/duplication GlcNAc transferase homologous region (nt 912-1185, aa 304-395)
°3°1% changes very close to each other, presumably

oo eo resulting from a single mutational event

Gene PIG-A en Xp22.1 au
niveau CSH

= Mutations chez tous les patients
HPN (>180 décrites)

* Pas de « hot spots »

= Mutations retrouvées chez les
sujets sains

-> Recherche des mutations de PIG-A non adaptée pour un diagnostic de routine

YOUNG, ABKOWITZ , LUZZATTO.
ASH Educ Program 2000



QUAND PRESCRIRE UNE RECHERCHE DE CLONE HPN ?
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QUAND PRESCRIRE UNE RECHERCHE DE CLONE HPN ?

HEMOLYSE INTRAVASCULAIRE

= Anémie hémolytique a TDA
(ex-test de Coombs) négatif
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35% des patients au diagnostic

» Hémoglobinurie

Il

26% des patients au diagnostic

“

INSUFFISANCE MEDULLAIRE THROMBOSE INEXPLIQUEE

= Aplasie e >
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40 a 50% des patients atteints

d’aplasie présentent un clone HPN 40% des patients atteints d’'HPN

présentent un événement

o thromboembolique
= SMD e . . 1
_ | ‘./‘ % | = Siteinhabituel
+ Hypoplasique ® - Budd-Chiari (20%)

+ Signes d’hémolyse ‘@ @ (- - thrombose mésentérique,

cérébrales, localisations
atypiques

* + Signes d’hémolyse

= + Cytopénie(s)

= Cytopénie(s) inexpliquée(s)

+ Signes d’hémolyse
+ Thrombose



LIEN ENTRE TAILLE DU CLONE ET MANIFESTATIONS CLINIQUES ?




LIEN ENTRE TAILLE DU CLONE ET MANIFESTATIONS CLINIQUES ?

Technique de CMF
3 Haemolytic Routine
° ° oo oo woo® 0@ wmmwomw

e i X (LDD: 102 surles PNN)

, ’ Cytopenia Haute sensibilité
. BRI TRV (LDD: 10-* sur les PNN)

MDS Haute sensibilité
=== i : ~ (LDD: 10 sur les PNN)

Thrombotic Haute sensibilitée
: . : - —— 1 1 (LDD: 10-* sur les PNN)

Taille clone HPN sur les PNN % Richards, BJH 2020



QUEL SEUIL DE TAILLE DE CLONE HPN CONSIDERER ?

Faut-il considérer les clones de taille <1% ?



QUEL SEUIL DE TAILLE DE CLONE HPN CONSIDERER ? ﬁ.

Faut-il considérer les clones de taille <1% ?

* Argument diagnostique (acquis versus constitutionnel)
®* Suivi (au moins une fois par an)

» Risque thrombotique



FAUT-IL CONSIDERER LES CLONES DE TAILLE <19% ?

RECHERCHE DE CLONES HPN EN FRANCE DEPUIS 2010

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025
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I FAUT-IL CONSIDERER LES CLONES DE TAILLE <19% ?
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Patients with PNH and :

» Transfusions related to intravascular
hemolysis;

* Clinical symptoms related to
intravascular hemolysis

= Thrombosis,

* Pregnancy (Eculizumab only)

Meningococcal vaccinations
& antibiotic prophylaxis

LDH, lactate dehydrogenase;
PNH, paroxysmal nocturnal haemoglobinuria.

QUELS PATIENTS TRAITER EN 2025 ET QUEL SUIVI ? ﬁ.

IVH (LDH<1.5N) and thrombosis control
is of outstanding importance

Do not administer several vaccines
on the same day > risk of thrombosis
and hemolysis

Flu/pneumococcus and haemophilus

m) Recommended without any emergency

PNH = underlying bone marrow failure
= Marrow aspiration / 1-2 years

= Cytopenia and age <40 years:
HLA typing (patients and siblings)

Curative anticoagulation if thrombosis



QUELS PATIENTS TRAITER EN 2025 ?
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Les anti-C5 sont-ils toujours utilisés en 1¢" intention ?



LES ANTI-C5 SONT-ILS TOUJOURS UTILISES EN 1ERE INTENTION ?
COMPLEMENT INHIBITION IN PNH

C3aR CSaR1
PAR1, PAR4 - CR3 ok ~
Immune Eculizumab,

modulation :
Ravulizumab,
Crovalimab

Chemotaxis
1

Inflammation

AP C3

2 P ove 1 ificati
CPand LP : @ m m.“..,..am\ Amplification

MBL 1
Ficolins —i - .
Collectin 11 ‘; AP C5 converta E mag

Impairment of effector functions

Mao: Complement Complement
Ricklin D, et al. Nat Rev Nephrol. 2018;14:26-47. ta,éet :} PRP @D Protease © co,,,,?;,wm v ,(.ccg,o, hCPCR

Prevention of initiation and activation

Le Pegcetacoplan, LNP023, Crovalimab et Danicopan sont des produits en développement et n’ont pas obtenu a date d’Autorisation de Mise sur le Marché. Eculizumab (Soliris®) a son AMM pour le traitement des
patients atteints d’HPN depuis 2007. Ravulizumab (Ultomiris®) a obtenu son AMM en 2019 pour le traitement de 'HPN chez les patients adultes qui présentent une hémolyse avec un ou des symptdome(s)
clinique(s) indiquant une forte activité de la maladie et chez les patients qui sont stables sur le plan clinique aprés un traitement par I'eculizumab pendant au moins les 6 derniers mois. Ravulizumab (Ultomiris®) est

non remboursable en date du 8 décembre 2020. Demande d’admission a 'étude.



