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.... Nadie quiere soltar el testigo ni ser el primero,
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MOTIVACIO PERSONAL

El Christian tenia els cabells rossos i els ulls clars que aclucava quan somreia tot tirant
el cap a un costat. Tenia 15 anys quan va morir. Recordaré tota la vida quan els meus
pares em van dir que el Christian tenia una leucémia igual que recordaré el dia que em
van dir que havia mort. Ja ha deixat de patir. Rabia. Només rabia. Ni pena ni
impoténcia. Només rabia. No era just. Jo ja estudiava medicina i quan em creuava als
pares del Christian, un cop mort, sempre els deia on estava fent practiques: ‘a
cardiologia’, ‘a traumatologia’... perd quan vaig estar a hematologia vaig mentir, no
vaig ser capa¢. No pagava la pena causar records dolorosos. Pero després del MIR, un
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GLOSARI D’ABREVIATURES

ACA: alteracions citogenetiques afegides

BM: biologia molecular

CAR-T cells: chimeric antigen Receptor T cells; limfocits T amb receptors quimeérics
CID: coagulacié intravascular disseminada

CG: citogenetica

CMF: citometria de flux

FAB: grup cooperatiu Franco-America-Britanic

FISH: Hibridacié Fluorescent in Situ

G-CSF: factor estimulador de colonies granulocitiques
HTLV-1

Ig: immunoglobulina

ITK: inhibidors tirosin cinasa

LAL: leucémia aguda limfoblastica

LAL-B: leucemia aguda limfoblastica de serie B

LALA: leucemia aguda de linia ambigua

LAL-T: leucémia aguda limfoblastica de serie T

LAM: leucémia aguda mieloblastica

LCR: liquid cefalorraquidi

LDH: lactic-deshidrogenasa

MMR: malaltia minima residual

OMS: organitzacié mundial de la salut

Ph: Philadelphia

RC: resposta completa

RT-PCR: reaccié de la cadena de la polimerasa amb la transcriptasa inversa.
SMD: sindrome mielodisplasica

SNC: sistema nervids central.

SP: sang periférica

TC: tomografia computeritzada

TCR: receptor de Cel-lules T

TPH: trasplantament de progenitors hematopoétics



VEB: virus Epstein-Barr
VHB: virus de la hepatitis B
VHC: virus de la hepatitis C

VIH: virus de la immunodeficiencia humana
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1. GENERALITATS DE LA LEUCEMIA AGUDA LIMFOBLASTICA

1.1 Definicié i origen clonal de les cél-lules leucemiques limfoides.

La leucemia aguda limfoblastica (LAL) és una neoplasia que sorgeix d’un clon cel-lular
immadur que ha sofert una lesid genetica que la condueix cap a un creixement sense
regulacié ni diferenciacié completa®. Aquest creixement clonal s’ha demostrat per estudis
citogenetics. No obstant, també s’ha demostrat que existeix un creixement cel-lular
heterogeni dels tumors sigui per heterogenitat intertumoral (diferents alteracions per a un
mateix tipus de cancer en diferents pacients), heterogeneitat subclonal (diferents clons
dins el mateix tumor que pateix un Unic pacient) o per |'heterogeneitat cel-lular
(diferéncies entre cel-lules del mateix clon)?. Lorigen d’aquesta heterogeneitat, encara en
estudi, té dues teories principals no excloents entre elles: el model de les cél-lules mares®
(en que el creixement és jerarquic i a partir de diferents cél-lules mares creixen diferents
subclons tumorals) i el model de Ievolucié clonal® (que es basa en l'acumulacié
d’alteracions genétiques). Aquesta alteracié que afecta a un o diversos protooncogens els
transforma a oncogens i desenvolupen la leucémia no sempre és identificable, ara per ara,
per I'estudi cromosomic o genetic que es realitza en el moment del diagnostic. De la
mateixa manera, encara no queda clar quin és o quins sén els desencadenants
d’aquesta(es) lesié(ns) genetica(ques) que desenvolupa el creixement cel-lular
descontrolat. Determinats fets suggereixen factors genétics (el risc d’'un germa bessé a
patir una leucémia aguda és més elevat que el de la poblacié general sobretot si sén
menors d’un any), factors ambientals (la radiacié ionitzant de les bombes atomiques o les
centrals nuclears, la radioterapia...), factors toxics com determinats farmacs (alquilants en
general, I'etoposid) o inclus virus (VEB o HTLV-1, entre altres)’.

Sigui com sigui, la replicacio clonal i descontrolada comporta I'acumulacio dels blasts al
moll de l'os desplagant les cel-lules sanes madures i causant, d’'una banda, la
simptomatologia clinica per el déficit de les 3 séries cel-lulars i d’altra, una infiltracié dels
diversos oOrgans i teixits. Ambdds fet expliquen les manifestacions cliniques de les

leucémies.
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1.2 Incidéncia
La LAL afecta tant a adults com a infants sent el cancer més freqlient en els nens
(aproximadament un 30% de tots els cancers infantils). Presenten un pic d’incidencia
entre els 2 i 5 anys i apareixen en un 75% dels casos en nens menors de 6 anys.
Posteriorment la incidencia decau i representa menys del 15% de les leucémies agudes
en adults majors de 50 anys. L'edat mediana de presentacié és de 25-30 anys i
actualment la incidencia a I'estat espanyol és de 30 casos/1.000.000 habitats i any®,
representant el 15-20% de les leucémies en adults’. Es considera que anualment

apareixen entre 1-4 casos cada 75.000-100.00 habitants.
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2. DIAGNOSTIC

Els signes i simptomes clinics de la LAL provenen de la insuficiencia medul-lar i de la
infiltracid d’organs i teixits, i son inicialment inespecifics (asténia, anoréxia, febre
vespertina, pal-lidesa...) motiu pel qual es poden confondre amb una virasi. Es I'estudi
hematologic el que posa en alerta la sospita diagnostica per la presencia de blasts a la sang
periferica (SP). Sota la sospita d’una LAL, després de I'anamnesi i I'exploracio fisica, I'estudi
diagnostic s’ha de completar amb proves analitiques i d’'imatge complementaries i I'estudi
del moll de I'os®.
- Anamnesi: simptomatologia B, sindrome toxica, inici de la clinica.
- Exploracié fisica: estudi d’adenopaties i organomegalies abdominals, focalitat
neurologica.
- Analitica completa:
o Hemograma amb recompte manual, descripcié i recompte absolut i
percentual de les cel-lules blastiques presents.
o Fase plasmatica de la coagulacid.
o Bioquimica serica basica amb estudi de les proves de funcid renal i hepatica,
determinacio de la lactic-deshidrogenasa (LDH) i ionograma.
o Serologies viriques (VHB, VHC i VIH).
o Determinacié del grup sanguini.
- Proves d’imatge:
o Radiografia de torax
o Tomografia computeritzada (TC), si procedeix.
- Aspirat de moll de I'os
o Mielograma amb estudi morfologic.
o Citometria de Flux (CMF) / immunofenotipat.
o Citogenetica (CG).
o Biologia Molecular (BM).
- Estudi HLA (un cop confirmat el diagnostic) del malalt i dels seus germans,
ampliable a altres familiars si és precis.

- Altres: puncid lumbar per a I'estudi del liquid cefaloraquidi (LCR)
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La presencia de cel-lules blastiques a SP permet sospitar el diagnostic de leucemia aguda,
perod el seu estudi al moll de I'ds és el que ddna el diagnostic i la classificacié definitiva del
tipus de leucemia aguda i requereix de totes les tecniques disponibles: morfologia,

citoquimica, CMF, CG, BM.

2.1 Clinica i exploracié fisica
Les manifestacions cliniques apareixen habitualment poques setmanes abans del
diagnostic, rarament superen les 10 setmanes, considerant-se, per tant, d’inici agut. La
simptomatologia més freqlient és la febre (50% dels casos) que en un 75% d’aquests és
vespertina i de causa tumoral® i els dolors ossis o articulars. Rarament consulten per
aparicié de masses o adenopaties ja que a nivell periféeric només apareixen en un 30%
dels casos. Més freqlients sén I'‘esplenomegalia o I'hepatomegalia (60 i 40%,
respectivament) que s’objectiven en I'exploracio fisica. També és important I'exploracio
neurologica donat que, tot i ser rara, la infiltracid del sistema nervids central (SNC) té

gran importancia a I’hora de planificar el tractament.

2.2 Analitica completa
2.2.1 Morfologia
La revisid manual de la formula leucocitaria i de I'aspirat de moll d’os amb el
microscopi és la primera i més important prova per a dur al diagnostic de la
LAL. Els blasts sén identificables a SP en el 80-90% de les LAL®.
La cel-lula blastica limfoide es caracteritza per la immaduresa i la preséncia
d’una cromatina laxa i durant molt anys l'estudi de la seva mida, de les
irregularitats del nucli i la seva forma, de I'aspecte de la cromatina, del numero
i de la mida dels nucléols, del grau de la basofilia i de I’existéncia de vacuoles en
el citoplasma va permetre la classificacié de les LAL en 3 subtipus’ (veure

apartat 3.1)

2.2.2 Hemograma
2.2.2.1 Anémia: el 80% de les LAL presenten anémia, generalment normocitica i
normocroma perod pot esdevenir amb trets megaloblastics per consum d’acid

folic per part de les cél-lules blastiques.
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Figura 1. Cél-lules limfoblastiques a sang periférica amb tincié de May-Griinwald-Giemsa’.

2.2.2.2 Trombocitopenia: un 65% del casos presenta un recompte plaquetar menor
de 50x10°/L, perd la trombocitopénia sovint és asimptomatica.

2.2.2.3 Leucocitosi / leucopénia: entre un 15-20% dels pacients amb LAL presenta
leucopénia (recompte de leucocits inferior a 5x10°/L) i 75% leucocitosi
(>12x10%/L), perd només en un 15% de casos la LAL és hiperleucocitosica

(>100x10°/L).

2.2.3 Fase plasmatica de la coagulacié
Tot i que la coagulacié intravascular disseminada (CID) és poc freqient (<5%
dels casos), és habitual trobar alteracions en els nivells de fibrinogen no

clinicament significatives.
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2.2.4 Bioquimica
L'augment de la LDH i la hiperuricemia sén les alteracions més freqlients (40-
50% del casos) i cal tenir present que valors elevats de creatinina (>1,5mg/dL) i

d’acid dric augmenten el risc de patir una sindrome de lisi tumoral.

2.3 Proves d’imatge:
2.3.1 Radiografia de torax
Previ a qualsevol inici de tractament quimioterapic en un pacient amb LAL és
recomanable realitzar una radiografia de torax per descartar la presencia d’una

massa mediastinica (present en un 10% dels pacients)®.

2.4 Aspirat de moll d’és®
2.4.1 Morfologia
El diagnostic de leucemia aguda requereix la preséncia de més del 30% de
cél-lules blastiques segons els antics criteris del grup cooperatiu Franco-
America-Britanic (FAB), o d’un 20% seguint els actuals criteris de la Organitzacio
Mundial de la Salut (OMS) en el recompte de 500 cel-lules o més en I'estudi del
moll de I’és per aspirat (la biopsia de moll d’és només aporta informacié extra
en els casos en els quals I'aspirat resulta sec’). Aquest recompte es fa per
I'observacié directa post-tinci6 amb May-Griinwald-Giemsa de les cel-lules
progenitores. | es complementa amb la citoquimica: mieloperoxidasa, periodic

acid-Schiff (PAS) a-naftil-acetat-estarasa (ANAE), per exemple

2.4.2 Citometria de flux

Es un component essencial per al diagnostic inicial de la LAL i a més permet el
seguiment de la resposta durant el tractament a partir de I'estudi de la malaltia
minima residual (MMR). L’estudi immunofenotipic aporta la identificacié de la
linia cel-lular, I'avaluacié de la maduracid cel-lular i la valoraci6 de les
aberracions fenotipiques.

Les LAL de linia B (LAL-B) representen el 80% de les LAL i poden ser classificades
en 4 subgrups en funcié de I'expressié dels antigens de diferenciacié i de les

immunoglobulines (lg) a nivell citoplasmatic o en la membrana de superficie.
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Tot i que la classificacié de la LAL-B o la LAL de linia T (LAL-T) s’ha convertit en
sistematica, encara hi ha casos que generen molta dificultat per identificar-los
com LAL o leucémia aguda mieloblastica (LAM) donat que presenten els dos
marcadors i cal diferenciar-los entre leucemia amb marcadors aberrants
(marcadors mieloides en LAL), leucemia bifenotipica (les cél-lules blastiques
presenten marcadors mieloides i limfoides) i leucémia hibrida (hi ha dues
clones: una mieloide i una limfoide). Actualment, i des de la darrera classificacié
de la OMS, aquest tipus de leucémies tenen el nom de leucemies agudes de

linia ambigua (LALA) i es desenvolupen més a I'apartat 3.2 d’aquesta Tesi.

Taula 1. Classificacié immunofenotipica des les LAL-B®

HLA-DR CD19 CD79a
ProB + + + + = = =
B comu + + + + + - -
Pre-B + + + + + + -
B madura - + + + * - +

Taula 2. Classificacié immunofenotipica de les LAL-T®

citCD3 sCD3 CD5 CD4/CD8
Pro-T + - + - +o0t - - -/-
Pre-T + + + - +tot + + t/+
Timica + + + + + + +/- /%
cortical
Timica + + + - + + +/- +/+
madura

Paral-lelament, l'avan¢ cientific ha permés poder utilitzar amb finalitat
terapéutica anticossos monoclonals quimérics o humanitzats en contra de
determinats antigens de superficie, tals com antiCD19 o antiCD22, entre
d’altres. Aixi doncs, I'estudi immunofenotipic ha passat de ser una téecnica
purament diagnostica i de classificacid a ser un element necessari per realitzar

el tractament de forma individualitzada.
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2.4.3 Citogeneética

L'estudi citogenétic és de gran importancia donat que les alteracions

citogenetiques representen un factor pronostic independent en els pacients

infantils i adults amb LAL’i es troba desenvolupat en I'apartat 3.3 d’aquesta Tesi

Doctoral.

2.4.3.1 Estudi

L'estudi del cariotip i de les seves alteracions sén les bases per intentar

entendre |'origen de la propia malaltia. Aquest estudi sovint es complica per les

limitacions propies de la tecnica en LAL, amb dificultat per al creixement de
metafases que impedeix I'estudi complet dels cromosomes.

Les alteracions citogenetiques es poden classificar com estructurals o

numeriques. La hiperdiploidia consisteix en el guany de cromosomes addicionals

pel que el nimero total de cromosomes excedeix els 46 amb la implicacié
d’informacio extra i /o repetida. La hiperdiploidia esta present en un 5-10% en
adults i 30-35% dels casos a la infancia i s’associa amb un pronostic favorable en
aquest darrer grup d’edat. Al contrari, la hipodiploidia, és a dir la perdua de
cromosomes, té pitjor pronostic i esta present en menys d’un 10% dels casos.

Les alteracions citogenetiques més freqlients en la LAL sén les estructurals,

generalment translocacions, que en la majoria de casos sén poc comuns. Al

voltant de 30 translocacions son ‘freqiients’ i algunes d’elles tenen un pronostic
clarament definit com els casos de la t(9;22), t(4;11) i s’han determinat com
subtipus especifics, totes elles desenvolupades en I'apartat 3.2.2 d’aquesta Tesi.

Les alteracions citogenétiques representen un factor pronostic independent en

la LAL™.

Amb l'intent d’augmentar el nimero de casos avaluables s’han anat introduint

noves tecniques:

a) Hibridacié fluorescent in situ (FISH): es basa en la deteccié de seqliéncies
conegudes de DNA tant en metafases com en nucli cel-lular, en interfase, i
per tant és una técnica valida quan no s’aconsegueixen metafases viables
per a I'estudi citogeneétic classic.

b) Hibridaci6 genomica comparativa: tampoc precisa del cultiu cel-lular.

S’utilitza per I'estudi d’una mostra d’ADN en comparacié amb una mostra de

10
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referencia i permet la identificacidé de regions cromosomiques sobre
expressades o infraexpressades, és a dir, guanys i péerdues d’informacid
(alteracions numeériques) perd no identifica alteracions cromosomiques
equilibrades (translocacions, per exemple).

c) Cariotip espectral: distingeix els 23 parells de cromosomes al mateix temps
amb cada parell pintat en un color fluorescent diferent. Aquesta técnica
permet identificar translocacions (inclids aquelles que sén criptiques),
insercions, reordenaments i cromosomes marcadors.

Aguests estudis complementen I'estudi citogenétic convencional sent aquest el

que permet I'analisi de tot el cariotip, mentre que les tecniques moleculars sén

les que permeten detectar alteracions que poden ser dificils d’identificar amb

I'estudi convencional.

Les alteracions citogenetiques en la LAL es poden classificar com numeriques o

estructurals. Dins de les alteracions numeériques destaca:

a) Hiperdiploidia: es refereix al guany de cromosomes (>46 cromosomes)i
apareix en el 2-15%>*! dels casos dels pacients adults i en el 25%° dels nens
amb LAL. L'impacte pronostic és clarament molt favorable en els nens perod
menys evident en els adults.

b) Hipodiploidia: implica la pérdua d’un o més cromosomes (<46 cromosomes)
amb la seva informacié genética corresponent, el que repercuteix
negativament en el pronostic. Apareix en el 2-9% dels pacients adults amb
LAL>™ j en <10% dels nens.

La majoria de les alteracions que es troben en I'estudi citogeneétic de les LAL sén

estructurals, per exemple, delecions, translocacions, duplicacions o inversions

entre d’altres. S’han descrit més de 30 translocacions perd donat que la gran
majoria de les translocacions son infrequents I'estudi del seu impacte pronostic

és dificil.
Biologia molecular

Des del punt de vista molecular, les LAL poden ser de linia B o T donat que

presenten el reordenament clonal del gen de les immunoglobulines (Ig) o del
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Figura 2. Principals alteracions cromosomiques estructurals.
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receptor de cel-lules T (TCR), respectivament. L'estudi de la reaccié de la
cadena de la polimerasa amb la transcriptasa inversa (RT-PCR) ha permes la
identificacié tant de la preséncia leucémica clonal de Ig o TCR com de la
identificacié de regions especifiques de fusié de gens en reordenaments de
cromosomes (translocacions, delecions o inversions). Les alteracions
qualitatives sén aquelles que generen gens de fusié amb una proteina
quimerica i les podem trobar expressades en la Taula 3 per la LAL de linia Bi en

la Taula 4 per la LAL de linia T.

2.5 Altres exploracions

2.5.1 Puncié lumbar: un 2-3 % de pacients amb leucémia aguda presenten infiltracid
del SNC per estudi del LCR al diagnostic i requereixen tractament a aquest nivell.
Es realitza de forma sistematica en el moment del diagnostic i es va repetint
cada vegada que s’administra tractament intratecal com a profilaxis de la
leucemia en el SNC i sempre que hi hagi sospita d’afectacid en qualsevol altre

periode de la malaltia.
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Taula 3. Alteracions citogenétiques estructurals més freqiients per a la LAL-B®.

Alteracio Gens implicats Incidéncia
t(9;22)(q34;q11) BCR / ABL Adults 30% RT-PCR
Nens 3-5%
t(12;21)(p13;q22) TEL/ AML1 Adults <1% RT-PCR
Nens 20-25%
t(4;11)(q21;923) KMT2A / AF4 Adults 5% RT-PCR
Nens 60%
t(1;923;p13) E2A / PBX1 5% RT-PCR
t(8;14) (q24;q32) c-MYC / IgH 1% FISH
t(17;19(q22;p13) E2A / HLF <1% RT-PCR
t(11;19) MLL / ENL <1% RT-PCR
Mutacions JAK JAK1/2/3 10% Sequenciacié

Taula 4. Alteracions citogenétiques estructurals més freqiients per a la LAL-T.

