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RESUM

Aquesta tesi doctoral investiga l'heterogeneitat genetica de la leucemia limfoblastica aguda
de linia B pediatrica (LLA-B) mitjangant un enfocament integrat que combina tecniques
citogenetiques i moleculars. S'han identificat 17 subtipus genetics diferents, evidenciant la
complexitat de la LLA-B. L'estudi subratlla la importancia de metodes diagnostics com el
cariotip, FISH, MLPA, sequenciacio dirigida (t-NGS) i el mapeig optic del genoma (OGM),
cadascun amb avantatges i limitacions especifiques. El cariotip i el FISH han estat
fonamentals per a la deteccid rapida d'anomalies cromosoOmiques, classificant el 73% dels
pacients, mentre que lat-NGS i 'OGM han estat essencials per a una caracteritzacio genetica
més profunda (classificacio d’un 10% addicional dels casos), tot i que amb limitacions per

detectar alguns reordenaments, com DUX4 i IGH.

Els resultats mostren que el 71% dels pacients presenten anomalies primaries recurrents
classiques, mentre que el 29% restant es va classificar com a B-other, on es van identificar
set subgrups genétics addicionals. Les alteracions secundaries van ser escasses, amb una
mediana d'una CNV i dues mutacions per pacient, sense impacte pronostic significatiu. Tot i
aixi, s’han detectat mutacions en TP53 i NT5C2 en el 16% dels pacients amb recaiguda, la
majoria en pacients amb bon pronostic genetic, confirmant el seu paper en la resistencia al

tractament.

S’ha identificat un subgrup especific de pacients amb reordenaments de KMT2A i fenotip de
cel-lula B madura, amb unes caracteristiques cliniques i biologiques molt especifiques,
associats a un pronostic extremadament desfavorable i a altes taxes de recaiguda. També
s’ha demostrat la heterogeneitat clonal i evolucié genomica intrinseca de la iAMP21,
destacant la necessitat d'ampliar la definicio original d’aquesta alteracio per incloure el perfil

genomic complet de la regio 21q.

L’analisi de supervivencia confirma la influencia pronostica significativa de les alteracions
genetiques, amb grans diferéncies segons el subtipus. Els pacients BCR::ABL1-like amb
reordenaments de CRLF2 van mostrar una supervivéncia global del 52% als 5 anys, similar als

subgrups d’altrisc (reordenaments de KMT2A i hipodiploidia) amb una supervivencia del 50%.

La tesi aporta informacio rellevant sobre la importancia diagnostica i pronostica de les
alteracions genetiques en la LLA-B i destaca la necessitat d’utilitzar multiples tecniques

diagnostiques per millorar Uestratificacio genetica i el maneig clinic dels pacients.
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Myocyte Enhancer Factor 2D

Meis Homeobox 1

MutL Homolog 1

MLLT1 Super Elongation Complex Subunit

MLLT10 Histone Lysine Methyltransferase DOT1L Cofactor
MLLT3 Super Elongation Complex Subunit

MORC Family CW-Type Zinc Finger 3

MutS Homolog 2

MutS Homolog 6

Methylthioadenosine Phosphorylase

MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor
Nibrin

Nuclear Receptor Coactivator 3

Neurofibromin 1

Nuclear Factor Of Activated T Cells 4

NIPBL Cohesin Loading Factor

Nucleolar Protein 4 Like

Notch Receptor 1

Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1

NRAS Proto-Oncogene, GTPase

Nuclear Receptor Binding SET Domain Protein 2
5'-Nucleotidase, Cytosolic Il

Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 3
Nucleoporin 214

NUT Midline Carcinoma Family Member 1

P2Y Receptor Family Member 8

Phosphoprotein Membrane Anchor With Glycosphingolipid
Microdomains 1

Poly(A) Specific Ribonuclease Subunit PAN3

Paired Box 5

PBXHomeobox 1

Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha

Platelet Derived Growth Factor Receptor Beta

PHD Finger Protein 6

Phosphatidylinositol Glycan Anchor Biosynthesis Class P
Phosphatidylinositol-5-Phosphate 4-Kinase Type 2 Alpha
PMS1 Homolog 2, Mismatch Repair System Component
Patched 1
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19p13.11
8p11.21
Xp11.3
11923.3
12913.12
11913.2
12p12.1
4925
10926.13

11p15.4
11p13
8912.1
Xq13.1
1922
2p14
3p22.2
19p13.3
10p12.31
9p21.3
21q22.12
2p21-p16.3
2p16.3
9p21.3
8g24.21
8921.3
20g13.12
17911.2
14912
5p13.2
20g11.21
9q34.3
5931.3
1p13.2
4p16.3
10924.32
15925.3
9034.13
15914