LES ANTI-C5 SONT-ILS TOUJOURS UTILISES EN 1ERE INTENTION ?

ANTI-C5 IN HEMOLYTIC PNH - LIMITATIONS

International multicentric study:
(Paris, Naples/Avellino, London, Florence,
Sao Paulo, and Ribeirao Preto)

- 160 patients HPN traités par eculizumab

- Median duration 5.8 years (0.5-14.5) (10%
< 18 months)

- Censured for new treatment (35) of BMT (2)

- Dosage:

> 900 mg (83%)
> 1200 mg (17%)

Debureaux, et al. BMT 2021

100% -

75°/o b

50% -

25% -

0% -

6 months

12 months

Last 6 months

Response
B Complete

| Good
. Partial
. Minor

- 38,6
%




LES ANTI-C5 SONT-ILS TOUJOURS UTILISES EN 1ERE INTENTION ? ﬁ

“

ANTI-C5 IN HEMOLYTIC PNH - LIMITATIONS

Carences
Kydney function AA?
< Thyroid MDS/AML ?
Retic <100 G/L | Marrow aspiration
+/- Biopsy
Reti Eculizumab & CH50 >10%
Hb < 10 g/dl etic
under anti C5 = LDH Dose adjustment
> 6 mois Bili P v according to local
P label Eculizumab
Retic > 100 G/L Ravulizumab
As,':e:ai:m " »" Ravulizumab EVH?
C5 polymorphism ou Proximal Inhibition

Ecu &CH50 <10%



MECANISME DEL'HEMOLYSE EXTRA-VASCULAIRE ?

Classical pathway Lectin pathway Alternative pathway

Qb

C3b-mediated
opsonization of
PNH RBCs

Extravascular hemolysis

Inflammation <--- C3a

Membrane attack
complex formation
on PNH RBCs

Intravascular hemolysis

Inflammation <=-- C5a@




MECANISME DE L'HEMOLYSE EXTRA-VASCULAIRE ?

Classical pathway Lectin pathway Alternative pathway

C3b-mediated
opsonization of
PNH RBCs

Extravascular hemolysis

Inflammation <--- C3a

C5 inhibition




MECANISME DE L'HEMOLYSE EXTRA-VASCULAIRE ?

Classical pathway Lectin pathway Alternative pathway

eeeeeeeeee

Proximal inhibition

C5 inhibition

B



Normal control CAD Untreated PNH PNH on eculizumab
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INHIBITEURS PROXIMAUX DANS LHPN

: CSaR1
APL-2 Factor B inhibitor CR3,CR4  CR2
(Pegcetacoplan) (LNP023) b
it Eculizumab,
Ravulizumab,
' Crovalimab Chemotaxis
y !
Inflammation

CP and LP

-MBL Factor D inhibitor

Ficolins (Danicopan)
Collectin 11 ]

Prevention of initiation and activation
Ricklin D, et al. Nat Rev Nephrol. 2018;14:26-47.

Impairment of effector functions
Ma,o: PRP Complement Complement
target ? @ Frotease. €D componem » receplor GPCR

Le Pegcetacoplan, LNP023, Crovalimab et Danicopan sont des produits en développement et n’ont pas obtenu a date d’Autorisation de Mise sur le Marché. Eculizumab (Soliris®) a son AMM
pour le traitement des patients atteints d’HPN depuis 2007. Ravulizumab (Ultomiris®) a obtenu son AMM en 2019 pour le traitement de 'HPN chez les patients adultes qui présentent une
hémolyse avec un ou des symptdome(s) clinique(s) indiquant une forte activité de la maladie et chez les patients qui sont stables sur le plan clinique aprés un traitement par I'eculizumab pendant
au moins les 6 derniers mois. Ravulizumab (Ultomiris®) est non remboursable en date du 10 Septembre 2020. Demande d’admission a I'étude.




PEGCETACOPLAN

13-
T s RS SR IR RPN S - R SO SSS——— LLN
female
§ 114 . q .
o Change from Baseline in Hemoglobin
N = 104 ® Eculizumab only
.i'—'_a @ Eculizumab + pegcetacoplan Levels (g/d L)
S 9- ® Pegcetacoplan only
K 2 Week 16 Week 48
£
2 & PEG-to-PEG, 273(1.99)  2.47(1.72)
7 RCP Randomized controlled period OLP Open-label period Mean (SD) n=37 n=33
run-in* (RCP) run-in* (OLP)
6 T T T T T T 1 | T T T T 1 T I I T I I ECU-to-PEG, -0.15 (0.92) 2.93 (2.09)
BL32 0 2 4 6 8 12 161718 20 22 24 28 32 36 40 44 48 Mean (SD) n=38 n=30
Week Using all available data regardless of transfusion events.