Alteracio Gens implicats Incidéncia
t(10;14)(q24;q11) HOX11/TCRa/6  Adults31% RT-PCR
t(7;19)(q34;924) HOX11 / TCRB Nens 7%
t(5;14)(q35;932) HOX11L2 / TCRa/& Adults 13% RT-PCR / FISH
Nens 20%
t(1;14)(p32;q11) TAL1 TCRa/& 1-3% RT-PCR
Mutacions NOTCH NOTCH1 50% Seqlienciacio
Mutacions JAK1 JAK1 18% Sequenciacio

2.5.2 Ecocardiograma o ventriculografia isotopica (si procedeix per edat i/o

antecedents) per a determinar una bona funcionalitat contractil del miocardi

(fraccié d’ejeccid del ventricle esquerre).
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3. CLASSIFICACIO

Les leucemies agudes limfoblastiques s’han anat classificant de forma diferent
paral-lelament a la introduccié de noves técniques diagnostiques. Don ben conegudes sén
la classificacié de la FAB amb tres subtipus (LAL tipus 1, 2 i 3) i que contempla aspectes
citologics; la classificacio d’EGIL (grup Europeu per a la caracteritzacié immunologica de les
leucémies) que afegeix la citometria de flux a la caracteritzacié dels 4 subtipus de
leucemies B (Pro-B, B comu, Pre-B i B madura) i dels 4 subtipus de leucémies T (Pro-T, Pre-
T, Timica cortical i Timica madura). La classificacio vigent, del 2008 i revisada al 2016, la va
publicar la OMS on a més es tenen en compte les alteracions citogenetiques més
recurrents: 1(9;22), t(v;11923), t(12;21), t(5;14), t(1;19), hiperdiploide i hipodiploide a més

1213 |a classificacié per risc on es contempla la

de les NOS (not otherwise specified)
citogenetica és de gran rellevancia donat que permet ajustar la intensitat del tractament

per intentar reduir el fracas al mateix.

3.1 Classificacié de la FAB

La classificacio FAB va ser la classificacio de referéncia utilitzada des de la seva creacid
al 1976 fins a inicis de segle XXI. Dividia les LAL en 3 grups segons la seva morfologia a
sang periférica i moll de I'ds revisant la mida de la cél-lula blastica, la forma dels nuclis,
preséncia i nimero de nucléols, la quantitat de citoplasma, vacuolitzacié del mateixila
basofilia després de la tincié. Classicament es van considerar 3 subgrups: L1, L2 i L3.
3.1.1 \Varietat L1

S’observa més freqlientment en nens sent el 85% dels casos de LAL a la infancia

i menys d’un 30% en adults.
3.1.2 Varietat L2

Es la varietat més freqiient en adults (70%) i en nens es fa progressivament més

freqlient dels 10 anys en endavant.
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3.1.3 Varietat L3
També coneguda com varietat tipus Burkitt, és la menys freqlient de les tres
varietats (<5%). En l'estudi medul-lar tipicament la infiltracié és massiva i

s’identifiqguen cel-lules en mitosi.

S’han descrit formes especial i caracteristiques morfologiques tal com la LAL-B
en mirall de ma (hand mirror cell leukemia) en que el citoplasma presenta una
prolongacié que els hi déna aquest aspecte pero no té significat pronostic; la
LAL-B hipergranular o la LAL-B amb maduracié que si es relaciona amb pitjor
pronostic. També s’ha observat relacid entre I'observacié de micromegacariocits

i la presencia del cromosoma Philadelphia.

3.2 Classificacié segons la OMS
L'any 2008 la Organitzaci6 Mundial de la Salut va publicar la classificacié que avui
serveix per a la classificacié de les LALY, estratificar el risc i ajustar el tractament.
Recentment s’ha realitzat una revisié .

3.2.1 LAL-B no especificada: descrita durant tot el treball.

3.2.2 LAL-B amb alteracions citogenétiques recurrents: tot i que la recurréncia
d’alteracions citogenétiques associades és alta i molt diversa tant de
translocacions balancejades com d’alteracions numériques com qualsevol altre
anomalia cromosdmica. La seleccié de les seglients entitats genétiques com a
‘independents’ s’ha fet donat que presenten trets clinics i fenotipics distintius,
gue tenen impacte pronostic, que sén biologicament diferents i, generalment,
sén mutuament excloibles.

3.2.2.1 LAL-B amb t(9;22)(g34;911.2); BCR/ABL1: més frequent en adults (entre I'11 el
29% de les LAL-B segons les series podent arribar a més del 35% si el diagnostic
es fa per biologia molecular’) que en nens (2-4%) i la translocacié equilibrada
entre els cromosomes 9 i 22 origina el cromosoma Ph en practicament la
totalitat dels casos perd en aproximadament un 3% s’identifiquen
translocacions variants on estd implicat un tercer cromosoma’. Tipicament

expressa CD10, CD19, CD34 i TdT, marcadors mieloides com CD13 o CD33, pero
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CD177 rarament s’expressa. CD25 i CD66¢ es relacionen freqiientment amb
1(9;22). Per la fusié de BCR i ABL es genera una proteina que tant pot ser de
190kd com de 210kd. La isoforma p190 és la més freqlient tant en nens com en
adults tot i que en d’adults es pot identificar en alguns casos la isoforma p210
que és, a la vegada, la isoforma més freqiient en la leucémia mieloide cronica.
L’estudi del cariotip identifica alteracions citogenétiques afegides al voltant del
70% dels casos amb séries que descriuen entre el 45% i el 80%° i la més

9,14-15

freqlient és la monosomia del cromosoma 7 . El mal pronostic que aquesta

translocacié implica és ben conegut, de la mateixa manera que ho és el fet que

els inhibidors de la tirosin-cinasa han revertit aquest mal pronostic'® 2.

3.2.2.2 LAL-B amb t(v;11g23); reordenaments KMT2A: aquesta translocacié pot
apareixer en fase fetal, el temps entre I'aparicié del reordenament i de la
leucemia és curt, per aixo és l'alteracié més freqlient en infants menors d’1 any.
Es més rara en nens de més edat i a partir de I'edat adulta la incidéncia creix de
nou arribant a ser de fins un 7%. Es relaciona amb recompte de leucocits molt
elevats (>100x10°/L) i més risc d’infiltracié del SNC. En I'estudi citométric
acostuma a presentar positivitat per CD19 i CD15 i negativitat per a CD10i CD24
i tipicament, perd no exclusivament, expressa la condroitin sulfat proteogluca
de la neuroglia2 (NG2). Geneticament I'11g23 pot tenir diferents unions en la
translocacié i la més freqiient és el cromosoma 4g21 (AF4). Sovint es relaciona
amb sobreexpressié del gen FLT-3. Es una alteracié que implica mal pronostic,
sobretot en pacients de menys de 6 mesos.

3.2.2.3 LAL-B amb t(12;21)(p13;q22); TEL/AML1 (ETV6/RUNX1): es considera una lesid
en fases inicials de la leucemogenesi i aquesta translocacid és necessaria pero
no suficient per desenvolupar la leucémia. Es més freqiient en nens,
representant en ells el 25% de les LAL-B. Rarament és veu en nadons i a mesura
gue augmenta I'edat disminueix la seva incidéncia, de manera que és rar de
veure en |'edat adulta. Des del punt de vista del immunofenotip, presenta en
més casos la positivitat de CD34 i sovint son CD9, CD20 i CD66c¢ negatives. El seu
pronostic és favorable, amb curacions superiors al 90% en nens i les recaigudes,

si apareixen, son més tardanes. No obstant, si el nen alberga altres factors de
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mal pronostic el desenllag no sera tan bo, perod si que sera millor que si només
tingués els mateixos factors de mal prondstic.

3.2.2.4 LAL-B amb hiperdiploidies: el cariotip identifica >50 i <66 cromosomes,
tipicament sense alteracions estructurals associades. Es la més comuna en nens
(25% dels casos), rara en lactants i adolescents i disminueix la freqiiencia amb
I’edat, de manera que és practicament inexistent a I'edat adulta. A I'estudi per
citometria de flux rarament expressen CD45 pero sén CD10, CD19 i CD34
positius. Per citogenetica s’identifica la preséncia de copies extres dels
cromosomes, copies que no son aleatories, i les trisomies X, 4, 6, 10, 14, 17,18 o
21 representen el 70% dels casos'®. S’ha descrit que més que el nimero de
copies extres el que és més important és el cromosoma concret que presenta la
trisomia, sent de millor pronostic les trisomies dels cromosomes 4, 10 i 17202,
Té molt bon pronostic i presenta taxes de curacié de més del 90%, especialment
en aquells nens en que la resta de parametres també els hi sén favorables.

3.2.2.5 LAL-B amb hipodiploidies: en aquest cas el cariotip detecta <46 cromosomes i
representa el 5% de les LAL tant d’adults com de nens i poden associar-se a
alteracions citogenétiques estructurals sense identificar-se cap que tingui més
tendeéncia a presentar-se. Si ens limitem a aquells casos amb <45 cromosomes la
freqliencia baixa a I'1%. Les haploidies o quasi-haploidies (23-29 cromosomes)
apareixen practicament de forma exclusiva en nens. No presenten
caracteristiques cliniqgues, morfologiques ni citométriques especifiques. El
pronostic és pitjor i empitjora de forma directament proporcional al nimero de
cromosomes que falten.

3.2.2.6 LAL-B amb t(5;14)(q31;932); IL3/IGH: molt rara, representa menys de I'1% de les
LAL i pot apareixer tant en adults com en nens. Sovint es presenta amb
eosinofilia sense blasts a sang periferica pel que la sospita de LAL no és tan
evident. Els eosinofils sén reactius i no formen part del clon leucemic. Els blasts
son CD10 i CD19 positius i trobar-ne, encara que siguin pocs, en pacients amb
eosinofilia ha de fer pensar en aquest subtipus de LAL. No sembla tenir un
pronostic diferent que el general de les LAL pero la baixa freqlieéncia de

presentacid fa que no sigui facil estudiar-les.
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3.2.2.7 LAL-B amb t(1;19)(q23;p13.3); E2A/PBX1 (TCF3/PBX1): relativament freqlient en

nens, representa el 6% de les LAL en aquest grup de la poblacid, més rarament
apareix en adults. Per citometria de flux es pot sospitar aquesta alteracié per
expressid intensa de CD9 i negativitat de CD34 i sovint els blasts expressen
fenotip de cél-lula pre-B amb positivitat de cadenes pesades. Els tractaments
intensius actuals han aconseguit millorar la supervivéncia dels malalts afectats

per aquesta LAL.

A la revisi6 realitzada al 2016 s’han afegit dos entitats noves a tenir en compte™:

3.2.2.8 LAL-B amb amplificacions intracromosomiques del cromosoma 21.

3.2.2.9 LAL-B amb translocacions que afecten la tirosin-cinasa o els receptors de

citocines (LAL BCR-ABL1-like).

També ha posat l'atencid sobre la relacié entre les LAL amb hipodiploidia i les

mutacions de TP53.

3.2.3

3.24

LAL-T: representa el 15% de les LAL de la infancia i 25% dels adults. Més
freqlient en sexe masculi. Tipicament es presenta de forma hiperleucocitosica i
pot preservar la resta de séries. A I'exploracio fisica i proves complementaries
sovint destaquen una gran massa mediastinica, adenopaties de mida gran i
hepato-esplenomegalia per infiltracié. A l'estudi de Il'immunofenotip
generalment son TdT positives i poden expressar CD1a, CD3 i CD3c, CD5, CD7 i
CD10 i els blasts poden coexpressar CD4 i CD8. S’identifiquen reordenaments de
RT-TCR i, en el 20% dels casos, d'IGH. Tot i que pot presentar diferents
alteracions citogenétiques cap es considera prou freqlent per esdevenir una
entitat diferent com passa a les LAL-B. Les alteracions més freqiients afecten al
TCR als cromosomes 14q11.2, 7p35 i 7p14-15. Un marcador pronostic important
és la persisténcia de MMR després del tractament d’induccié a la remissié®2.
D’altra bada, algunes dades genetiques han demostrat associar-se a bon

pronostic, com seria el cas dels reordenaments NOTC1, sobretot en nens.

LALA: acull aquelles leucémies que no mostren una clara diferenciacié a una
Unica linia cel-lular. Aixd pot ser perqué no presenti antigens especifics de cap

linia (leucémies agudes indiferenciades) o be perqué les cél-lules blastiques
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expressin antigens de més d’una linia cel-lular i no sigui possible assignar cap

linia cel-lular amb prou certesa o exactitud (leucémies agudes de fenotip mixte).

Aguest ultim subgrup engloba dos tipus de leucémies que sovint es confonen: la

leucémia bifenotipica i la leucemia bilineal, sent la primera la que presenta una

Unica poblacid blastica que expressa antigens de dues linies diferents i la segona

la que contén dues poblacions blastiques cadascuna d’elles de linia diferent. La

LALA pot presentar alteracions citogenéetiques que apareixen en LAM i LAL pero

la OMS només contempla la t(9;22) i la t(v;11g23) com a prou importants i

freqlients per a esdevenir un subgrup amb entitat en el grup de LALA.

Taula 5. Alteracions citogenetiques més freqiients en infants i adults amb LAL: estudi de la

Alteracié

cromosomica

Freqliéncia

Infants

Pronostic

freqiiencia i el pronostic?.

Freqiiencia

Adults

Pronostic

Hiperdiploidia alta 23-30% Favorable 7-8% Favorable /intermig
Hipodiploidia 65 Intermig si 45 7-8% Advers
cromosomes
Advers si <45
cromosomes
Quasi haploide 0,4-0,7% Advers Rar No determinat
t(12;21)(p13;922) 22-26% Favorable 0-4% No determinat
ETV6-RUNX1
t(9;22)(q34;q11.2) 1-3% Advers 11-29% Advers
t(4;11)(g21;923) Fins 55% Advers 4-9% Advers
KMT2A-AF4
T(1;19)(g23;p13.3) 1-6% Favorable 1-3% Favorable
PBX1-TCF3 (E2A)
t(10;14)(q24;911) Rar No estudiat <3% Favorable / intermig
TCRA/TCRD-TLX1
(HOX11)
del(6q) 6-9% Sense rellevancia 3-7% Intermig
Alteracions 9p 7-11% Advers 5-15% Favorable
Alteracions 12p 3-9% Sense rellevancia 5% Favorable
Cariotip normal 31-42% Favorable (relatiu) 15-34% Favorable / intermig
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3.3 Classificacid per risc citogenetic
L'estandarditzacié de l'estudi cromosomic i genétic ha permeés la identificacio
d’alteracions recurrents i la classificacié de les leucemies en funcid d’aquestes
alteracions. El ‘Third International Workshop on Chromosomes in Leukemia’®* va ser el
primer estudi que donar a conéixer I'impacte pronostic independent de determinades
alteracions citogenétiques en la LAL de I’'adult com sén la t(9;22), la t(4;11) i la t(8;14) a
més de la hiperdiploidia de >50 cromosomes. En aquest estudi es va demostrar que les
alteracions numeériques més freqiients en forma de trisomia eren les +21, +4, +6, +10,
+13 i +14 i en forma de monosomia eren -7, -9 i -20. Igualment, des del punt de vista
estructural les alteracions més prevalents descrites eren t(9;22), t (4;11), t(8;14), 14q+ i
69-. Posteriorment s’ha pogut determinar amb més precisié la incidéncia, I'impacte en

23,25

el pronostic (Taula 5 i Figura 3 A i B) i les diferents associacions d’aquestes

alteracions entre elles mateixes (Figura 3C)*>*.

Figura 3. A. Distribucié de les alteracions cromosdmiques recurrents en la LAL-B?°. B. Distribucié de
. \ . . 25 .z
les alteracions cromosomiques recurrents en la LAL-B Ph negativa®. C. Co-expressio de les

alteracions citogenétiques recurrents®.
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Other .. Diploid

- HoTr

Abn: alteracions. Cx Cariotip complexe, HeH high hyperdiploidy, Ho.-Tr low hipodiploidy / near-triploidy, Tt: tetraploidy.

Al 2007 Moorman AV et al van descriure el cariotip complex (CC) dins de les LAL i va
analitzar en una poblacié prou amplia la incidéncia de les diferents alteracions
citogenetiques recurrents i els seu impacte en la supervivencia global (SG) i la
supervivencia lliure de progressié. A la Figura 4 es poden identificar les corbes de SG
de les diferents alteracions, podent-se separar en tres grups: Hiperdiploidia i del(9p)
com a millor pronostic, cariotip complex, t(4;11), t(9;22), hipodiploidia baixa / quasi
triploidia i t(8;14) com a pitjor pronostic i un grup de miscel-lania on s’inclou el cariotip

normal amb un impacte pronostic intermig?®.

Figura 4. Supervivéncia global en funcié del subgrup citogenétic en pacients amb LAL.
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Taula 6. Definicié dels grup de risc genétic per a LAL-B pediatrica®.

Alteracions Bon pronostic Pronostic Pronostic desfavorable
intermig
Citogenetica - ETV6-RUNX1/ -  Nodescritsals - t(9;22)(q34;q11) / BCR-
t(12;21)(p13;932) altres grups ABL1
- Hiperdiploidia alta - MLL/t(v;11923)

- Quasi haplodia (<30
cromosomes)

- Hipodiploidia baixa

- Quasi triploidia

- Amplificacions
intracromosomiques del
cromosoma 21 (iIAMP21)

- t(17;19)(q23;q13) / TCF-

HFL
Molecular - Delecions aillades de - No descrits als - Qualsevol delecié de IKZF1,
ETV6, PAX5 o0 BTG1 altres grups PAR1, EBF1 o RB1

- Delecions d’ETV6 amb
delecions aillades i
Uniques de BTG1, PAX5
o CDKN2A/B

En el cas de la LAL infantil al 2014 es van descriure 3 grups segons |’expressié genética i
les alteracions citogenétiques: bon pronostic, pronostic intermig i pronostic
desfavorable descrits a la taula 6. En aquest cas les alteracions citogenétiques
identificades per I'estudi convencional del cariotip i per FISH s'uneixen amb I’estudi
genetic de la preséncia d’alteracions mitjancant la seqlienciacié de mutacions ja
conegudes implicades en la diferenciacié limfoide. Aquest factor pronostic és tan
important que té impacte tan en la supervivencia lliure d’event (SLE), com en el risc de
recaiguda i en la SG, només igualable (perdo amb menys poténcia estadistica) per la
MMR®. Igualment afecta en el pronostic dels pacients en recaiguda/recidiva. A la
figura 5 es veu la seva influéncia en la supervivencia global optimitzant la classificacio

clinica del risc a la recaiguda (que conté I'estudi de I'immunofenotip, la durada de la
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primera RC i la localitzacié de la recaiguda per a determinar el pronostic)®’. Amb aixd
s’ha demostrat que la preséncia d’alteracions citogenetiques d’alt risc confereix una SG
i una supervivencia lliure de progressio similar en pacients de risc estandard o alt risc

segons la classificacié clinica actual.

Figura 5. Supervivencia lliure de progressio i supervivencia global en pacients amb LAL-B en

recaiguda estratificats per grups de risc clinic i citogenétic'.
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El cariotip al diagnostic ha esdevingut un dels factors pronostic més importants®’
conjuntament amb el resultat de la MMR en el moment d’assolir la RC, sent en alguns
casos tant rellevant el cariotip al diagnostic que es pot superposar al bon pronostic de
la MMR negativa (Figura 6)*’. L’analisi inicial del cariotip complet amb I'estudi
convencional i FISH permet estratificar per risc als pacient en totes les etapes de la vida

i de la malaltia i marcar el pronostic de la malaltia.
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Figura 6. Risc acumulat de recaiguda en funcié de la MMR i la citogenética®.

CIR

years
# at risk

genetics- / MRD- 87 78 65 54 39 24
genetics- / MRD+ 43 32 22 17 14 8
genetics+/ MRD- 33 29 23 22 15 10
genetics+ / MRD+ 48 30 16 15 14 1

genetics-/MRD- ======= genetics- / MRD+ genetics+ / MRD- = = = = = = = genetics+ / MRD+
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4. PRONOSTIC

El pronostic de la LAL varia de forma significativa segons les caracteristiques del
pacient i de la propia LAL en el moment del diagnostic. Actualment, els avencos en el
tractament han aconseguit que s’assoleixi curacié en el 85% de casos en nens, pero
quedant-se en una taxa de curacié del 45% en adults®>. Classicament es tenien en
compte l'edat, el sexe, I'exploracio fisica i I'hemograma inicial, perdo a mesura que la
coneixement ha avancgat, s’han anat incloent altres factors com l'immunofenotip,
I’estudi citogenétic i, més recentment, I’estudi molecular. La rellevancia en I'estudi dels
factors pronostics recau en la capacitat de poder ajustar la intensitat del tractament a
I'agressivitat de la leucémia de cada malalt. A la Taula 7 figuren els factors que
desenvoluparem a continuacié®. Cal senyalar que alguns d’aquests factors han perdut
el seu significat pronostic conforme han millorat els resultats del tractament i que
darrerament s’ha considerat que el recompte de leucocits i la citogenetica son el
factors pronostics inicials de risc més importants, afegint-se la determinacié de la
MMR en el decurs del tractament®. En la LAL infantil s’han identificat 3 grups: risc
estandard (40% dels casos amb supervivéncia superior al 90%), risc intermig (40-45%
dels casos amb supervivéncia del 70-80%) i risc alt (10-15%, amb supervivéncia del 50-
60%). En adults hi ha dos grups: risc estandard (30% dels casos i amb una supervivéncia
del 60-70%) i risc alt (que representa el 70% dels casos amb una supervivencia que

escassament supera el 40%).

4.1 Edat i sexe
El sexe masculi confereix pitjor pronostic, encara que aix0 esta en discussié en el
moment actual. De la mateixa manera |'’edat també influeix en el pronostic. El millor
pronostic el presenten els nens de 1 a 9 anys i a mesura que augmenta |'edat el
pronostic empitjora. A adults majors de 55 anys se’ls hi confereix pitjor pronostic
amb una mediana de supervivéncia de 0,2 a 3 anys; mentre que els menors de 25
anys presenten molt millor pronostic de forma independent a altres factors. Els

infants menors d’1 anys també presenten molt mala evolucid.
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Taula 7. Factors pronostics en el moment del diagnostic d’una leucémia aguda limfoblastica.

| Factor Favorable Intermig Desfavorable
Edat Nens de 1-9 anys Nens <1i>10 anys
Adults de <30 anys Adults > 35 anys
Sexe Femeni
Sindrome limfomatosa - +
Infiltracié del SNC - +
Recompte de leucocits <30x10°/L >30x10°/L (LAL-B)

> 100x10°/L (LAL-T)

Immunofenotip Pre-B comu Pro-B, T
Citogenetica del(9p) t(10;14) t(9;22) / BCR-ABL
del(12p) alteracions d I'11q t/4;11) / MLL
t(12;21) del(13q) /-13 del(7p) /-7
hiperdiploidia cariotip normal t(1;19)
tetraploidia alteracions al 14g23
hipodiploidia

cariotip complex

Temps a la resposta

- Blasts a MO al dia 14 <5% >25%
- RCC a fi d’induccié Si No
Malaltia minima residual Descens rapid Descens lent

SNC: sistema nervios central. del: delecid. MO: medul-la 0ssia. RCC: remissio citologica completa.

4.2 Sindrome limfomatosa
La preséncia d’'una massa mediastinica, organomegalies abdominals i/o adenopaties
periferiques confereix pitjor pronostic per la presencia de més massa tumoral,

encara que a l'actualitat es considera que té un valor pronostic molt marginal.

4.3 Infiltracio del sistema nervids central.
La infiltraci6 del SNC apareix en un 5-10%** de casos al diagnostic, més
freqlientment a les LAL de fenotip B madur i a les LAL-T. Per a algun grup, aquests
pacients tenen pitjor pronostic®. En abséncia de profilaxis del SNC, la LAL recau a
aquest nivell aproximadament en un 30% del casos de pacient adults**. La

radioterapia cranial o cranio-espinal (ja en desus) i la quimioterapia intratecal
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associada a l'administracid de quimioterapia sistémica que travessa la barrera

hemato-encefalica sén métodes efectius per prevenir la recaiguda al SNC**.

4.4 Recompte de leucocits
Practicament tots els estudis han demostrat que la preséncia de leucocitosi, amb la
conseqlient preséncia de més cel-lules blastiques a la medul-la ossia (MO) i a SP
presenta pitjor pronostic independent d’altres factors per preséncia de més massa
tumoral. El valor de tall per definir la diferéncia entre alt risc (desfavorable) o baix
risc (favorable) s’ha establert recentment en 30x10°/L leucocits a SP en LAL de serie
B i de 100x10%/L en LAL de série T, encara gue recentment es considera que aquests

nivells de tall tenen un valor pronostic relatiu.

4.5 Immunofenotip / Citometria de flux
Linia B: representa el 80% de les LAL en I'adult. La LAL Pro-B es relaciona amb mal
pronostic a diferencia de la B comu i la B madura per presentar més incidéncia de
recaigudes. En tot cas, aquestes Ultimes presenten més heterogeneitat pronostica
en funcid de I'existencia de lesions genétiques i moleculars addicionals (cromosoma
Philadelphia, IKZF1, CDKN2A/B, leucocitosi, KMT2A, entre d’altres...). Es disposa de
poca informacié pronostica de la LAL Pre-B, perd també presenta mal pronostic
quan s’associa I'expressié de KMT2A%®. La LAL-B madura ha perdut el mal pronostic

gue presentava anys enrere gracies a la introduccié de la immunoquimioterapia.

Linia T: representa el 20% restant de LAL. Classicament s’havia considerat que el
pronostic era pitjor que el de les LAL de precursors B, cosa que no s’ha confirmat en
estudis recents’’ . Encara que el pronostic és pitjor per si mateix en relacid a la linia
B, la intensificacié del tractament en les LAL-T ha fet desapareéixer el seu significat
pronostic’’. De tota manera, els subtipus pro-T, pre-T i timic madur tenen
significativament pitjor pronodstic en comparacié amb el subtipus timic cortical
inclus en els casos en que expressa CD56. Un subtipus especial, de recent definicid,
és LAL early pre-T, que es caracteritza per tenir un fenotip molt immadur, proper al

de la stem cell, i un pronostic clarament desfavorable®®.

27



TESI DOCTORAL

Marcadors mieloides: sovint, tant les LAL de série B com T presenten marcadors

mieloides (per exemple CD13, CD33, CD117) en I'estudi immunofenotipic. Encara
gue classicament I'expressid d’aquests marcadors conferia pitjor pronostic aixd no

s’ha demostrat en els estudis més recents.

4.6 Citogenetica
Es ben reconegut que el cariotip és un factor pronostic extremadament important.
Hi ha alteracions que de forma clara aporten un significatiu mal pronostic en totes
les séries presentades, pero n’hi ha d’altres que, per baixa frequiéncia i/o associacio
amb altres factors, presenten resultats discordants en diferents estudis.
Aguesta part del pronostic de la LAL, el basat en la citogenética ja ha estat descrita

en aquesta Tesi Doctoral (apartat 3.3).

4.7 Temps en assolir resposta i estudi de la malaltia residual.
Es el principal factor determinant pel pronostic®. Els pacients que assoleixen la
remissié completa (RC) a les 4-5 setmanes d’iniciar el tractament d’induccié o
s’objectiva la desaparicio de blasts a MO en el dia 14 de tractament, tenen un millor
pronostic. Més recentment, en 'estudi de la resposta precog i intensa s’ha introduit
I’estudi de la ‘malaltia residual’ que permet fer un seguiment temporal i quantitatiu
de la massa tumoral (no detectable per estudi al microscopi optic) mitjancant la
citometria de flux o I'estudi molecular, havent-se erigit com el factor pronostic més
important i potent en la gran majoria d’estudis*®. No obstant, diferents estudis han
proposat desiguals nivells de tall de cara a considerar la malaltia minima residual
(MMR) negativa®, si bé a I'actualitat hi ha consens en definir una remissié
molecular quan el nivell de MMR és inferior a 10™. El concepte de MMR ha generat
la necessitat d’introduir nous conceptes tals com la RC molecular, la progressio
molecular i la recaiguda molecular desenvolupats en el punt 5.2 de la present tesi.
L'estudi de la MMR tant es pot fer per SP com per MO, tot i que la mostra més
desitjable és la de MO per falsos negatius a nivell periféric*?, sobretot en casos de
LAL-B. En infants, els pacients amb MMR positiva després de la induccié tenen un
risc de recaiguda molt elevat, superior al 70%, al contrari dels que presenten MRD

43,44

negativa sent el risc menor al 10%™"". En adults, la tendéncia pronostica és la
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mateixa que ens els infants perd menys optimista. Aquells pacients amb MMR <10™

a dia 11 practicament no recauen, perd només representen el 10% de tots els
malalts i, en canvi, els malalts amb MMR positiva recauen a nivell citologic de forma
rapida, igual que els que presenten MMR <10 inicial perd la positivitzen
posteriorment. La recidiva apareix rapidament, entre 1 i 4 mesos de mediana des de

446 No obstant és clar Iimpacte que té en el pronostic

la positivitzacié de la MMR
assolir una MMR negativa tant per a la supervivéncia global com per a la
supervivéncia lliure de progressio, sigui determinada al moment d’assolir la RC o als
3 0 6 mesos d’haver-la assolit”’. Aixi doncs la MMR és una técnica que permet
estratificar per risc en funcié de la resposta assolida amb punt de tall a 10®, de
rapid accés i resultats, reproduible i que permet prendre decisions avancant-nos a

la recaiguda cel-lular per tal de millorar la supervivéncia dels malalts.
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5. TRACTAMENT

El tractament de la LAL en l'adult s’ha optimitzat de forma significativa en els
darrers anys amb la introduccié dels inhibidors de tirosin-cinasa (ITK) en els casos
de LAL-Ph positiva i, més recentment, amb la incursié de la immunoterapia en les
terapies de rescat.

L’objectiu del tractament és assolir la curacid, pel que cal fer 3 fases: induccié a la
remissio, intensificacié o consolidacio i tractament de manteniment. S’associa a ells
la profilaxis del SNC. La durada del tractament actualment és d’aproximadament 50
mesos, tret de les LAL B madures (LAL Burkitt), en les que els protocols de
tractament sén diferents. Actualment s’esta estudiant la possibilitat de reduir la
durada del tractament en aquells malalts de risc estandard i que presenten MMR

persistentment negativa.

5.1 Esquema

5.1.1 Induccid a la remissio:
Es basa en tractament quimioterapic de 4-5 setmanes amb I'objectiu d’assolir la
remissié completa i consta del tractament amb glucocorticoids, vincristina,
asparaginasa i daunorubicina o qualsevol altre antraciclina*®. Amb aquest
esquema s’assoleix la remissié completa en més del 95% dels nens i entre el 85 i
el 95% dels adults i la mortalitat en aquesta fase (generalment per infeccions) és
del 1% en nens i menor del 10% en adults, i és similar a la taxa de resisténcia al
tractament.
En cas de pacients amb LAL d’alt risc es considera, en alguns protocols, una
segona induccié amb ciclofosfamida, metotrexat, citarabina o etoposid.

5.1.2 Consolidacio o intensificacid
Si s’assoleix resposta completa després de la induccid s’inicia immediatament la
consolidacié per a reduir la malaltia residual i el risc de recidiva. El tipus de
tractament, la intensitat i la durada depenent del risc:
- Baixriscirisc intermig: es donen 3 o 4 cicles de metotrexat a dosis altes (2-

5g/m?) o qualsevol altre antimetabolit amb citarabina a dosis intermitges (1

g/m2 o superiors) juntament amb asparaginasa.

30



513

514

5.1.5

TESI DOCTORAL

- Alt risc: es donen entre 3 i 6 cicles d’intensificaci6 amb metotrexat i
citarabina a dosis altes associats a citostatics presents a la induccié.
Posteriorment, en funcié de la preséncia de MMR (>0,01%) es segueix el
tractament amb un trasplantament al-logénic o amb quimioterapia de
manteniment.
Manteniment
Durant 18 — 24 mesos, segons el protocol, el pacient pren diariament
mercaptopurina i s"administra metotrexat setmanalment. En alguns protocols
s’administren cicles de reinduccié amb prednisona i vincristina, associades o no
amb asparaginasa. En aquest periode la adheréncia al tractament és molt
important per evitar la recidiva de la malaltia.
Profilaxis del SNC: durant la induccié s’administra tractament intratecal amb
metotrexat sovint associat a citarabina i hidrocortisona o dexametasona.
Aguesta profilaxis es realitza en les restants fases del tractament, fins a un total
de 16-18 administracions, segons els diferents protocols. La radioterapia
holocranial ha caigut en desus.
Trasplantament al-logénic de progenitors hematopoetics: indicat en pacients
gue no assoleixen la resposta completa (RC) o la MMR resulta positiva amb la
quimioterapia convencional d’induccié o que presenten recidiva de la malaltia
un cop assolida la RC. En casos de pacients amb LAL de mal pronostic (presencia
de reordenament BCR-ABL1 o KMT2A/AF4, per exemple) i en els pacients amb
mala resposta molecular en general, el trasplantament esta indicat un cop
assolida la RC. La font dels progenitors preferible és la d’'un familiar HLA-idéntic
tot i que a la seva falta, els resultats actuals amb donants familiars haploidéntics
i donants no emparentats son practicament iguals.
L’acondicionament ha de ser mieloablatiu en primera opcié perd en malalts no
candidats es pot fer un acondicionament d’intensitat reduida. Els resultats del
trasplantament de progenitors hematopoetics (TPH) difereix en si es realitza en

primera RC o en les seglients, sent pitjor com més tard es faci.
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5.2 Criteris de resposta®:

Remissi6 completa: abséncia de signes i simptomes de malaltia amb
normalitzacié del recompte cel-lular a sang periférica amb >100x10°/L
plaquetes i >1x10°/L neutrofils i I'estudi medul-lar amb un recompte de blasts
igual o menor del 5%.

Remissié completa amb recuperacié hematologica incompleta: abséncia de
signes i simptomes de malaltia perd amb recuperacid incompleta del recompte
cel-lular a sang periféerica amb <100x10°/L plaquetes o <1x10°/L neutrofils i
I’estudi medul-lar presenta un recompte de blasts igual o menor del 5%.
Remissié completa amb recuperacié hematologica parcial: quan s’assoleix un
recompte de blasts igual o menor al 5% a I'estudi medul-lar, sense assolir la
normalitzacié dels recomptes cel-lulars a sang periférica pero amb >50x10°/L
plaquetes i >0,5x10°/L neutrofils.

Moll de I'ds aplasic o hiploplasic sense blasts: presenta un recompte de blasts
igual o menor al 5% a I'estudi medul-lar pero els recomptes cel-lulars a sang
periférica sén <50x10°/L plaquetes i/o <0,5x10°/L neutrofils.

Resposta parcial: entre 6 i 25% de blasts a moll pero al menys una reduccid del
seu nombre del 50% en relacié al recompte previ a l'inici tractament.

Malaltia en progressid: implica un augment del recompte de blasts a MO del
25% 0 més o un increment absolut de més de 5x10°/L de blasts a SP.

Malaltia estable: no compleix criteris de remissié completa, remissié completa
amb recuperacié hematologica incompleta, remissié completa amb recuperacio
hematologica parcial, moll de I'ds aplastic o hiploplastic sense blasts ni malaltia
en progressio.

Recaiguda hematologica: aparicié de >5% de blasts a MO o aparicié de blasts a
SP després d’haver documentat una remissié completa o una resposta
completa o una remissiéo completa amb recuperacié hematologica incompleta.
Recaiguda extrahematologica: deteccid de blasts en qualsevol localitzacié amb
<5% de blasts a MO.

Resposta completa molecular, malaltia minima residual negativa: MMR <10™

mesurat per PCR o citometria de flux.
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* Malaltia minima residual no detectable: estudi per PCR o citometria de flux de
la MMR sense identificacié de la mateixa.

e Recaiguda molecular: reaparicié de malaltia minima detectable >10™ pero
sense criteris de recaiguda hematologica per estudi morfologic a SP i MO.

* Progressido molecular: augment dels nivells de MMR en comparacié al basal

igual o superior a un logaritme sense criteris de recaiguda molecular.

També es descriu la malaltia primariament refractaria com aquella en que no
s’assoleix remissi6 completa després de rebre un tractament estandard

d’induccid.

5.3 Resultats:

En nen amb LAL les taxes de supervivéncia estan al voltant del 90% i els recents
resultats dels estudis per a pacients adolescents i adults joves (considerats dels 15
als 39 anys) amb LAL tractats amb esquemes inspirats en els protocols pediatrics,
assoleixen taxes de SLE i SG del 70% i 78%, respectivament™’. En el grup de poblacié
d’adults més grans, les taxes de supervivencia es situen al voltant del 40%

No obstant, aquest beneficis no s’han reflectit en el grup de poblacié d’adults grans
i vells amb estat general conservat, coneguts com ‘fit’ (considerats per sobre del 55
anys). En aquest grup heterogeni de pacients s’ha confirmat que el tractament
orientat i el bon control dels efectes adversos optimitzen el pronostic>’, assolint

taxes de remissié completa al voltant del 70%, pero supervivencies del 10-20%.

5.4 Tractament de la LAL amb cromosoma Philadelphia (LAL-Ph+)
Des de la introduccié dels inhibidors de la tirosin-cinasa (inicialment imatinib,
posteriorment la segona generacid (dasatinib), i finalment el ponatinib per a
resistents per la mutacié T315l) associada a la quimioterapia convencional, el
pronostic dels pacients amb LAL amb positivitat del cromosoma Filadélfia ha
millorat espectacularment, assolint taxes de RC que superen el 95% i en la meitat
dels casos son RC moleculars amb SLE del 40-60% i del 80% en nens. En els nens
generalment no es realitza consolidacié posterior amb TPH, el qual si és

recomanable en adults. En adults no candidats a TPH per edat o comorbiditats, la
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taxa de recidiva de la malaltia és elevada. En pacients que progressen durant el
tractament o posteriorment a imatinib o dasatinib, es requereix un estudi
mutacional per a detectar mutacions, especialment la T315l, a la qual sén resistents
els 2 farmacs perd que respon a ponatinb en un 40% del casos. La LAL-Ph+ que
recau o és resistent requereix consolidacié posterior amb TPH al-logénic, si assoleix

resposta.

5.5 Tractament de la LAL amb reordenaments KMT2A
Es tracta d’un subgrup de mal prondstic, que apareix més freqlientment en infants,
en adults representa el 5-11% de les LAL, en funcié si s’exclouen les LAL-Ph+ en la

poblacié®>*.

Es tracta amb quimioterapia i consolidacié posterior amb TPH
al-logénic en primera RC amb taxa de SLE del 40-60%. S’associen a mal pronostic

tenir una edat inferior a de 6 mesos i més de 300x10°leucocits/L.

5.6 Risc de recaiguda
Aproximadament un 10% dels nens i un 30% dels adults recauen durant el primer
any després d’haver finalitzat el tractament. Es el periode que presenta més
incidencia de recaiguda i posteriorment minva de forma progressiva sent molt baixa
després de 5 anys d’assolir la resposta completa (3 anys de la finalitzacié del
tractament). La recidiva habitualment es presenta a nivell medullar i sang

periférica, rarament afecte ailladament SNC i altres organs com els testicles.