*Pegcetacoplan run-in periods: 1) before randomization, for both PEG-to-PEG and ECU-to-PEG treatment groups; and 2) before the open-label period, for the ECU-to-
PEG treatment group only

All observed/uncensored for transfusion data

* Sustained hemoglobin levels in the PEG-to-PEG group from Week 16 through Week 48 (no significant difference in hemoglobin
levels between Week 16 and Week 48 in the PEG-to-PEG group; p=0.142)

* Significant improvement in hemoglobin levels in the ECU-to-PEG group from Week 16 through Week 48 (p<0.00012)

Peffault de Latour et al. Lancet Haematology 2021



IPTACOPAN

* Adjusted mean Hb change from baseline* (95% CI) was +3.59 (3.32, 3.86) g/dL for iptacopan vs

-0.04 (-0.42, 0.35) g/dL for SoC, with a difference of +3.63 (3.18, 4.08) g/dL (P<0.0001%)

Mean Hb (SD) over time during the 24-week randomized treatment period#*

Mean Hb level, g/dL (SD)

Pt

—— —®-
= | | | | | | | | | | |
BL WK1 Wk2 Wk4 Wk6 Wk8 Wk12 Wk16 Wk18 Wk20 Wk22 Wk24
Patients with available data Study visit
Iptacopan 62 61 59 60 59 59 60 59 59 59 57 61
Anti-C5 SoC 35 29 27 32 32 31 33 28 34 32 32 34

*Between Days 126 and 168 (excluding values within 30 days of RBC transfusion); TA repeated measures model, adjusting for covariates including baseline Hb, was used for comparisons
between the treatment arms. P value is two-sided and unadjusted; *Includes post-transfusion data. 2/62 patients in the iptacopan arm and 21/35 patients in the SoC arm had RBC transfusions

between Days 14 and 168. BL, baseline; Wk, week

Peffault de Latour et al. NEJM 2024



DANICOPAN

Danicopan Improved Hemoglobin Levels at Week 12 and Maintained Improvement Through Week 48

Treatment Period 1 Treatment Period 2 Long-Term Extension
13

=8= Danicopan-Danicopan
Placebo-Danicopan

Mean (SD) Hemoglobin (g/dL)

7_
6_
541
0 1T 1T 171 T T T 1T T 171 T T T T T T T T T T
41234 6 8 10 1213141516 18 20 22 24 28 32 36 40 44 48
Baseline — — —
—A D-D: 10.75 (1.40) g/dL D-D: 10.78 (1.73) g/dL D-D: 10.36 (1.74) g/dL
D-D: 7.66 (0.94) g/dL P-D: 8.46 (1.13) g/dL P-D: 10.46 (1.70) g/dL P-D: 10.51 (1.43) g/dL
P-D: 7.74 (1.04) g/dL Week

Lee et al. Lancet haematology 2023



QUEL RISQUE D’EVENEMENTS THROMBOTIQUES ?

Possibilité d’identifier les patients a risque ?

Thrombosis

Thrombosis Risk Factors RR 10-year CI:37.9%

—

10-year Cl:27.3%

Age >55 1.8

Thrombosis (DG) 3.7
10-year Cl:27.8%

Warfarin (prophylaxis) 5.2

@
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Q

>
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48]
=
=
=
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— AA-PNH
Intermediate PNH
IST 0.5 ) | ' = Classic PNH

Transfusions 17

Years

Peffault de Latour et al, Blood 2008



POSSIBILITE D IDENTIFIER LES PATIENTS A RISQUE ?

ANEMIE HEMOLYTIQUE APLASIE MEDULLAIRE
ACQUISE [ ——

’ o PNN MONOCYTES
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POSSIBILITE D'IDENTIFIER LES PATIENTS A RISQUE ?
"\t)\

352 PATIENTS AVEC UN CLONE HPN =21%
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POSSIBILITE D'IDENTIFIER LES PATIENTS A RISQUE ?
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TAKE HOME MESSAGES

* Le diagnostic de I'HPN se fait par cytométrie en flux (la biologie .
moléculaire n’a aucun intérét diagnostique)

= La recherche de clone HPN se fait devant une insuffisance médullaire, [ )

une anémie hémolytique a TDA négatif et/ou une thrombose inexpliquée  * 'y
* Les inhibiteurs du complément sont indiqués en cas d’hémolyse e,
intravasculaire symptomatique ou de thrombose ‘”j
* Au moins 40% des malades sont anémiques ou transfusés sous anti-C5 o

» Les inhibiteurs proximaux permettent d’obtenir une quasi normalisation
de ’'hémoglobine chez les patients qui présentent une hémolyse extra
vasculaire de signification clinique
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