5.7 Tractament de les recidives
La recaiguda és sempre greu perdo ho és de manera més dramatica si és sota
tractament o en els primers 6-12 mesos després de |'aturada del tractament
(recaiguda precog). S’ha demostrat que les recaigudes apareixen per expansio de
clones ja presents en els diagnostic i que el tractament les ha seleccionat. Per al
tractament de la recidives s’utilitzen pautes amb citarabina a altes dosis en
combinacié amb mitoxantrona i fluradabina, per exemple. En cas de recidives
tardanes s’acostuma a repetir I'esquema inicial de la LAL. En cas de recaiguda
extramedul-lar els malalts han de rebre, a més del tractament sistémic, tractament

local com la quimioterapia intratecal en casos de recaiguda a nivell del SNC o
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radioterapia testicular per a la recaiguda en aquest nivell. La millor opcié de

tractament per als pacients en segona RC és el TPH al-logénic.

La taxa de remissions completes es del 60-80% en infants i del 40% en adults, pero

la supervivencia perllongada disminueix a 40-50% en infants i menor al 20% en

adults. Per aquest motiu sovint s’inclou a aquest tipus de pacients en assaigs clinics

per a provar farmacs amb nous mecanismes d’accié i noves dianes. Actualment

s’han aprovat farmacs nous en el seu mecanisme d’accio per a pacients amb LAL en

recidiva com son la vincristina liposomica, la clofarabina, la nelarabina i el

blinatumomab. Es amb el blinatumomab i altres anticossos monoclonals amb els

gue s’estan obtenint els resultats més optimistes

57.1

Immunoterapia: es basa en la unié6 d'una immunoglobulina, quimeérica o
humanitzada, generalment de classe G (IgG) que s’uneix especificament a un
antigen localitzat a la cél-lula diana, en aquest cas, al blast. En alguns casos van
units a un agent citotoxic (anticossos monoclonals immunoconjugats), en altres
son biespecifics (implicant un limfocit T), amb intencié d’optimitzar els resultats

del tractament.

5.7.1.1 Inotuzumab: és un anticds monoclonal recombinant que resulta de la unié

covalent de wuna IgG4 humanitzada i un derivat semisintétic de la
caligueamicina. La caliqueamicina és un producte natural citotoxic produit per
fermentacié microbiana que és significativament més potent que els agents
citotoxics convencionals, i s'uneix al solc menor de I'ADN, tot causant la mort
cel-lular mitjangant el trencament de la doble cadena d'ADN. L'inotuzumab
reconeix especificament I'antigen CD22 que s’expressa en la membrana de las
majoria dels limfocits B sans i malignes, en el cas de la LAL es troba present en
un 90% dels casos®. No s’expressa en les cel-lules mare de cap estirp. El
tractament dirigit de la caligueamicina unida a linotuzumab permet ser
alliberada preferentment a les cél-lules tumorals mitjancant |'associacié al
marcador CD22. Aquest alliberament selectiu després de la unié de
I'inotuzumab al blast minimitza I'exposicié de la caliqueamicina als teixits que no
expressen el CD22. Amés, CD22 és una diana ideal donada la seva implicacié en

el transit intracel-lular. En I'estudi fase 3 per a pacients amb LAL-B en recaiguda
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/ recidiva es van observar millor taxes de RC en pacients que rebien inotuzumab
vs. aquells que van rebre la millor terapia de rescat que considerava I'equip
medic. També van presentar millor supervivéncia lliure de progressié i
supervivéncia global. La resposta va ser menys freqlient en pacients amb LAL-
Ph+ 0 amb la t(4;11)*°. Com a efectes secundaris reportats en aquest estudi i en
els previs cal destacar la citopénies i la sindrome d’obstruccié sinusoidal
hepatica. L'inotuzumab s’ha erigit com una terapia pont per el TPH al-logénic de
rescat en el pacient jove amb una LAL que recau o és resistent al tractament de

primera linia.

Figura 7. Mecanisme d’accié de I'inotuzumab®®.

Tumor Cell

Nucleus

Calicheamicin
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DNA

w/
Inotuzumab ozogamicin

5.7.1.2 Blinatumomab: és un anticos monoclonal biespecific que s'uneix a dos dominis
diferents: CD3 i CD19, que permet la unié d’un limfocit T (que expressa CD3) i
un limfocit B (que expressa CD19)°"*%, Més d’un 90% dels casos de LAL-B
expressen CD19 en més d’un 20% dels seus blats (freqiieéncia minima necessaria
per a que I'anticos sigui efectiu)®. Blinatumomab ha demostrat efectivitat en
pacients amb LAL en recaiguda o refractaris, en pacients amb LAL amb MMR
positiva i en malalts amb LAL Ph+ resistents i en recaiguda®. S’han descrit

efectes adversos rellevants sobretot a nivell de SNC per un mecanisme no ben
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conegut. La clinica inclou encefalopatia, afasia, tremolor i desorientacié de
caracter reversible en molts casos, perd que comporten una aturada prematura
del tractament en d’altres. En casos de clinica neurologica rellevant (grau 3 o
superior) cal aturar la infusié de blinatumomab i iniciar glucocorticoides i, en cas
de resolucié del quadre, es pot reiniciar la perfusié de blinatumonab a dosis
ajustades. Es per tot aixd que el blinatumomab esta contraindicat en pacients
amb antecedents d’alguna alteracié neurologica rellevant o infiltracié leucemia
a nivell de SNC. Paral-lelament s’ha descrit la sindrome d’alliberacié de
citoquines que sovint ocorre durant la primera infusiod i la simptomatologia pot
anar des de un quadre pseudo-gripal fins a un edema pulmonar, coagulopatia i
una fallada multiorganica. El risc de patir una sindrome d’alliberacié de
citoquines és directament proporcional a la massa tumoral determinada per
presentar més de 15x10°/L de blasts a SP o que representin més del 50% de la
cel-lularitat i es pot prevenir amb tractament citorreductor previ amb

glucocorticoides associats o no a ciclofosfamida.

Figura 8. Mecanisme d’accié del blinatumomab®.
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5.7.1.3 CAR-T cells: sigles que deriven de Chimeric Antigen Receptor T cells (limfocits T
amb receptors quimerics). Es una eina molt novedosa, encara en assaig, per al
tractament del cancer. Es basa en la modificacié genetica de limfocits T del
pacient de manera que apareguin fragments d’anticossos en la superficie de la
cel-lula dirigits contra determinats antigens®. Es una técnica complexa que
requereix temps: s’ha d’extreure els leucocits totals del pacient, seleccionar els
limfocits T i modificar-los per a que reconeguin I'antigen especific de la cél-lula
tumoral i finalment infondre’ls al pacient®®. S’estan estudiant en diferents tipus
de cancers tant solids com hematologics, perd els millors resultats s’estan
obtenint amb els CD19 CAR T cells per a processos limfoides com els limfomes
no hodgkinians, la leucémia limfatica cronica o la LAL, donat que CD19
s’expressa en practicament totes les hemopaties malignes de cél-lules B sense
expressar-se en cél-lules mare. Els tractament actuals es basen en CAR T de
segona generacié si bé s’han desenvolupat CAR T de tercera i quarta
generacié®®. Els efectes adversos més destacables dels CAR T CD19 sén la
sindrome d’alliberacio de citoquines amb mateixa clinica i prevencid que
I'explicat previament amb el blinatumomab (punt 5.7.1.2), perdo molt més
freqlient i intens; Jla neurotoxicitat, en alguns casos mortal, i /la
agammaglobulinémia per lisi dels limfocits B normals i que requereix

administracio periddica d’immunoglobulines®.

5.8 Efectes adversos
Tot i que més controlables i manejables, les citopénies i les infeccions secundaries a
les citopénies sén molt incidents durant el tractament, sobretot a la induccio, de la
mateixa manera que ho sén les nausees i els vomits. Es per aixd que s’ha treballat
en la optimitzacié de la tolerancia al tractament, en la minimitzacid6 de les
citopénies i en la prevencid de les infeccions per a poder completar el tractament
adequadament i minimitzar les morts per toxicitat directa. Aquests tractament,
considerats de suport, estan desenvolupats en el punt 5.9 de la present tesi. Altres

efectes adversos com els relacionats amb la irradiacid han disminuit des de
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Figura 9. Esquema de la produccié de les CAR-T cells.

1. T cells are collected 2. Amodified virus (blue) 3. CARs have two ends: a 4. Once designed, 5. The expanded popula-

from the patient.A machine is used to transfer binding site (blue) specific to millions of engine- tion of CAR T cells is
removes the desired cells DNA to the patient's the tumor cells, and a signaling ered CART infused into the patient

from th eblood, then returns T cells so they will engine that activates the T cell  cells are grown through a standard

the rest back to the patient. produce CAR proteins. to kill the tumor it binds to. in the laboratory. blood transfusion

I’eliminacié de la radioterapia en la profilaxis de la infiltracié leucemica a nivell de
SNC. Les dosis altes de glucocorticoides en edats precoces afavoreixen la pubertat
precog, |'osteoporosi, les cataractes i la necrosi 0ssia avascular, sobretot en el cap
de fémur. Les antraciclines poden generar miocardiopatia cronica i tardana, que és
dosi depenent. Finalment, i com efectes indesitjables a mig-llarg periode sén les
segones neoplasies causades generalment per inhibidors de la topoisomerasa II,

més freqlient en infants sovint per sobreviure més i durant més temps la LAL.

5.9 Tractament de suport
Donats els efectes adversos coneguts i que sovint provoquen endarreriments o
disminucié de les dosis seglients, paral-lelament a la quimioterapia es pauten
tractaments que milloren la tolerancia i redueixen les complicacions i que ja avui es
consideren imprescindibles dins de la pauta protocol-litzada de quimioterapia.
5.9.1 Mesures generals: no son considerades tractaments pero si que es tracta d’un
seguiment que ens indica la tolerancia al tractament o el requeriment d’aports
en forma d’hemoderivats o hidratacio, per exemple. Es recomanen controls

d’hemograma cada 48h i bioquimics al menys un cop per setmana. L’estudi de

39



5.9.2

593

5.9.4

TESI DOCTORAL

la fase plasmatica de la coagulacié i I'urianalisi es recomanen un cop a la
setmana i els cultius de sang i orina en quant el pacient presenta febre i abans
de qualsevol inici de tractament antibiotic.

Antiemeétics: tractament integrat per a qualsevol pauta quimioterapica. Permet
millorar la qualitat de vida del pacient, reduir I'hospitalitzacié i el control
ambulatori i s’ha d’iniciar abans del tractament quimioterapic. S’ha diferenciat
entre pautes quimioterapiques altament emetiques (>90% dels pacients
presenten emesi aguda sense prevencid), de risc emetic moderat (30-90% dels
pacients), baix (10-30% dels pacients) i minim (<10% dels pacients que reben el
tractament presenten emesi aguda sense profilaxis). Segons aquesta
classificacié es recomanen associacié d’agonistes de la 5-HT3 (ondansetron,
granisetron, per exemple), dexametasona, aprepitant i/o olanzapina per als d’alt
i moderat risc emeétic en pautes diferents, i agonistes de la 5-HT3,
dexametasona o metoclopramida per als de baix risc. Per al grup de pacients
gue reben tractament de minim risc emetic no es recomana cap pauta
profilactica i s’inicia el tractament en funcié de la clinica que presenti el
pacient64.

Profilaxis antiinfecciosa: donada la neutropénia causada per la infiltracié
medul-lar per la LAL i posteriorment causada per la quimioterapia, el risc
infeccids és molt elevat i és causa de mobilitat i mortalitat. També faciliten les
infeccions la disrupcid de les mucoses i la immunodeficiéncia causada per la
quimioterapia. El tractament antimicrobia profilactic ha millorat la
supervivencia dels pacients i s’ha de mantenir fins a la resolucié de la
neutropénia. En cas de LAL les profilaxis recomanades sén les exposades a la
Taula 8%. En casos determinats també es recomana la profilaxis en front al
Pneumocystis jirovecci amb trimetoprim/sulfametoxazol associat a aports d’acid
folic.

Suports transfusional: igual que passa amb la neutropénia, I'anemia i la
trombocitopénia inicialment no secundaries a la infiltraci6 medul-lar per blasts i

posteriorment per toxicitat de la quimioterapia. Es recomana mantenir els
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Taula 8. Recomanacions per la prevencié infecciosa en pacients amb leucémia aguda limfoblastica

que reben tractament quimioterapic®®.

‘ Profilaxis Infecciosa

Bacteries 1. Fluoroquinolones (levofloxaci)

Fongs 1. Azols (fluconazol, itraconazol voriconazol o posaconazol)
2. Equinocandines (micafungina, caspofungina o anidulafungina)

3. Amfotericina B

Virus 1. Aciclovir, famciclovir o valaciclovir

5.9.5

nivells d’hemoglobina per sobre de 80 g/L tret en casos de pacients que
presentin antecedents de cardiopatia, pneumopatia o mala tolerancia a
I'anémia amb clinica anginosa requerint mantenir nivells més elevats
d’hemoglobina. L’aport d’'un o 2 concentrats vindra determinat per la
concentracié de I’hemoglobina i pel protocol de cada centre. A nivell de les
plaquetes, es recomana mantenir nivells superiors a 10x10°/L i és per sota
d’aquets valors que es transfon, generalment, un pool de plaquetes. També és
comu l'aport amb valors més elevats en cas de presentar febre donat el consum
de plaquetes en aquesta situacid, en cas de sagnat agut significatiu o de forma
profilactica davant de qualsevol procediment invasiu.

Factors de creixement: des dels inicis de la década dels 90 del segle passat s’ha
pogut associar analegs del factor estimulador de colonies granulocitiques (G-
CSF) per a la prevencid i tractament de la neutropénia causada per la
quimioterapia escurcant la durada de la mateixa i, per tant, les seves
complicacions infeccioses®®. La posologia i indicacié ve determinada pel grup de
tractament: tant es pot donar de forma constant en la induccid i consolidacid
(grups alemany®, frances®, i italia®, per exemple) o en casos de sospita de
neutropénia llarga, en casos d’haver presentat neutropénia grau 4 o

neutropénia febril de qualsevol grau en funcié (grup espanyol’).
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HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS
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HIPOTESI DE TREBALL

La LAL en I'adult és una malaltia altament mortal tot i el tractament. La identificacié de
grups de risc amb intensificacié del tractament ha premés optimitzar la supervivéncia i
reduir la toxicitat en pacients amb LAL de risc estandard. En el cas concret de la LAL amb
cromosoma Ph el tractament amb inhibidors de la tirosin-cinasa ha generat una milloria
espectacular de la taxa de respostes i de la supervivéncia global dels pacients.

Es ben reconegut i demostrat que I'estudi citogenétic és una eina basica per a determinar
el pronostic dels pacients amb LAL. El cariotip complex, el cariotip monosomic i la t(4;11)
han estat molt ben estudiats en la LAM i el seu impacte pronostic negatiu s’ha confirmat en
diferents treballs. No obstant, en la LAL sén escassos els estudis que han analitzat la
importancia d’aquests trets citogeneétics en la resposta al tractament i la supervivéncia del
pacient, de igual manera que |'associacid d’alteracions citogenétiques afegides al
cromosoma Ph en la LAL-Ph. Aixi doncs, vam hipotetitzar que la preséencia de qualsevol
d’aquestes alteracions en el cariotip en el moment del diagnostic implicaria pitjor
pronostic, el que permetria seleccionar una subpoblacié de pacients de més alt risc, als

quals poder recomanar un tractament quimioterapic més intensiu o diferent.
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OBJECTIUS

1. Avaluar I'impacte pronostic del cariotip complex (CC) i del cariotip monosomic (CM)
en pacients adults amb LAL de nou diagnostic.

1. Determinar el nimero d’alteracions citogenetiques que conformen el CC i
analitzar la probabilitat de supervivéncia en aquests pacients.

2. A partir de la definicié del CM per a LAM i sindrome mielodisplasica (SMD),
identificar el pacients amb LAL que presenten aquest cariotip i analitzar la
seva probabilitat de supervivéncia.

2. Analitzar la freqliéncia i la implicacié en el pronostic de la t(v;11923) / KMT2A en
pacients adults amb LAL de nou diagnostic.

1. ldentificar les diferents translocacions que afecten al cromosoma 11q23.

2. Analitzar I'impacte que té la t(v;11923)/ KMT2A en la supervivéncia dels
malalts amb aquesta alteracié citogenética.

3. Annex. Estudiar la freqliiéncia de les alteracions citogenetiques afegides al
cromosoma Ph en adults joves i grans amb LAL Ph positiva de nou diagnostic,
tractats amb quimioterapia i inhibidors de la tirosin cinasa.

1. Identificar els pacients amb LAL amb cromosoma Ph i localitzar els que
presenten alteracions citogenetiques afegides.

2. Analitzar I'impacte que té la preséncia d’altres alteracions citogenétiques
afegides en la supervivéncia.

3. Analitzar I'impacte que té la preséncia de monosomies en la supervivéncia.
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RESULTATS
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ARTICLE 1

Significat pronostic del cariotip complexe i del cariotip monosomic en pacients adults

amb leucémia aguda limfoblastica tractada amb protocols ajustats al risc.

La LAL és una malaltia molt heterogenia des del punt de vista citogenétic. El cariotip és un
predictor del pronostic en pacients amb LAL. L'impacte pronostic desfavorable del cariotip
complex (CC) ha estat escassament descrit, mentre que la rellevancia pronostica del
cariotip monosomic (CM) no ha estat suficientment avaluada. En aquest estudi el nostre
proposit ha estat avaluar el valor pronostic del cariotip complex i del cariotip monosomic
en malalts adults amb LAL tractats amb protocols adaptats al risc del grup PETHEMA. EI CC
va ser definit seguint els criteris de Moorman i el CM seguint els criteris de Breems per la
LAM.

Vam revisar els cariotips de 881 pacients adults amb LAL tractats amb protocols PETHEMA
entre els anys 1993 i 2012, dels quals finalment només van ser avaluables 631 (es van
retirar els casos que no presentaven creixement o que presentaven cariotip normals amb
menys de 15 metafases analitzades) i vam analitzar la freqiieéncia tant del CC com del CM i
el seu impacte pronostic amb I'analisi de la taxa de remissions completes, la seva durada i
la supervivencia global. Trenta-tres pacients (9,2% dels 364 pacients avaluables) tenien
cariotip complex i 68 (12,8% dels 535 pacients avaluables) cariotip monosomic. No es van
identificar diferencies en la taxa de RC, en la seva durada ni en la SG en funcié de si tenien
CC o CM en l'estudi de la série global. Tampoc es van trobar diferéncies en I'analisi del
subgrups d’alt risc, en funcid I'origen B o T de la LAL, en el subgrup amb t(9;22) (haguessin
estat tractats amb imatinib o no, només per a I'analisi del CM), ni en funcid de si havien
rebut quimioterapia sola o amb posterior consolidacié amb TPH.

Per tant, segons el nostre estudi, el CC i el CM no tenen impacte en el pronostic dels
pacients adults amb LAL. La limitacid principal d’aquest estudi és el seu caracter
retrospectiu, la heterogeneitat dels pacients (de risc estandard i d’alt risc), i els diferents

protocols emprats.
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Original Article

Prognostic Significance of Complex Karyotype and Monosomal
Karyotype in Adult Patients With Acute Lymphoblastic
Leukemia Treated With Risk-Adapted Protocols

Cristina Motllé, MD'; Josep-Marfa Ribera, PhD'"; Mireia Morgades'; Isabel Granada, PhD'; Pau Montesinos, PhD?;
José Gonzélez-Campos, PhD¥; Pascual Feméndez-Abelldn, PhD?; Mar Tormo, PhD®; Concepcién Bethencourt, PhDS;
Salut Brunet, PhD’; Jeslis-Mana Herndndez-Rivas, PhD® Maria-José Moreno, PhD?; Josep Sarra, PhD'™;
Eloy del Potro, PhD"; Pere Barba, PhD'?; Teresa Bernal, PhD'®; Carlos Grande, PhD'¢; Javier Grau, MD'; José Cervera, PhD?;
Evarist Feliu, PhD"; and the PETHEMA Group, Spanish Society of Hematology

BACKGROUND: The karyotype is a predictor of outcomes in adults with acute lymphoblastic leukemia (ALL). The unfavorable prog-
nostic significance of complex karyotype (CK) has been reported, whereas the prognostic relevance of monosomal karyotype (MK)
has not been consistently evaluated. We aimed to assess the prognostic value of CK and MK in adults with ALL treated with risk-
adapted protocols of the Spanish PETHEMA Group. METHODS: The karyotypes of 881 adult ALL patients treated according to the
protocols of the PETHEMA Group between 1993 and 2012 were centrally reviewed. CK and MK were assessed according to Moorman's
criteria, and Breem's criteria, respectively. Specific analyses according to the risk groups and to the presence of t(9:22) were per~
formed. RESULTS: Of 364 evaluable patients 33 (9.2%) had CK, and 68 of 535 evaluable patients (12.8%) had MK. Complete remission
rate, remission duration, and overall survival were not significantly different according to the presence of CK or MK in the whole se-
ries, according to the B or T lineage, in the high-risk group, or in patients with t(9:22), regardless of imatinib treatment, and in
patients who received chemotherapy alone or chemotherapy followed by stem cell transplantation CONCLUSIONS: Our study shows
that CK and MK were not associated with a worse prognosis in adult patients with ALL treated with risk-adapted or subtype-oriented
protocols. In patients with Ph+ ALL, MK did not have an impact on prognosis irrespective of imatinib treatment. Cancer
2014;120:3958-64. © 2014 American Cancer Sodety.

KEYWORDS: acute lymphoblastic leukemia, adults, complex karyotype, monosomal karyotype, prognosis..

INTRODUCTION
Cytogenetic abnormalities constitute an importnt prognostic factor in adult patients with acute lymphoblastic leukemia
(ALL). Some recurrent abnormalities define ALL subgroups and are used for risk stratification in most studies."® In
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TABLE 1. Risk-Adapted and Subtype-Orientd Pro-
tocols From the PETHEMA Group Included in the
Present Study

Protocol Number of
Risk Category (Reference) Patients (%)
Standard risk® LAL-RI-96 (12) 86 (0.8)
LAL-RI-08° 29 (33)
High risk, Ph negative® LAL-AR-93 (13) 196 22.2)
LAL-AR-03" (14) 348 39.5)
LAL-OLD-07 (15) 30 8.4)
High risk, Ph positive, no TKI LAL-AR-93 (14) 39 4.4)
LAL-Ph-00* 27 8.1)
High risk, Ph positive, TKI CSTBES-2 (16) 5 (0.6)
LAL-OPh-07 (15) 36 @4.1)
LAL-Ph-08 (17) 32 @3.6)
Mature B acute LAL-97 (18) 25@2.8)
lymphoblastic leukemia BURKIMAB-08 (19} 28 (3.2)

Abbreviations PETHEMA, Programa Espanol de Tratamientos en Hema-
tologla; Ph, Philadelphia chromosome; TKI, tyrosine kinase inhibitors.
“Standard risk criteria: age <30 years, white blood cell count <30 X 109/L
and absence of t{9;22) or BCR/ABL, t{4;11) or MLL rearangements.

® High-risk criteria are any of the following: age >30 years, white blood cal count
>30 x 109/L, presence of 1{8;22) or BCR/ABL, t{4;11) or MLL reamrangements.
“NCT02036489 trial, unpublished resuits.

“0One patient with Burkitt's leukemia was yusly assigned to high-risk
Ph-negative acute lymphablastic leukemia protocal.

“NCT00526305 trial, unpublished results

addition, specific therapies have been developed for
patients with t(9;22), and immunochemotherapy has pro-
ven effective in those with t(8;14), t(8;22), or t(2;8).

A complex karyotype (CK) is currently defined as a
karyotype showing more than 3 unrelated chromosomal
abnormalides and is a well-recognized prognostic factor
in patients with acute myeloid leukemia (AML). How-
ever, the impact of CK on the prognosis of ALL patients
has been scarcely studied. Moorman et al' demonstrated
the unfavorable impact of CK (defined as having 5 or
more unrelated chromosomal abnormalities) in adults
with ALL included in the MRC UKALL XI/ECOG
E2993 wrial. However, although this prognostic marker
has been incorporated into the definition of high-risk
(HR) ALL by most groups, its prognostic significance
has not been consistendy validated in large series. In
turn, a monosomal karyotype (MK) is defined as the
presence of 2 or more different autosomal chromosome
monosomies or a single monosomy in the presence of
structural abnormalities. The unfavorable prognosis of
MK in AML was first described by Breems et al’ and has
been validated by other groups.8'9 However, to date, its
prognostic significance in ALL patients has only been
evaluated in a small series of adult patients with Philadel-
phia chromosome-negative ALL."

The aim of this study was to analyze the prognostic
significance of CK and MK in a series of adult patients
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diagnosed with ALL between 1993 and 2012 and weated
according to the risk-adapted protocols of the
PETHEMA (Programa Espanol de Tratamientos en
Hematologia) Group.

PATIENTS AND METHODS

Patients diagnosed with ALL from 1993 to 2012 in 65
Spanish centers and treated with risk-adapted or subtype-
oriented PETHEMA protocols (Table D> were
included. The study was approved by the Institutional
Review Board of the Hospital Germans Trias i Pujol. Di-
agnosis of ALL was made by morphological, cytofluoro-
metric, and cytogenetic study of bone marrow (BM).
Chromosomal analyses of BM and/or peripheral blood
(PB) were performed in insttutional laboratories, and
karyotype reports were reviewed centrally. Specimens
were processed using direct methods and unstimulated
short-term (24- and 48-hour) cultures with G-banding
analysis. A minimum of 20 metaphases was required
define a normal karyotype, whereas no growth was consid-
ered in cases with less than 20 normal metaphases. To
define monosomy, at least 3 metmphases with this altera-
tion were required. The criteria of the International Sys-
tem for Human Cytogenetic Nomenclatures'' adapted to
every year edition were employed for karyotype descrip-
tions. Fluorescent in situ hybridization (FISH) for BCR-
ABL, MLL, and MYC was performed in patients with nor-
mal karyotypes or without evaluable metaphases. Patients
with FISH as the only cytogenetic study were excluded
from the analysis of CK and MK.

Definitions of Complex Karyotype and
Monosomal Karyotype

A CK was defined as a karyotype showing 5 or more unre-
lated chromosomal abnormalities in the absence of estab-
lished randocations (¢{9;22], t{v;11q23], t[1;19], t[8;14],
and t[14q32])" or ploidy subgroups. An MK was defined
as the presence of 2 or more distinct autosomal chromo-
some monosomies or a single autosomal monosomy in
the presence of structural abnormalities,” and all abnor-
mal karyotypes were included for the study of MK.

Outcome Measures

Complete remission (CR) was defined as less than 5%
marrow blasts, absence of blasts in PB, with recovery of
hematopoiesis (neutrophils >1000/pL and platelets
>100,000/pL), without extramedullary disease. CR dura-
tion was defined as the time from the date of CR until the
date of relapse or the last follow-up in CR. Overall
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TABLE 2. Acute Lymphoblastic Leukemia Characteristics at Diagnosis in the Whole Series and in the
Patients With a Complex Karyotype (CK) and a Monosomal Karyotype (MK)

Whole Series Patients With CK  Patients Without CK  Patients With MK Patients Without MK
Characteristic (n=631)° (n=233) (n=324) (n=68) (n=464)
Age {y), median (range) 34 (15-82) 28 (15-70) 30 (15-69) 34 (15-78) 33 (15-82)
Sex (male), n (%) 349 (55.3) 20 (60.6) 184 (56.8) 40 (58.8) 253 (54 5)
WBC court (x 107 L), 16 (0.1-842) 11.7 (1.9-289.8) 17 (1-842) 13.60 {0-289.8) 18 (1-842)
median (range)
Mediastinal mass, n (%) 57/570 (10) 5/31 (16.1) 49/319 (15.4) 7/62 (11.3 48/429 (11.2)
CNS involverment, n (%) 33/595 {5.5) 1/30 (3.3) 13/313 4.2) 4/62 8.5) 24/439 {5.5)
B phenctype, n (%)* 491 (80.8) 19 (63.3) 218 (69) 50 (80.6) 350 (77.8)
Early pre-B 77 (15.7) 5 (26.3) 44 (20.2 10 20) 59 (16.8)
Common 287 (58.4) 10 (52.6) 140 $6842) 3162 204 583)
Pre-B 72 (14.7) 4(21.1) 34 (15.6) 8(16) 52 (14.9)
Mature B 53 (10.8) 0 0 1@) 33 0.4
B, nonspecified 20.4 0 0 0 2 (0.6)
T phenotype, n (%)* 117 (19.2) 11 (36.7) 98 (31) 12 (19.4) 100 222)
Pre-T/pro-T 21(17.9) 1(9.1) 18 (18.4) 1(8.3 18 (18)
Cortical T 32 27.4) 1(9.1) 29 (29.6) 3 @25) 29 (29)
Mature T 16 (13.7) 3(27.3) 11(11.2) 2 (16.7) 13 (13)
T, nonspecified 48 (41) 6 (54.5) 40 (40.8) 6 50) 40 (40)
Cytogenetic subgroups®
Normal 165 (26.1) NA 165 NA 165
1(9;22)/BCR-ABL 139 (22 NA 139 15 124
(8:14); ¥(822), 12:8), 54 (8.6) NA 54 1 55
C-MYC
t{vi11q23) 38 @) NA 38 6 32
%1;19) 16 (2.6) NA 16 4 12
+8 34 (5.4) 3 31 8 26
-7 21(3.3 4 17 17 4
del9p 17 2.7) 2 15 4 13
Hyperdiploidy 47-50 63 (10.0) 3 80 8 55
Hyperdiploidy 51-65 61(9.7 8 55 10 51
Hypodiploidy 40-45 36 (5.7 a 27 27 9
Hypodiploidy 30-39 305 0 0 3 0

Abbreviations WBC, white blood cell; CNS, central nervous systam; NA: not applicable.
No significant differences were obsarved on comparison of patients with and without CK and with and without MK

*In 23 cases, the phenotype was not avalable.
" Sixty-two patients had FISH as the only cytogenetic study.
“Patiants could have more than 1 cytogenetic abnormality.

survival (OS) was defined as the time from diagnosis to
the last follow-up or death.

Statistical Analysis
The primary objectives of the study were CR rate, CR du-
ration, and OS according to the presence of CK (=5
abnormalides) or MK. The study was performed in the
whole series, in the subsets of patients with B- or T-
lincage ALL, in those with Ph-negative ALL and Ph-
positive (Ph+) ALL (including a specific analysis for
patients treated with imatinib-based regimens), and sepa-
rately for patients with HR Ph-negative ALL who received
chemotherapy or chemotherapy and hematopoietic stem
cell transplantation (HSCT) in the first CR. A secondary
study defining CK according to the presence of 4 or more
unrelated chromosomal abnormalities was performed.

A descriptive study of the main demographic, clini-
cal, hematologic, and cytogenetic variables in the whole
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series was performed. The Kruskal-Wallis test (continu-
ous variables) or the Pearson chi-square or Fisher exact
test (categorical variables) was used for comparisons
between groups. Actuarial curves for CR duration and OS
were plotted by the Kaplan and Meier method and were
compared by the long-rank test. Ninety-five percent con-
fidence intervals (95%CIs) were calculated for the proba-
bilities. The significance level was fixed at P < .05.

RESULTS

Patients and Demographic Data

From 1993 to 2012, a toral of 881 patients were diag-
nosed with ALL in 65 Spanish hospitals. The karyotypes
of 631 patents (71.6%) were evaluable after review.
Forty-seven of 881 patients (5.3%) were excluded becaue
of the lack of substantial clinical information, and 203
(23%) were not evaluable because of lack of growth and
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TABLE 3. Most Frequent Monosomies Observed in
the Patients From the Present Study®

Chromosome Number n
7/ 17
9 14
13 13
3 1
17 10
18 9
16 8
14 8
10 6
20 8
5 5
4 5
8 5
15 5
20 5
12 3
21 3
2 3
6 2
1 2

2 1

19 1

“Thirty-nine patients had 1 monosomy and 29 had more than 1.

negativity of the FISH study. The median age of the
evaluable patients was 34 years (range, 15-82 years), and
349 patents (55.3%) were male. Four hundred ninety-
one patients (80.8%) had B-lincage ALL. The main
patient and ALL characreristics at bascline are shown in
Table 2.

Cytogenetic Results

One hundred sixty-five of 631 total evaluable patients
(26.1%) had a normal karyotype. The most frequent rear-
rangement was t(9;22), or BCR-ABL, observed in 139
patients (22%); see Table 2. Fifty-four patients (8.6%)
presented c-MYC rearrangement by cytogenetics or FISH,
and 38 (6%) showed t(v;11q23). High hyperdiplody was
the most frequent numeric alteration, presentin 61 cases
9.7%).

Thirty-three of 357 evaluable patients without
19;22), t(v;11q923), (1;19), «(8;14), and t(14q32) rear-
rangements (9.2%) had CK according to Moorman’s cri-
teria.' In turn, 59 of 357 evaluable patients (16.5%)
presented 4 or more karyotypic alterations. Patients with
CK were comparable with those without CK for the main
ALL characteristics at baseline (Table 2).

Sixty-cight of 532 evaluable patiens (12.8%)
showed MK. There were 99 patients who were not
evaluable for the study of MK cither because the
karyotype was only analyzed by FISH or polymerase
chain reaction (n=62) or because the karyotrype
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information was insufficient for the evaluation of the
presence of MK (n=37). The MK in these 68
patients included 2 or more autosomal monosomies in
29 patients (42.7%) and 1 autosomal monosomy plus
1 or more structural abnormalities in 39 (57.3%). All
chromosomes except chromosome 1 had monosomy in
at least 1 padent. The most repetitive monosomies
involved chromosomes 7 (17 patients), 9 (14 patients),
13 (13 patients), 3 (11 patients), and 17 (10 patients);
see Table 3. No significant clinical or biological differ-
ences were found on comparison of patients with and
without MK (Table 2). Twenty patents who presented
CK were clasified as also having MK.

Outcome Analyses According to Complex
Karyotype and Monosomal Karyotype.

Table 4 shows the outcomes according to the presence
of CK and MK in the different study groups. With
regard to CK, there were no satistically significant dif-
ferences in the CR rate, CR duration, or OS for either
the whole series or the subgroups of HR ALL patients
treated with chemotherapy or with chemotherapy and
HSCT in the first CR (Table 4, and Fig. 1A,B). No
differences in the outcomes were found when the CK
was defined as having 4 or more unrelated chromo-
somal abnormalites.

No differences in any ouwome measure were
observed on comparison of patients with MK and without
in the whole series (Table 4 and Fig. 2A,B) or in patients
with Ph+ ALL (including the subgroup of patents
treated with imatinib) in Ph-negative ALL or when
patients with mature B-ALL were excluded (Table 4).
However, the subgroup of patients with Ph-negative ALL
and MK who received HSCT showed a trend toward bet-
ter OS compared with the transplanted patients without
MK, although the number of cases in the first group
(n =10) was very low. No differences were observed in
any outcome measure according to the presence of the
most prevalent monosomies (chromosomes 3, 7, 9, 13,
and 17) or according to the number of monosomies (1 vs
more than 1). In addition, patients with monosomies of
chromosomes 5 and 7 did not have different outcomes
compared with those with the remaining monosomies
(Supplemental Table 1).

Finally, there were differences in the probability of
CR duration according wo B versus T lineage for the
patients with CK and MK (Table 4), but the number of
patients was too small to draw consistent conclusions.
Indeed, these differences were also present on comparison
of B versus T patients without CK.

3961

56



TESI DOCTORAL

Original Article

TABLE 4. Outcome Results According to the Presence of a Complex Karyotype (CK) and a Monosomal
Karyotype (MK) in the Whole Series and in the Subgroups of Patients Analyzed

CR Duration
Probability OS Probability
CR Rate (%) at 5 Years (%) at 5 Years
Group n (%) (%) P (= 95% Cl) P (= 95% Cl) P
CK (>5 abnormaliities) 33(9.3 7 .93 55+23 425 3B x18 256
No CK 324 (90.7) 89 5 +7 40+6
CK (>4 abnormalities) 41 (115) 81 137 521 463 3B *+16 164
No CK 316 (88.5) 89 5+7 406
CK (>3 abnormalities) 58 (162) 81 093 54 +17 292 31%15 87
No CK 316 (88.5) 89 52+7 41+6
MK 68 (12.8) 82 318 66 %15 462 40 +14 913
No MK 464 (87.2) 87 4916 3B+5
MK (excluding 66 (133) a2 257 65 *15 .488 3?14 987
Burkitt's leukemia)
No MK (exdluding 430 (86.7) 87 477 U=+5
Burkitt's leukemia)
Ph-negative MK 53 (12.3) 83 .389 61%16 975 4 +15 920
Ph-negative no MK 379 (87.7) 87 517 38+*6
Ph-negative MK 52 (13.1) 83 302 60 =17 923 2 *15 982
(exdluding Burkitt's ALL)
Ph-nagative no MK 345 (86.9) 88 507 37+6
(excluding Burkitt's ALL)
Ph-positive MK 15 (15) 79 448 86 +26 079 2 +34 .886
Ph-positive no MK 85 (85) 84 35 +17 1+13
Ph-positive (imatinib) MK 10 (198) 89 560 100 107 62+35 715
Ph-positive (imatinib) no MK 41 B04) 2] 56 +24 33+23
High-risk Ph-negative CK 29 (9.6) 76 099 50 +24 .326 31+19 .345
High-risk Ph-negative no CK 272 (90.4) 87 50+8 B+6
High-risk Ph-negative MK 46 (138) 80 289 54 + 18 830 38+186
High-risk Ph-negatve no MK 293 (86.4) 8 48 +8 u*6
High risk, Ph negative
— Chemotherapy only 8@B.49 100 NA 50+35 247 63+34 770
CcK 87 @18) 100 56 +12 58 +12
No CK NA .880 964
— Chemotherapy and 80.3 100 5140 47 £37
HSCT in first CR
CcK 78 90.7) 100 NA 50+13 298 36 *11 890
No CK
— Chemotherapy only 12 (11.1) 100 NA 52 +31 285 67 =27 052
MK 96 (889) 100 55 +12 55+ 11
No MK
— Chemotherapy 10 (109) 100 70+28 66 =32
and HSCT
in first CR
MK 82 @9.1) 100 47 %13 211
No MK
No CK B lineage 218 69) 89 831 53+9 .048 4@2+8 .367
No CK T lineage 98 (31) €0 47 +12 36 =10
CK B lineage 19 (63) 84 .380 67 £27 .052 45 +26 130
CK T lineage 11 (37) 73 2+35 1823
MK B lineage 50 (81) 86 .305 7116 .035 40 +17 223
MK T lineage 12 (19) 75 38+34 33+27
No MK B lineage 349 (78) 87 978 48+8 184 3B+6 785
No MK T lineage 100 (22) 87 45+ 12 34 =10
Abbreviations Cl, confidence interval; ALL, acute lymphoblastic leukemia; CR, complete remission; HSCT, hematopoietic stem cell transpl on; NM, no

Moorman criteria OS, owerall survival; Ph, Philadelphia chromosome.

DISCUSSION

This study of a large group of adult patients with ALL
treated according to risk-adapted prowcols from the
PETHEMA group shows that CK and MK did not have
prognostic significance, in either the whole series or when
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specific subgroups (t[9;22], high-risk Ph negative) or
treatment strategies (chemotherapy or chemotherapy and
HSCT) were considered.

In 2007, Moorman et al' defined the CK as that
showing 5 or more abnormalities in the absence of
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Figure 1. (A) Complete response (CR) duration and (B) over-
all survival (OS) for patients with acute lymphoblastic leuke-
mia according to the presence of a complex karyotype (CK).

established translocations. Of 1522 patients enrolled in
the MRC UKALLXIVECOG E2993, 1003 showed
evaluable karyotypes, and 41 (5% of Ph-negative patients)
had CK. This study showed that patients with CK had a
poor outcome in terms of OS and event-free survival,
with most of the relapses occurring in the first 2 years after
diagnosis." The Southwest Oncology Group® attempted
to validate these results, but analysis of the prognostic
value of CK could not be performed because of the small
number of patients included in the 9400 Study. However,
when the patients with CK were combined with other
patients with HR cytogenetic features such as t(4;11), low
hypodiploidy, and t9;22), poor outcome in terms of CR,
OS, and relapse-free survival was shown.

The main karyotypic abnormalities observed in our
study are similar to those found by other groups in adult
ALL.*® The incidence of CK was 9.2%, and no prognos-
tic impact was observed in either the whole series or when
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Figure 2. (A) Complete response (CR) duration and (B) over-
all survival (OS) for patients diagnosed with acute lympho-
blastic leukemia according to the presence of a monosomal
karyotype (MK).

the type of postconsolidation treatment (chemotherapy or
HSCT) was considered. The trend for a best OS probabil-
ity observed in those patients with CK who received
HSCT should be considered with caution because of the
small number of transplanted patients with CK. When we
considered CK as a karyotype with 4 or more abnormal-
ites, as defined in AML, no prognostic impact was shown
for any outcome measure.

Breems et al” first described the negative prognostic
impact of MK in patents with AML. In that study MK
was defined as any karyotype without core-binding factor-
assodated chromosomal abnomalities that presented 2 or
more monosomies or 1 monosomy associated with a struc-
tural abnomality. The prevalence of MK in AML is 20%-
30% in non-Asian patients’ =" and less than 20% in Asian
patients.” The most frequent monosomies observed in
AML involve chromosomes 5 and 7,%%" but all autosomal
chromosomes have reportedly been involved.” In the
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present study, the incidence of MK in adult ALL patients
was 12.8%, lower than that found in AML. Different from
that in AML patients, the frequency of involvement of
chromosomes 5 and 7 was low, and there was no predomi-
nance of any spedfic monosomy. To the best of our knowl-
odge, there is only 1 published smudy evaluatng the
prognostic impact of MK. Kenderian et al'® studied the
inddence and prognostic significance of MK in 112 adult
patients with Ph-negative ALL. Nineteen (16.9%) showed
MK, and no signifiant differences were found in leukemia-
free survival and in OS on comparison with patients with-
out MK, as was found in our study. Our results show that
MK was not associated with a worse prognosis in cither the
whole series or in the different ALL subgroups analyzed,
including Ph+ ALL patients. The different prognostic
impact of MK in AML versus. ALL probably reflects the
different prognostic significance of the monosomies of
chromosomes 5 and/or 7 in these 2 types of acute leukemia,
with a dear negative impact in AML, and no prognostic
significance in ALL, as observed in our study.

Different from what was shown in the Moorman
study,’ the main limitation of the present report is the het-
erogeneity in the treatments administered to the patients.
However, the analysis of subgroups of patients with more
specific therapeutic approaches confirmed the lack of
prognostic impact of CK and MK. Consequently, addi-
tonal studies in other large series of adult ALL patients
are needed t definitively esmblish the prognostic impact
of these cytogenetic categories.
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ARTICLE 2

Freqiiéncia i significat pronostic dels reordenaments t(v;11q23)/KMT2A en pacients

adults amb leucémia aguda limfoblastica tractats amb protocols adaptats al risc.

El cariotip és factor predictiu un ben conegut del pronostic dels pacients amb LAL de recent
diagnostic. Els reordenaments de la regié 11923 inclouen el gen KMT2A (antic MLL) i sén
causa de mal pronostic. En el present estudi vam analitzar el pronodstic de la preséencia
d’aquesta translocacid en pacients adults tractats amb protocols PETHEMA. Vam identificar
46 pacients i 38 d’ells van assolir una RC despreés de la induccid, que es va mantenir després
de la consolidacié en 25 casos. Dotze d’aquets 25 casos van rebre un trasplantament de
progenitors al-logenic i els altres 13 van continuar amb tractament quimioterapic amb
intensificacio i manteniment.

La probabilitat de mantenir la RC als 5 anys va ser del 37% (IC 95%, 19%-55%) i d’estar viu
(SG) del 20% (IC 95%, 5%-35%). En el primer cas vam veure una tendéncia a millor durada
de la RC en aquells casos que es consolidaven amb un trasplantament al-logénic en
comparacié a aquells que feien quimioterapia de manteniment. La SG també va ser millor,
pero sense significat estadistic, en aquells malalts que van assolir una MMR <0,1% després
de la induccié.

La nostra serie confirma el mal pronostic dels pacients amb reordenaments del KMT2A
descrit en series prévies. Cal buscar tractaments especifics per a aquest tipus de malalts
gue puguin optimitzar el pronostic. D’altre banda, suggereix que I'estudi de la MMR pot

tenir valor pronostic, fet que no esta prou investigat en aquest subtipus de LAL.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
The karyotype is an important predictor of outcome in acute lymphoblastic leukemia (ALL). Received 28 December 2015
Rearrangements of the 11g23 region involving the KMT2A gene confer an unfavorable prognosis. ~ Revised 21 March 2016
Forty-six adult ALL patients from the PETHEMA Group treated with risk-adapted protocols, with ~ Accepted 31 March 2016
t(v;11g23) were selected for this study. Complete response (CR) was attained in 38 patients; 25 RETRORSS
remained in CR after consolidation. Twelve (48%) received allogeneic hematopoietic stem cell KMT2AVMLL: acute
transplantation (HSCT) and 13 delayed intensification and maintenance. The 5-year CR duration lymphoblastic leukemia;
probability was 37% (95% Cl, 19%-55%). A trend for a longer CR duration was observed in  ypp

patients undergoing HSCT vs. those receiving chemotherapy. The 5-year overall survival (OS)

probability was 20% (95% Cl, 5%—-35%). The OS was better, albeit not significant, in patients with

a MRD level <0.1% after induction (39% [95% Cl, 14%—64%)] vs. 13% [95% O, 0%—36%)). Specific

treatment approaches are required to improve the outcome of patients with KMT2A-

rearrangements.

Introduction inhibitors has improved the prognosis of patients with
t(9;22) ALL, no specific drugs for KMT2A-rearranged ALL
are available, although several drugs are currently under
investigation in the setting of clinical trials [8-11]

The depth of response is currently considered as

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) preferentially
involves children and adolescents, being an infrequent
disease in adults. A cytogenetic study is essential for

achieving the diagnosis and it is also a powerful prog- 2 2 2
nostic marker, The very high-risk subtype indudes the most important prognostic factor in ALL. Minimal

patients with t(322) and t(4;11) or other 1123 rear- residual disease (MRD) analyzed after induction and

rangements.[1-5] The t(4;11)(q21;g23)/KMT2A-AFT (now after consolidation therapy provides relevant informa-
known as KMT2A-AFF1) rearrangement occurs in 8-10%  tion about the risk of relapse [12], and can help in
of cases of ALL, having a peak incidence in infants (over ~ treatment decision-making involving either chemother-
50% of ALL cases for patients aged less than 6 months 2Py or allogeneic hematopoietic stem cell transplant-
and 10-20% in older infants), and being infrequent in  ation (HSCT). However, recent studies in adult ALL
children (2% of cases) and slightly more frequent in  have shown that the KMT2A rearrangement adds inde-
adults (5%).[6,7] While the use of tyrosine kinase  Ppendent prognostic information to MRD.[13]
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As KMT2A-rearranged ALL is very infrequent in
adults with ALL, scarce studies have analyzed the prog-
nosis of these patients separately. The aim of the pre-
sent study was to analyze the clinicobiological
characteristics and the outcome of adult patients with
11g23/KMT2A rearrangements, focusing especially on
the impact of allogeneic HSCT and MRD after induction
on patient outcome.

Patients and methods
Patients, diagnostic criteria, and treatment

Patients diagnosed with ALL from 1993 to 2014 in
65 Spanish centers and treated with protocols from
the PETHEMA (Programa Espanol de Tratamientos en
Hematologia) group were included in this retrospect-
ive study. The study was approved by the
Institutional Review Board of the Hospital Germans
Trias i Pujol. The diagnosis of ALL was made by
morphological, inmunophenotyping, and cytogenetic
study of bone marrow (BM), all of which were per-
formed locally.

For the cytogenetic study, specimens of peripheral
blood (PB) or BM were processed using direct methods
and unstimulated short-term (24 and 48 hours) cultures
with G-banding analysis. The criteria of the
Intemational  System for Human  Cytogenetic
Nomenclatures [14] adapted to yearly editions were
employed for karyotype descriptions. The karyotype
reports were reviewed centrally. Fluorescent in situ
hybridization (FISH) for KMT2A was performed in
patients with a normal karyotype or without evaluable
metaphases.

All the patients with t(v;11q23)/KMT2A rearrange-
ments followed the sequential high-risk protocols of
the PETHEMA group ALL-HR-93,[15] ALL-HR-03,(16]
ALL-OLD-07,{17] and ALL-HR-11.[18] Briefly, in the
ALL-HR-93 [15] protocol patients received induction
and consolidation therapy and those with a histo-
compatible sibling donor were assigned to allogeneic
HSCT, whereas those without an HLA-identical sibling
were randomized to receive autologous HSCT or
delayed intensification and maintenance therapy. In
the ALL-AR-03 [16] trial patients with slow response
to induction (>10% blasts in BM on day 14 of
induction therapy) or with MRD level >005%
(assessed by 4-color flow cytometry) at the end of
consolidation received allogeneic HSCT, whereas
those with standard response to induction and MRD
level <0.05% at the end of consolidation received
delayed intensification and maintenance therapy. The
ALL-OLD-07 [17] protocol included patients older

than 60 years or older than 55 years with comorbid-
ities. These patients received a mild induction ther-
apy with non-genotoxic drugs, followed by 6 cycles
of consolidation and maintenance therapy for up to
2 years.[19] Finally, in the ongoing ALL-HR-11 [18]
protocol the patients with MRD level >0.1% (assessed
by 8-color flow cytometry) at the end of induction
or MRD level>001% at the end of consolidation
received allogeneic HSCT either from related or unre-
lated donors, and the remaining patients continued
with delayed intensificaton and maintenance
therapy.[18]

Outcome measures and statistical analysis

Complete response (CR) was defined as less than 5%
marrow blasts, absence of blasts in PB with recovery of
hematopoiesis (neutrophils >1000/pL and
platelets >100,000/pL), without extramedullary disease.
CR duration was defined as the time from the date of
CR until the date of relapse. All patients not known to
have relapsed were censored on the date of their last
visit. Overall survival (OS) was defined as the time from
diagnosis to the last follow-up or death.

The primary objective of the study was to analyze
the CR rate, CR duration and the OS in patients with
t(v;11q23)/KMT2A rearrangements as well as the impact
of the type of post-consolidation therapy (chemother-
apy or allogeneic HSCT) on the outcome. The second-
ary objective was to analyze the impact of MRD at the
end of induction on outcome. In addition, CR, CR dur-
ation, and OS of KMT2A-rearranged patients were com-
pared with these outcomes from the remaining high-
risk B-precursor, Ph negative ALL patients treated with
the same protocols.

A descriptive study was performed of the main
demographic, clinical, hematologic, and cytogenetic
variables in the whole series. The Kruskal-Wallis test
(continuous variables) or the Pearson’s chi-square or
Fisher's exact test (categorical variables) were used
for comparisons between groups. For the comparison
of the impact of HSCT and MRD status a time-
dependent analysis was performed. For comparison
of HSCT vs. no HSCT survival was calculated from
the time of HSCT or the end of consolidation,
respectively. For the analysis of the impact of MRD
on survival, the time was calculated from the time
of MRD assessment (after induction therapy). CR dur-
ation and OS curves were plotted by the Kaplan and
Meier method and were compared by the log-rank
test. Ninety-five percent confidence intervals (95% Q)
were calculated for the probabilities.
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Results
Patients and demographic data

From 1993 to 2014, 1129 patients were diagnosed
with ALL in 65 Spanish hospitals. The karyotypes of
794 patients (70.3%) were evaluable after review, and
46 (5.8%) showed t(v;11q23/KMT2A. This frequency
rose to 7.8% after excluding the patients with
Philadelphia chromosome-positive ALL (n = 205).
Table 1 shows the main demographic data of the 46
patients with t(v;11q23)/KMT2A. The median age was
335 years (range 16-70); 21 patients (46%) were male
and the median absolute leukocyte count at diagnosis
was 71.1 x 10%/L (range 2.5-371). Central nervous sys-
tem (CNS) infiltration was observed in 4/43 cases (9%).
A complete immune phenotypic study was available in
42 patients, and 31 (74%) showed an early pre-B (pro-
B) phenotype. Myeloid markers were detected in 18
out of the 36 (50%) patients in whom these markers
were included in the study.

Cytogenetic results

The t(v;11g23) rearrangement was identified by conven-
tional cytogenetic study in 36 patients (78%) and by
FISH in the remaining 10 cases. In 35 out of 46 cases
(76%) chromosome 11 was rearranged with chromo-
some 4, whereas other rearrangements were observed
in the remaining 11 cases [Table 2]. In 23/38 (61%)
patients t(v;11g23) was the only chromosomal alter-
ation, whereas additional abnormalities were observed
in the remaining evaluable cases (n = 15, 39%).

Outcome results

Six patients (13%) were treated according to the ALL-
HR-93 protocol, 27 (59%) to the ALL-HR-03 trial, 3 (6%)

Table 1. Main dlinical and biologic characteristics of the 46
patients with t(v;11q23)/KMT2A rearrangements.

Characteristic N=46
Age, years, median (range) 335 [16; 70)
Gender, mae, N (%) 21 (46)
ECOG score 0-1, N (%) 30/39 (77)
WBC count, x10°/L, median (range) 71,1 [25; 371)
ONS infiltration, N (%) 4/43 (9)
Blasts in BM, %, median (range) 90 [30; 99)
Mediastinal mass N (%) 1/44 (2)
Hepatomegaly, N (9%) 5/43(12)
Splenomegaly, N (%) 9/42 (21)
Immunologic phenotype, N (%)

Early pre-B 31/42 (74)
Common 2/42 (5)
Pre-B 8/42(19)
B, non-specified 1/42 (2)
Myeloid markers 18/36 (50)

ECOG: Eastem Cooperative Oncology Group; CNS: central nervous system
WBC white blood cel; BM: bone mamow.
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to the ALL-OLD-07 protocol and the remaining 10
(22%) were treated based on the ALL-HR-11 protocol.
Figure 1 shows the flow chart with the outcome of the
patients. Thirty-eight out of 46 patients (82.6%)
patients achieved CR after induction therapy and con-
tinued the consolidation treatment; 5 patients died
during induction due to infection and the remaining 3
patients were refractory. Early relapses were observed
in 9 patients, 3 died due to treatment toxicity and 1
withdrew from the trial. Among the 25 patients in CR
after consolidation allogeneic HSCT was performed in
12 (from siblings in 6 cases, from umbilical cord blood
in 5 cases and one case from an unrelated donor), and
the remaining 13 underwent chemotherapy. The rea-
sons for allogeneic HSCT were poor MRD clearance
(n=10) or donor availability in cases without MRD
data (n=2). In tum, chemotherapy was performed in
patients with advanced age (n=1), adequate MRD
clearance (n=10) or donor unavailability (n=2).
Overall 19 patients relapsed (all in BM), with a median
duration of CR of 18 months and a probability of CRD
at 5 years of 37% (95% Q, 19%-55%) [Figure 2(A)]. A
trend for better CR duration was observed on compari-
son of patients who underwent HSCT vs. those receiv-
ing chemotherapy [Figure 2B) and (Q). This
comparison included all those who were in CR after
post-consolidation treatment and were potential candi-
dates to HSCT (25 patients between 16 and 63 years
old). Thirty-three patients had died; 11 as a conse-
quence of the therapy (5 in induction, 3 in consolida-
tion, and 3 as a consequence of the HSCT) and 22 due
to disease progression. The median OS was 121
months and the probability of OS at 5 years was

Table 2. Main results of the cytogenetic study.

Conventional cytogenetic study* N (%)
(4;11)(q21,923) 35(76)
Other t(v;11q23): (24)
- t(11;14)(q21q23;q11q12) 1
- 1(10;11)(p12-13912923) 1
= t{v;11q23) with no other 9
- Chromasome identified
Additional chromosoma alterations** N (%)
- None 23/38 (61)
- 4X 5/38 (13)
- del 6q/6p 1/38 (26)
- del 12p 1/38 (26)
- del17p 1/38 (26)
- other 11q dterations 1/38 (26)
. -7 1/38 (26)
FISH study N (%)
- FISH alone 6(13.2)
- FISH and PCR 4(9)

FISH: Fluorescent in situ hybridization; PCR: polymerase chain reaction.

*Thirty-five (76%) patients were diagnosed by conventional cytogenetics
and 11 (24%) were diagnosed by FISH and or PCR.

**More than one alteration were detected in individua patients.
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Diagnosis (n=46)

'

[ Induction (n=46) ]

Dead (n=5)
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| Consolidation (n=38) I
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Relapse (n=9)
Stop treatment by toxicity (n=1)

| Post-consolidation treatment (n=25) |
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HSCT (n=12)

Relapse (n=8)
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_' Transplant-related mortality (n=3) ]
_‘ Relapse (n=2) I

A

Alive in remission
(n=5)

Alive in remission

(n=7)

HSCT: hematopoietic stem cell transplantation.

Figure 1. Flow-chart of the patients. HSCT: hematopoietic stem cell transplantation.

20% (95% 0, 5%-35%). Twelve patients are currently
alive in remission and off treatment [Figure 1].

No prognostic factors for CR, CR duration, and OS
were identified in the univariate analysis [Table 3]. The
MRD level after induction (with a cutoff value of 0.1%)
had no impact on CR duration. In turn, a trend for a
longer OS was observed in those patients with a MRD
level <0.1% after induction (4-year OS 39% [95% O,
14%—64%] vs. 13% [95% CI, 0%—36%)) [Figure 2(D)].

On comparison of CR rate, CR duration, and OS
between KMT2A-rearranged ALL (n=46) and the
remaining patients with B-cell precursor phenotype,
Philadelphia chromosome negative ALL with high-risk
features treated according the same PETHEMA proto-
cols (n=328) there were no significant differences
between both groups. However, a trend for a poorer
OS for those with KMT2A-rearranged ALL (p =0075)
(Supplementary Figure S1).

Discussion

This study of adult ALL patients from the PETHEMA
group with t(v;11g23)/KMT2A rearrangement treated

with high-risk protocols confirms the poor outcome of
these subgroups of patients and suggests that HSCT
may have a favorable effect on their outcome. No clear
impact of MRD level after induction was found on sur-
vival, although the limited number of cases included
does not allow definitive conclusions to be drawn.

The prognosis of ALL in adults remains poor.
Despite CR being achieved in 80-90%,(20] the OS at 5
years is about 40-60% in young adults and less than
15% in patients older than 65 years.[21]
Rearrangements of the KMT2A gene confer a poor
prognosis in patients with acute myeloblastic leuke-
mia,[22,23] as well as in pediatric and adult ALL
cases.[7,24,25]

The @23 band of chromosome 11 has been
described to be rearranged with more than 70 part-
ners,(25,26] with the t(4;11)(g22,g23) rearrangement
involving the KMT2A-AFF1 fusion gene being the
most prevalent. Other rearrangements include
t(10;11)(g22;q23) with KMT2A-TET] fusion gene and,
t(11;19)(g23;p13.3) with KMT2A-ENL fusion gene,[27]
among others. Meyer et al. [25] studied 1622 patients
with acute leukemias (ALL and AML) and showed
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Table 3. Results of the univariate analysis of prognostic factors for complete remission (CR), CR duration (CRD), and overall survival

(0S).
CR
Variable Yes No p 0S 4-year prob. (95% CI) p CRD 4-year prob. (95% Q) p
Age, year
>30 (n=30) 25 5 0.580 17% (29%; 32%) 0213 30% (7%; 53%) 0520
<30 (h=16) 13 3 43% (18%; 68%) 47% (17%; 77%)
>50 (h=10) 10 0 0.116 13% (09%; 36%) 0691 22% (0%; 59%) 0682
<50 (n=36) 28 8 31% (15%; 47%) 41% (20%; 62%)
Gender
Mp=21) 16 5 0254 35% (13%; 57%) 0812 35% (7%; 63%) 0993
F (n=25) 2 3 21% (5%; 37%) 38% (13%; 63%)
WBC, X10°L
230 (n=29) 26 3 0.166 31% (14%; 48%) 0.064 42% (21%; 63%) 0954
<30 (n=15) n 4 10% (0%; 27%) o%*
271 (n=22) 19 3 0500 32% (129%; 52%) 0127 40% (16%; 64%) 0869
<71 {n=22) 18 4 17% (19%; 33%) 28% (0%; 59%)
ONS infiltration
No (n = 39) 33 6 0523 20% (7%; 33%) NA 32% (129; 52%) NA
Yes (n=4) 3 1 75% (3296; 100%) 0%
ACA
No (n = 26) 2 B 0314 34% (15%; 53%) 0.294 41% (179%; 65%) 0674
Yes (n=15) n 4 24% (1%; 47%) 51% (14%; 88%)
Pogt-induction MRD
20.1% (n=9) NA NA NA 13% (0%; 36%) 0.158 20% (09%; 54%) 0320
<0.1% (n = 15) 39% (14%; 64%) 43% (14%; 72%)
Post-induction MRD
>0.01% (n =13) NA NA NA 25% (0%; 50%) 0997 33% (3%; 63%) 0.666
<0.01% (n =11) 36% (7%; 65%) 38% (19%; 75%)
Post-con-solidation treatment
QHT (n =13) 13 0 NA 42% (14%; 70%) 0.680 35% (8%; 62%) 0.096
CHT 4+ AlloHSCT (h =12) 12 0 55% (26%; 84%) 79% (52%; 100%)

M: male; F: female; WBC: white blood cell count; ONS: central nervous system; ACA: additional cytogenetic abnormalities; CHT: chemotherapy; AlloHSCT:
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation; CR: complete remission; 0S: overall survival; CRD: complete remission duration; Ck: confidence interval;

NA: not avalable.

that 82% of adult patients with ALL had KMT2A-AFF1
rearrangement. Also, they demonstrated that the prog-
nosis was worse in cases with KMT2A-rearranged leuke-
mias in whom the cut off was located in intron 11.

Marks et al. [24] studied 85 adult patients with
t(v;11g23) out of 913 patients (9.3%) included in the
UKALLXII/ECOG2993 trial. This incidence was slightly
higher than that observed in the present study, and
the same was found in the study by WetzZer et al. (28]
(7% of all leukemias and 11% excluding t(9;22) positive
ALL cases). The study by Marks et al. [24] included
patients younger than 65 years who received intensive
chemotherapy treatment. Patients under 55 years of
age with an HLA-identical sibling were assigned to
receive an allogeneic HSCT and those without a histo-
compatible sibling were randomized to receive either
maintenance treatment with conventional chemother-
apy or autologous HSCT. The CR rate was 93% and
38% of patients (29/77) relapsed after a median follow-
up of 3.8 years, and all but one died. The 5-year OS
and EFS probabilities were 38% and 34%, respectively,
being slightly higher than those observed in our study
(20%).

Regarding post-remission therapy, our patients
received chemotherapy or allogeneic-HSCT, although
the criteria for allocation to either of these therapeutic

options were not homogeneous (availability of HLA
identical sibling in patients included in the ALL93 trial,
and MRD level in the most recent trial). This is in con-
trast to the study by Marks et al. [24] in which patients
underwent genetic randomization based on the avail-
ability of HLA-identical donor. A clear difference was
observed in the outcome in favor of allogeneic HSCT
in the UKALLXII/ECOG2993 study (S-year OS probability
of 24% for QT/autologous HSCT vs. 56% for HSCT from
sibling donors and 67% for transplant from unrelated
donors) with no differences between chemotherapy
and autologous HSCT. Our study also showed better
outcomes for patients undergoing allogeneic HSCT,
although the level of significance was lower. Outcome
of allogenetic-HSCT is also being studied for patients
with AML and 11q23/KMT2A rearrangement(29] Few
studies have analyzed the impact of MRD as a pre-
dictor of prognosis in adult ALL patients with 11q23/
KMT2A-rearrangement. Beldjord et al. [13] confimed
that MRD was a strong independent predictor of out-
come in B-precursor ALL together with /KZF1 and
KMT2A rearrangements. Meyer et al. [25] also showed
the importance of the study of MRD and its prognostic
significance in KMT2A-rearranged ALL. In our study
MRD was only analyzed in the more recent trials, and
a better outcome, albeit not statistically significant,
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was observed for patients with low MRD level after
induction. The scarce number of patients in whom the
MRD was assessed after consolidation did not allow
evaluation of the prognostic impact of MRD at that
time. A recently published small series from Italy also
showed better results in KMT2A-rearranged patients
who promptly underwent allogeneic HSCT after achiev-
ing good molecular remission.[1]

Apart of the low number of patients, this study has
some limitations. First, due to the retrospective nature
and the long period of time covered, cytogenetic
reports were not available for all patients, and some of
them were of poor quality after review. These reasons
explain why 794 over 1129 patients had valid cytogen-
etic reports. Second, the MRD assessment was only
performed in 24 out of 41 possible patients, and the
MRD method employed was flow cytometry instead of
RT-PCR, the method that is cumrently considered as
reference.

New drugs are being studied in order to improve
the outcome of AML and ALL patients with KMT2A-
rearrangements. Inhibitors of histone methyltranferase
DOTIL are currently under development. This histone
has emerged as an important mediator of KMT2A
fusion-mediated leukemic transformation due to its
aberrant activity.[8-11] The EPZ-5676 molecule is
highly efficacious as a single agent or combined with
chemotherapy in KMT2A-rearranged AML, but no
results are currently available in ALL cases.[10] New tar-
geted therapies are needed for these patients to
reduce the relapse rate and to improve their survival.

Potential conflict of interest: Disclosure forms pro-
vided by the authors are available with the full text of
this article at http://dx.doi.org/10.1080/10428194.2016.
1177182
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SUPPLEMENTAL FIGURES

Kaplan-Meier plots of the outcome measures of the patients from the series.
A: Complete remission (CR) duration comparison between high-risk B-cell precursor
ALL according to the presence of MLL-rearrangements. B: Overall survival (OS)
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ANNEXE
ARTICLE 3

Fregiiéncia i significat pronostic de les alteracions citogenétiques addicionals al

cromosoma Philadelphia in pacients adults amb leucémia aguda limfoblastica.

Aproximadament el 30% dels pacients adults amb LAL presenten el cromosoma Ph en el
seu cariotip. Tot i que és ben conegut el seu mal pronostic, optimitzat des de la introduccid
dels ITK, I'impacte que tenen les alteracions citogenetiques afegides (ACA) al cromosoma
Ph en la resposta al tractament i supervivéncia d’aguesta malalts ha estat poc avaluat.

Hem analitzat la freqliéncia, el tipus i I'impacte prondstic de les ACA en pacients adults
tractats amb el protocol LAL-Ph-08 del grup PETHEMA, que inclou la combinacié de
guimioterapia intensiva i imatinib, seguit de trasplantament de progenitors hematopoeétics.
Vam revisar el cariotips de tots els pacient inclosos, 74 dels quals eren avaluables i 52
tenien ACA. Dinou pacients dels 52 tenien al menys una monosomia associada a la t(9;22),
que compliria la definicié de CM.

L’analisi de la taxa de RC, la seva durada, la SLE i la supervivéncia global van ser similars per
als pacients amb la t(9;22) com a Unica alteracié en comparacié amb aquells que
presentaven ACA. En canvi, els que presentaven un CM [t(9;22) + monosomia)] van
presentar una durada de la RC i una supervivencia lliure d’event més curtes si es
comparaven amb la resta de pacients.

En I'analisi multivariant la Unica variable que va presentar impacte pronostic va ser la
preséncia del CM.

En la LAL amb cromosoma Philadelphia les ACA sén freqlients i no tenen repercussio en el
pronostic, tret del grup de pacients amb monosomies afegides que, en el nostre estudi,

presenten una durada més curta de la RCi de la SLE.
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ABSTRACT

About 25-35% of adult patients with acute lymphoblastic leukemia show the Philadelphia (Ph)
chromosome. Few series have evaluated the prognosis of additional cytogenetic alterations
(ACA) to the Ph chromosome. We analyzed the frequency, type and prognostic significance
of ACA in adults (18-60 years) treated in the ALL-Ph-08 trial. Fifty-two out of 74 patients (70%)
showed ACA and 19 (26%) presented monosomies associated with t(922) (monosomal karyo-
type, MK). Similar complete response (CR) rate, CR duration, overall survival and event-free sur-
vival (EFS) were observed in patients with or without ACA, but patients with MK showed shorter
CR duration and EFS than the remaining. On multivariate analysis, the only variable with prog-
nostic impact for CR duration and EFS was the presence of MK (p= 003 and p=.036, respect-
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ively). Although ACA associated with the Ph chromosome are frequent, only monosomies were

associated with poor prognosis in this group of patients.

Introduction

The karyotype is an important predictor of outcome in
acute lymphoblastic leukemia (ALL) [1-3]. The very
high-risk subtype includes patients with t(9;22) and
t(4;11) or other 11923 rearrangements [1,4-7].
Philadelphia chromosome-positive (Ph+) ALL accounts
for 25-30% of adult cases of ALL [8]. The combination
of tyrosine kinase inhibitors (TKI) and chemotherapy,
usually followed by hematopoietic stem cell trans-
plantation (HSCT) constitutes the standard therapy for
Ph+ALL in young adults [9-11]. The complete
response (CR) rates exceed 90%, with a probability of
long-term survival of ~40-50% [12]. Similar results
have been obtained with the use of imatinib and

dasatinib [13] whereas promising short-term results
have been obtained with ponatinib in combination
with chemotherapy [14]. The prognosis of elderly
patients is poor despite a having similar CR rate as
young adults [15]. Recently, immunotherapy with
immunoconjugated or bispecific monoclonal antibod-
ies [16] and chimeric antigen receptor (CAR) T-cells
[17] has shown promising results in relapsed or refrac-
tory patients with Ph +ALL.

Additional cytogenetic abnormalities (ACA) to
t(9;22) are frequent in Ph+ ALL ranging from 50 to
65% in the different series [9,18]. Their prognostic sig-
nificance in patients homogeneously treated with
chemotherapy and TKl has been scarcely studied, and
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the results have been controversial. The aim of the
present study was to analyze the frequency and prog-
nostic significance of ACA to the Ph chromosome in
young and older adults with Ph+ ALL included in the
ALL-Ph-08 study of the PETHEMA (Programa Espanol
de Tratamientos en Hematologia) Group.

Methods
Patients, diagnostic criteria and treatment

We analyzed patients aged 18-60 years with Ph+ALL
included in the ongoing ALL Ph 08 trial (NCT01491763).
The study was approved by the Institutional Review
Board of Hospital Germans Trias i Pujol.

Bone marrow (BM) or peripheral blood (PB) speci-
mens were processed using direct methods and
unstimulated short-term cultures with G-banding ana-
lysis. The International System for Human Cytogenetic
Nomenclatures criteria [19] was employed for descrip-
tions. The karyotype reports were centrally reviewed.
The FISH study for t(9;22) was performed in patients
with a normal karyotype or without metaphases.
Polymerase chain reaction (PCR) was used to assess
BCR-ABL1 isoforms. The BCR-ABL1/ABL ratio was eval-
uated by quantitative RT-PCR.

The preliminary results of the ALL-Ph-08 protocol
have been published elsewhere [20]. Induction therapy
consisted of vincristine, daunorubicin, prednisone and
imatinib (from Day 1 until the beginning of the con-
solidation). Consolidation consisted of mercaptopurine,
high-dose methotrexate, etoposide, high-dose cytara-
bine and imatinib. Triple intrathecal therapy (metho-
trexate, cytarabine and hydrocortisone) was used for
central nervous system (CNS) prophylaxis. Allogeneic
HSCT (allo-HSCT) from a matched-related donor,
matched-unrelated donor, unrelated cord blood or
haploidentical donor (according to center decision)
was performed after consolidation. The myeloablative
conditioning regimen induded cyclophosphamide and
fractionated total body irradiation and reduced condi-
tioning regimen consisted of fludarabine and melpha-
lan. Patients unfit for allo-HSCT received autologous
HSCT followed by maintenance therapy (methotrexate,
mercaptopurine and imatinib) for 2 years. The BCR-
ABL1/ABL ratio was evaluated at the end of induction,
end of consolidation/before HSCT and periodically
after HSCT (monthly in the first 6 months, then every
2-3 months).

Cytogenetic definitions and outcome measures

ACA were defined as any extra numeric or structural
abnormality assodated with the t(9;22). Complex

karyotype (CK) was defined as any karyotype showing
five or more unrelated chromosomal abnormalities.
Monosomal karyotype (MK) was defined as the pres-
ence of two or more autosomal chromosome monoso-
mies or one autosomal monosomy in the presence of
structural abnormalities [2,21].

CR was defined as <5% marrow blasts, absence of
blasts in PB with recovery of hematopoiesis without
extramedullary disease. BCR-ABL1/ABL ratios <0.1% or
<0.01% (or undetectable) defined major molecular
response (MMR) and complete molecular response
(CMR), respectively. CR duration was defined as the
time from CR until relapse or last follow-up in CR.
Overall survival (OS) was defined as the time from
diagnosis to the last follow-up or death. Event-free sur-
vival (EFS) was defined as the time from diagnosis to
induction failure, relapse or death by any cause.

Statistical analysis

A descriptive study was performed in the whole series
according to the presence or not of ACA. The
Kruskal-Wallis or median test (continuous variables) or
Pearson chi-square or Fisher's exact test (categorical
variables) were used for comparisons. CR duration, EFS
and OS curves were plotted by the Kaplan-Meier
method and were compared by the log-rank test. The
impact of MMR before HSCT on survival was assessed
by landmark analysis. Multivariate analyses of CR dur-
ation, OS and EFS were performed using Cox propor-
tional hazards regression models. All p values <0.05
were considered signifiant. Non-relapse mortality
(NRM) and relapse incidence (RI) were calculated using
cumulative incidence rates by competing risks analysis.

Results
Patients and demographic data

From 2008 to 2016, 95 young and older adults (18-60
years) with Ph+ALL from 30 Spanish hospitals were
included in the ALL-Ph-08 study. No growth was
observed in 21 patients in the conventional cytogenetic
study and in these patients the diagnosis of Ph+ ALL
was made by FISH and/or PCR. The remaining 74
patients were evaluable and constitute the study popu-
lation. Table 1 shows the main demographic data of
these 74 patients. The median age was 39 years (range
19-60) and 44 patients (59%) were male. The median
absolute leukocyte count at diagnosis was 17.6 x 10°/L
(range 02-390.0). CNS involvement was observed in
8/66 cases (129%). Early pre-B or common phenotype
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was observed in 60 out of 70 evaluable patients.
Median follow up was 1.89 years (range 0.10-7.38).

Cytogenetic results

Fifty-two out of 74 patients (70%) showed ACA to the
Ph chromosome and no differences in frequency were
identified inyoung (>35 years) versus older
(=35 years) adults (70 and 70.5%, respectively). No dif-
ferences were observed in the main clinical and bio-
logic characteristics on comparison of patients with
and without ACA (Table 2). Nineteen patients showed
monosomies (defining MK), without differences in fre-
quency in young versus older adults, the most fre-
quent being monosomy 7 (10 cases) and —9/9p

Table 1. Main dlinical and biologic characteristics of the 74
patients with evaluable karyotype study.

Characteristic No. of patients
Age, years, median (range) 39 [19; 60]
Gender, male, N (%) 44 (59)
ECOG score 0-1, N (%) S5&/70 (83)
WEC count, xIO’/L median {range) 1759 [0.2; 390
ONS infiltration, N (%) 8/66 (12)
ksophorm, N (%)

ela2 (p190) 41/51 (80)

b2a2/b3a2 (p210) 9/51 (18)

Both V51 (2)
Immunologic phenotype, N (%)

Early pre-B/common 60/70 (86)

Pre-B 1070 (14)
Ph +ALL with ACA 52 (70)
Double Ph+* 15
-7 10
del(7p) 1
-9 4
del(9p) 6
+8 6
Monosomal karyotype 1973 (26)
Complex karyotype (=5 abnormalities) 18/74 (25)
Numeric abnormalities

Hypodiploid; <45 chromosomes 13 (18)

Hyperdiploid; 47-50 chromosomes 13 (18)

Hyperdiploid; =50 chromosomes 9(12)

ECOG: Easten Cooperative Oncology Group. CNS: central nervous systemy;
WBC: white blood cell.

*Associated monosomies in two patients. “More than one monosomy can
be present in the same patient.

(four and seven cases, respectively). Eighteen patients
(24%) showed CK. Hyperdiploidy was observed in 22
patients and hypodiploidy in 13. Fifteen patients (20%)
presented double Ph chromosome and two of them
presented at least one associated monosomy (Table 1).
In 18 cases (24%) cases, double Ph chromosome and/
or -9/9p was identified in the absence of high
hyperdiploidy.

Outcome results and analysis of prognostic factors

Figure 1 shows the flow chart of the study. Sixty-six
out of 68 evaluable patients (97%) achieved CR after
induction therapy. One was refractory and the remain-
ing patient died due to infection during the induction
period. The remaining six patients were under induc-
tion therapy at the time of the analysis. Sixty-four out
of 66 patients who achieved CR completed the con-
solidation treatment with chemotherapy and imatinib
(two were under consolidation at the time of the ana-
lysis). Finally, 56 underwent HSCT while four were
waiting for this procedure at the time of the analysis.
The remaining four patients in whom HSCT was not
performed received maintenance treatment (n=1),
being withdrawn from the trial due to excess toxicity
(n=1) or relapsed (n=2). Two patients received an
autologous HSCT, and in the remaining 54 cases
underwent allo-HSCT. In 40 patients, the conditioning
regimen was myeloablative and five received a
reduced intensity regimen; the remaining conditioning
regimens were not informed. The source of allogeneic
hematopoietic progenitors was a matched-related
donor (n=17/49), matched-unrelated donor (n=16/
49), unrelated cord blood (n= 15/49) or a haploidenti-
cal family donor (n=1/49) (in five cases the source of
allogeneic progenitors was not informed). After HSCT
NRM was observed in 16 patients and relapse in 10.
Thirty patients (45%) remained alive and in CR at the
time of study completion. The competing risk analysis

Table 2. Main clinical and biologic characteristics of the 74 patients with t{9;22) rearangement accord-
ing to the presence of additional cytogenetics abnormalities.

Characteristic kolated 1(9;22) (N=22) t(9;22) with ACA (N=52) P
Age, years, median (range) 39 19; 60] 40 [19; 60 an
Gender, male, N (%) 3 31 966
ECOG score 0-1, N %) 1821 40/49 A85
WEC count, xlO’:L median (range) 21.40 0.2; 3074)] 1585 [1; 390§ 387
ONS infiltration, N (%) 319 5/47 A18
lsophorm 788

ela2 (p190) 13/16 28135

b2a2/b3a2 (p210) 3/16 6735

Both 0/16 135
Immunologic phenotype, N (%) 656

Early pre-B/common 1821 42/49

PreB ETpa) 7/49

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group. CNS: central nervous system; WBC white blood cell; ACA: additional cytogen-
etic abnormalities; Ph+: Philadephia chromosome; ALL: acute lymphoblastic leukemia.
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+ Figure 1. Flow chart of the study. CR: complete response; allo-HSCT: allogeneic hematopoietic stem cell transplantation; auto-
~ HSCT: autologous hematopoietic stem cell transplantation NRM: non-relapse mortality; CCR continuous complete response.

showed incidences of NRM and relapse at 5-years of
36% (95% I, 21-52%) and 22% (95% I, 11-34%),
respectively.

Table 3 shows the results of the univariate analysis
of prognostic factors for CR, CR duration, OS and EFS.
No factors were found to influence CR attainment.
Regarding CR duration, no differences were observed
on comparing patients with isolated Ph chromosome
and those with a Ph chromosome with ACA (p=.902).
Neither did we find differences in the cases of a dou-
ble Ph compared with a single Ph (p=.410) and no dif
ferences were found in cases with double Ph+ and/or
-9/9p in the absence of high hyperdiploidy versus the
remaining cases. However, patients with MK showed a
worse CR duration than the remaining patients,
with probabilities for CR duration at 5 years of 23%
(95% CI, 0-49%) versus 88% (95% CI, 77-99%),

respectively (p<.001) (Figure 2(A)). The achievement
of MMR before HSCT also had a positive impact on CR
duration with S-year probabilities of 79% (95% ClI,
64-94%) versus 43% (95% Cl, 6-80%), (p=.024)
(Figure 3). Multivariate analysis showed that the only
factor influencing CR duration was the MK (HR 7.95
[95% Cl, 2.04-30.95], p=.003).

The median OS for the whole series was 2.34 years
(95% Cl, 0.79-3.89), which was not achieved in
patients with isolated t(9;22), and was 221 years
(95% Cl, 0.85-3.57) in patients with ACA. The probabil-
ity of OS at 5 years was 3%% (95% Cl, 23-55%) in the
whole series, 58% (95% Cl, 26-90%) in patients with
isolated Ph +and 33% (95% Cl, 14-52%) in those with
ACA (p=.551). The achievement of MMR or CMR pre-
vious to HSCT did not impact on the OS neither did
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Table 3. Univariate analysis of the most important prognostic factors for complete remission, duration of CR, OS and EFS.

P

BFS probability (%)
at 5 years (£95% CI)

P

0S probability (%)
at 5 years (£95% Q)

P

CR duration (%)
at 5 years (£95% Q)

P
309
161

Group CR rate %)
>35 years

<35

Variable

182
203

31£20
46122
3322
4219

174
628

292
54+23
43124
411220
50+49
3819
4021
29+32
4318
36+39
58+32
3319

403

65120
741283
6525
7519
40£58
7715
6519
7926

79£35

38
30
26
38

years
>30 x 10%L
<30 x 10%L

WBC count”

269

23%39
4018

210
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the patients that presented double Ph +and/or -9/9p
in the absence of high hyperdiploidy.

The median EFS was 1.68 years (95% Cl, 0.84-2.52),
with a EFS probability at 5 years of 38% (95% Cl,
23-53%). The presence of ACA did not influence EFS
(p=976), but patients with MK showed a significantly
worse EFS probability than the remaining Ph+ALL
cases: [15% (95% ClI, 0-34%) versus 48% (95% Cl,
30-66%), p=.032], respectively (Figure 2(B)). No other
variable showed influence on EFS. Multivariate analysis
showed that MK was the only factor with influence on
the probability of EFS [HR 218 (95% Cl, 1.05-4.51),
p=.036].

412
A44

58+29
3815
19128
25£29
55120

14124 212

25130

63120

Discussion

This study shows that 70% of young and older adults
with Ph +ALL have ACA to the t(922). Although ACA
did not have prognostic significance, the presence of
MK was the only factor associated with poorer CR dur-
ation and EFS by multivariate analysis.

The results of the present study are similar to those
from other trials in which patients with Ph+ALL were
treated with imatinib concurrent with intensive
chemotherapy and followed by HSCT [9,11,22-24].
There are saarce studies evaluating the prognostic
impact of ACA associated with the t(9;22). Aldoss et al.
[18] retrospectively analyzed 130 patients with
Ph+ALL who underwent allo-HSCT. ACA were identi-
fied in 41 out of 78 patients (53%) in whom the cyto-
genetic study was available. In the randomized study
by the French GRAALL Group [9] the frequency of
ACA was 65%, similar to that of our study. Likewise, as
in our study, no differences were found in the main
clinical data such as age, WBC count or MRD status
before HSCT on comparison of patients with and with-
out ACA. In addition, no differences were observed in
outcome according to the presence or not of ACA,
similar to the present study. To the contrary, in the
study by Aldoss et al. [18] significantly poor outcomes
(OS and leukemia-free survival) were observed in
patients with ACA. Recently, Short et al. [25] have pub-
lished a study from a single institution induding 152
adult Ph+ALL patients with available cytogenetics
treated with chemotherapy and TKI [25]. Compared to
outcomes of patients without ACA, ACA were not
associated with differences in either relapse-free sur-
vival (RFS) or OS. In this study, a subgroup of patients
with +der(22)t(9;22) and/or -9/9p in the absence of
high hiperdipoidy (representing 16% of patients) with
a particular worse prognosis was identified. These
results were not confirmed in our series.

410
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35

Normal ploidy

CR: complete response; OS: overall survival; EFS: event free survival; ONS: central nenous system; WBC white blood cell; MMR: major molecular response; MK: monosomal karyotype; CK: complex karyotype.
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Figure 2. (A) Duration of the complete response (CR) according to the presence of a monosomalkaryoptype (MK). (B) Event-free
survival according to the presence of a monosomalkaryoptype (MK).

The MK is one of the most powerful prognostic fac-
tors in acute myeloid leukemia (AML) [21] and in mye-
lodysplastic syndromes [26]. In AML, MK is defined as
any karyotype without core binding factor-associated
chromosomal abnormalities showing two or more
monosomies or one monosomy associated with a
structural abnormality. The prevalence of MK in AML is
20-30%, being 10-15% in ALL [1,3]. In the present

study, all the patients showed a structural abnormality
[t(9;22)] this meaning that any monosomy in the pres-
ence of the Ph translocation will be considered as MK.
The frequency of MK in the present study was 24%,
with monosomy of chromosome 7 the most frequently
involved, as occurs in AML [21]. The frequency of
monosomy 7 identified by Aldoss et al. [18] (29%) was
similar to that of our study (26%), but these authors
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Figure 3. Duration of the complete response (CR) according to achievement of major molecular response (MMR) before hemato-

poietic stem cell transplantation (SCT).

did not assess its impact as part of MK. Nevertheless,
they analyzed the impact of monosomy 7 on HSCT
outcome by comparing three groups of patients: iso-
lated t(9;22) ALL versus t(9;22) with monosomy -7 ver-
sus t(9;22) with other ACA, and showed that the
poorest OS and leukemia-free survival were observed
in the latter group. A trend to a worse prognosis for
monosomy 7, del(7p) and/or del(9p) was also observed
in the French LALA94 trial [27], although in this study
the frequency of monosomy 7 was lower (9%) than
that observed in our study. Of note, the IKZF1 gene is
located in 7p, being deletions of this gene associated
with poor prognosis in Ph+ALL patients [28,29].

In our study, the MMR before HSCT showed a prog-
nostic impact for CR duration but not for OS or EFS.
Our results are partially concordant with those from
Short et al. [30] who show that patients with Ph+ ALL
who achieved CMR at 3 months from the onset of
treatment had better survival compared with those
with lesser molecular responses even without HSCT.
Different studies have reported conflicting results
regarding the effects of molecular response on out-
come in Ph+ALL patients [22-24,31-33]. In our study,
despite having influence on CR duration, MRD
response did not retain its prognostic relevance in the
multivariate analysis, with MK remaining as the only
unfavorable variable for CR duration.

We analyzed a homogeneous series of young
and older adults receiving the same schedule of

chemotherapy and TKI followed by HSCT whenever
possible and we consistently found a poor prognosis in
patients with monosomies associated with the Ph
chromosome. The relatively low number of patients
and the fact that some of these patients are still under
induction therapy or waiting for HSCT constitute the
main limitations of the study. In addition, the frequency
of MK can be overestimated given that the presence of
one monosomy in these patients with t(9;22) directly
defines MK. Furthermore, the MRD and the cytogenetic
studies were performed locally although the analysis of
the karyotype reports were centralized.

In condusion, in young patients with Ph+ALL
treated with an intensive imatinib-based protocol, the
presence of ACA to the Ph chromosome had no
impact on the prognosis of these patients. However,
among patients with ACA, those with MK showed a
poor prognosis, independently of other factors such as
the molecular response. This poor prognostic group
should be considered when post-remission strategies
are going to be planned.
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DISCUSSIO

La LAL és una malaltia molt heterogénia que afecta a pacients a qualsevol edat i que té un
pronostic infaust en cas de no realitzar-se cap mena de tractament. L’estudi del cariotip ha
permes estratificar per risc als pacients i ajustar el tractament a I'agressivitat de cada cas.
Tot i I'aveng en el coneixement de la fisiopatologia, I'optimitzaci6 de la metodologia
d’avaluacié de la resposta al tractament i la introduccié de nous tractaments com sén els
anticossos monoclonals o les CAR-T cells, la citogenética al moment del diagnostic segueix

sent uns dels principals factors que determina el pronostic dels malalts.

Tenint en compte aquestes observacions, el proposit dels treballs de la present Tesi
Doctoral va ser l'estudi pronostic de diferents alteracions citogenétiques: el cariotip
complex, el cariotip monosomic, els reordenaments que afecten al gen KMT2A i les
alteracions citogenetiques afegides al cromosoma Ph en pacients amb LAL de nou
diagnostic i en subtipus especifics de LAL. D’aquestes alteracions, algunes tenen un
pronostic ben establert com els reordenaments del gen KMT2A, d’altres es disposa
d’alguna informacié relativa al pronostic, com sén les ACA al cromosoma Ph en pacients
amb LAL-Ph positiva, i finalment, d’altres alteracions que actualment es troben sota estudi

amb resultats preliminars com és el cas del CM.

En el primer treball vam estudiar 2 alteracions citogenétiques diferents: el CCi el CM. En el
cas del CC, s’han descrit diferents estudis amb un impacte negatiu per a la supervivencia.
En el nostre estudi, perd, no es va evidenciar cap impacte negatiu en el pronostic dels
malalts, tant en la serie global com en I'estudi de subgrups de pacients. Les diferéncies
trobades en relacié a 'estudi d’en Moorman et al’® podrien trobar-se en que tot i que el
nombre de pacients amb CK era similar (33 en el nostre treball vs. 41 en Moorman et al®),
en el present estudi els tractaments van ser heterogenis, el que pot haver influit en el
pronostic. La nostra série, tot i ser prou gran (881 pacients avaluables) era menor que la de
Moorman et al®® (1366), questié que també es podria considerar limitant per a I'estudi.
L'edat d’inclusié, diferent per als dos treballs implicava diferéncies en el tractament. El
treball de Moorman et al®® descrivia la citogenética de dos protocols amb inclusié de

pacients entre 15 i 55 anys i entre 15 i 65 anys. En el treball d’aquesta Tesi Doctoral les
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edats oscil-laven entre de 15 i 82 anys, donat que es van incloure pacients de 11 protocols
diferents de tractament, incloent pacients amb LAL Ph+ de la era prévia als ITK (LAL-AR-93 i
LAL-Ph-00) i de la era posterior (LAL-OPh-07 i LAL-Ph-08) amb franca diferéncia en el
pronostic i incloia també pacients dins de protocols per a malalts d’edat avangcada com sén
el LAL-OLD-07 i el LAL-OPh-07 on el pronostic, per disminucié de la intensitat del
tractament, sempre és més desfavorable que en séries de pacients joves candidats a TPH.
Un estudi recent procedent de Canada (Khoral et al’*) en canvi, ha confirmat els nostres
resultats en una serie de 237 malalts, on no va objectivar cap impacte pronostic del CK. En
el nostre estudi no vam trobar cap grup de pacients on el CK tingués importancia en el
pronostic (grup general, grups amb >3, 24 o 25 alteracions, subgrup d’alt risc, subgrup que
va rebre TPH o només quimioterapia, subgrup de linia B o linia T). Per tant, tot i la
heterogeneitat del grup de pacients, I'analisi de subgrups amb intent d’homogeneitzar la

mostra tampoc va objectivar que el CK tingués influéncia en el pronostic dels pacients.

En relacié al CM, el seu impacte pronostic en la LAL a penes s’ha estudiat. Emprant els
criteris i la definicié que serveixen en la LAM, vam analitzar el pronostic en la série global
dels 881 pacients i es va analitzar per subgrups (grup general, grup de pacients amb LAL-Ph
negativa, pacients amb LAL d’alt risc Ph negativa, pacients que han rebut TPH i pacients
qgue només havien rebut quimioterapia) sense identificar cap grup on el CM tingués
impacte en el pronostic. Préviament al nostre estudi, Kenderian et al’® ja havien fet un
estudi amb 112 pacients amb LAL-Ph negativa, dels quals 19 tenien CM, sense identificar-se
repercussié en la supervivencia global ni en la supervivéncia lliure de leucemia. El mateix
treball de Khoral et al’* descrit abans tampoc va determinar que el CM tingués influéncia
en el pronostic del seu grup de malalts. Posteriorment, en el nostre estudi de 'avaluacié de

12PendX) yam objectivar que el

la importancia de les ACA al cromosoma Ph (Motllé et a
subgrup de pacients amb la t(9;22) i monosomies tenia una pitjor durada de la RCi de la

SLE en comparacio a la resta de pacients sense monosomies.

El segon treball no pretenia ser un analisi de I'impacte pronostic d’una alteracié ben
coneguda i amb un impacte en la supervivencia clarament identificat com és el de la t(4;11)
/ reordenament del KMT2A; per aixo només vam fer un estudi descriptiu de la freqiiéncia i

el pronostic d’aquest grup de malalts donat que sovint son alteracions Uniques, sense fer
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comparacions amb associacions a monosomies (CM) o amb altres ACA que impliquessin un
CK donat que per definici6 sén incompatibles. Si que vam analitzar el tractament
(consolidaciéo amb quimioterapia vs. TPH) i la resposta al mateix amb la determinacié de la
MMR. La incidencia (5,8% de la série global i 7,8% en la série Ph negativa) és similar a les
descrites per altres grups. No vam trobar diferéncia pronostica entre els grups de pacients
que haguessin fet un TPH de consolidacié vs. aquells que van rebre només quimioterapia o
aquells que havien assolit MMR negativa en comparaciéo amb la resta de malalts, tot i que
la escassa mida de la mostra impedeix treure conclusions absolutament fiables. Finalment,
també vam analitzar I'impacte prondstic dels pacients amb reordenaments de KMT2A en
comparacié a no tenir aquests reordenaments en pacients amb LAL d’alt risc sense
cromosoma Ph i només varem trobar una tendeéncia a pitjor SG en el grup de pacients amb
reordenament KMT2A. No vam analitzar si existien diferéncies pronostiques entre els
malalts amb t(4;11) i els que presentaven la resta d’alteracions que afecten al cromosoma
1123, donada I'escassa mida de la mostra. El mateix fet ens va impedir analitzar I'impacte
del TPH preco¢ en pacients amb MRD positiva, on s’ha suggerit la seva utilitat (Parma et

al*?).

Finalment, i com a treball en apéndix, vam voler analitzar si la presencia d’ACA al
cromosoma Ph, per la complexitat genética afegida que implica, tenia alguna influéncia en
el pronostic dels nostres pacients. En aquest cas vam seleccionar una poblacié molt més
homogeénia excloent de I'analisi aquells pacients que es van tractar abans de I'aparicio de
I'imatinib o altres ITK i els tractats amb protocols semi-intensius per edat avangada, amb la
intencié d’esbiaixar al minim els resultats. Per tant, vam seleccionar els pacients tractats
dins dels protocol LAL-Ph-08, que incloia malalts entre 18 i 60 anys tractats
homogéniament amb quimioterapia i imatinib. En el nostre estudi no vam identificar que
les ACA impliquessin un pitjor pronostic en comparacié amb els pacients que presentaven
la t(9;22) com a Unica alteracié en el cariotip. No obstant, al seleccionar els casos que
tinguessin al menys una monosomia com a ACA (CM) vam identificar un subgrup de
pacients amb pitjor pronostic al tenir una menor durada de la RC i de la SLE. Curiosament,
en el primer treball d’aquesta tesi, varem analitzar si la presencia de CM en LAL-Ph+ (amb i
sense imatinib) tenia impacte pronostic en comparacié amb la LAL-Ph+ sense CM sense

identificar-se diferéncies estadisticament significatives en la taxa de CR, en la seva durada
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ni en la SG. Aixi doncs, la seleccid del grups de pacients tractats homogéniament ha permes

identificar un subgrup de més risc.

En els tres treballs que composen la Tesi Doctoral I'analisi citogenética es va fer localment
(tot i que els resultats es van revisar de forma centralitzada) fet que constitueix una
limitacié. De fet, la qualitat de la informacié sobre els cariotips remesos va limitar la
classificacié dels pacients, i en un nombre de casos superior al esperat s’informava de
cariotips sense creixement. Encara que en alguns d’aquests casos es disposava d’estudi per
FISH, no es podia descartar la presencia d’altres alteracions cromosdomiques. Aquest fet,
juntament amb la ja comentada heterogeneitat dels tractaments emprats en els estudis
corresponents als dos primers treballs de la Tesi Doctoral, constitueixen les principals

limitacions de la present Tesi Doctoral.

Finalment, el darrer punt limitant és el nombre de pacients inclosos a cada estudi, tot i que
poder analitzar més de 800 malalts és important, pensar que només s’ha pogut obtenir
informacié de malalts dels quals s’han enviat les dades corresponents als diversos
protocols del grup PETHEMA. Desgraciadament, aquesta mostra no representa el total de
malalts amb LAL tractats amb els esmentats protocols, el que constitueix una limitacié

addicional dels estudis que formen part de la present Tesi Doctoral.
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CONCLUSIONS

Primer article

1.

Relatiu a I'objectiu 1, no vam trobar diferéncies en el pronostic en funcié del
nombre d’alteracions citogenétiques emprades en la definicié de CC (3, 4 o 5) ni
impacte pronostic en la supervivencia dels pacients amb CC, tant en la serie global
com en |'analisi de subgrups.

Relatiu a I'objectiu 2, un cop identificats els pacients amb CM (definit per la
presencia d’almenys una monosomia amb una alteracid estructural o dues
monosomies), tampoc vam trobar diferéncies en la supervivencia d’aquest grup de

pacients respecte la resta, tant en la série global com en I'analisi de subgrups.

Segon article

4.

Annex.

En relacié al primer objectiu del segon treball, vam identificar els pacients adults
amb LAL amb t(v;11g23)/reordenaments del KMT2A, amb una frequéncia similar a
la descrita en altres séries i el cromosoma més freqlientment implicat en el
reordenament 11923 fou el 4, en concret la t(4;11).

En relacié al segon objectiu, el pronodstic d’aquests malalts és pobre. En I'analisi de
subgrups el pronostic va ser millor, encara que sense significanga estadistica en

aquells malalts que van rebre un TPH o van assolir una MMR negativa.

Relatiu a I'objectiu 1, la preséncia d’ACA al cromosoma Ph és un fet freqiient.

En relacid al segon objectiu d’aquest treball, no vam trobar cap impacte significatiu
en la supervivencia de la série global.

Finalment, en relatiu a I'objectiu 3, els pacients amb monosomies van presentar una
durada de la RC i una SLE més curtes. En I'analisi multivariant només és va
identificar com a variable independent la presencia de la t(9;22) associada al menys

a una monosomia (criteri de CM), que confereix un pronostic més dolent.
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APENDIX

El tercer estudi del present treball no forma part dels treballs acceptats dins de la Tesi
Doctoral per compendi d’articles donada que l'acceptacidé per part de la revista va ser
posterior.

Hem introduit I'article dins dels resultats amb titol d’annex per a unificar i facilitar la

comprensio, I'analisi i I'avaluacio dels resultats de la present Tesi Doctoral.
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