Xp22.33iYp11.3

8921.13

13912.2
9p13.2
1923.3
4912
5q32
Xg26.2
21q22.13
10p12.2
7p22.1
9g22.32



PTK2B
PTPN11
PTPRJ
PYGO2
RB1
RIPPLY3
RUNX1
SALL1
SETD1B

SETD2
SH2B3
SHOX
SIM2
SLC12A6
SMAD1
SMARCA2

SMARCA4

SON
SPI1
SS18
STAT3
STAT5
SYNRG
TAF15
TAL1
TBL1XR1
TCF3
TCF4
TEX41
TMEM156
TMEMS50B
TP53
TP63
TSLP
TTC3
TYK2
UBTF
USP7
VPREB1
VPS26C
WBP1L
YAP1
ZEB2
ZFP36L2
ZNF362
ZNF384
ZNF521
ZNF618

Protein Tyrosine Kinase 2 Beta

Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 11
Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type J
Pygopus Family PHD Finger 2

RB Transcriptional Corepressor 1

Ripply Transcriptional Repressor 3

RUNX Family Transcription Factor 1

Spalt Like Transcription Factor 1

SET Domain Containing 1B, Histone Lysine
Methyltransferase

SET Domain Containing 2, Histone Lysine Methyltransferase
SH2B Adaptor Protein 3

SHOX Homeobox

SIM BHLH Transcription Factor 2

Solute Carrier Family 12 Member 6

SMAD Family Member 1

SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent
Regulator Of Chromatin, Subfamily A, Member 2
SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent
Regulator Of Chromatin, Subfamily A, Member 4
SON DNA And RNA Binding Protein

Spi-1 Proto-Oncogene

SS18 Subunit Of BAF Chromatin Remodeling Complex
Signal Transducer And Activator Of Transcription 3
Signal Transducer And Activator Of Transcription 5A
Synergin Gamma

TATA-Box Binding Protein Associated Factor 15

TAL BHLH Transcription Factor 1

TBL1X/Y Related 1

Transcription Factor 3

Transcription Factor 4

Testis Expressed 41

Transmembrane Protein 156

Transmembrane Protein 50B

Tumor Protein P53

Tumor Protein P63

Thymic Stromal Lymphopoietin
Tetratricopeptide Repeat Domain 3

Tyrosine Kinase 2

Upstream Binding Transcription Factor

Ubiquitin Specific Peptidase 7

V-Set Pre-B Cell Surrogate Light Chain 1

VPS26 Endosomal Protein Sorting Factor C

WW Domain Binding Protein 1 Like

Yes1 Associated Transcriptional Regulator

Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 2

ZFP36 Ring Finger Protein Like 2

Zinc Finger Protein 362

Zinc Finger Protein 384

Zinc Finger Protein 521

Zinc Finger Protein 618

*Segons la nomenclatura actualitzada HUGO

X
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8p21.2
12924.13
11p11.2
1G21.3
13q14.2
21g22.13
21g22.12
16q12.1
12q24.31

3p21.31
12q24.12

Xp22.33iYp11.3

21922.13
15q14
4931.21
9p24.3

19p13.2

21922.11
11p11.2
18911.2
17921.2
17921.2
17912
17912
1p33
3026.32
19p13.3
18g21.2
2q22.3
4p14
21922.11
17p13.1
3028
5q22.1
21922.13
19p13.2
17921.31
16p13.2
22911.22
21922.13
10924.32
11922.1
2q22.3
2p21
1p35.1
12p13.31
18g11.2
932
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1.1. Leucemia limfoblastica aguda

La leucémia limfoblastica aguda (LLA) és una neoplasia hematologica que sorgeix de la
transformacioé i proliferacié descontrolada dels precursors limfoides (limfoblasts). Es
produeix una desregulacié en qualsevol punt de la diferenciacio cel-lular dels limfocits,
de manera que aquestes cél-lules immadures proliferen descontroladamentiimpedeixen
la produccio de les cel-lules hematopoétiques normals. La LLA es manifesta com una
infiltracio blastica de la medul-la Ossia, tot i que els blasts també envaeixen la sang
periférica i sovint poden afectar altres Organs periferics, com el fetge, la melsa, el sistema

nerviés central (SNC) i els ganglis limfatics.

Dins de la LLA, es poden identificar diversos subtipus segons en el tipus de cel-lula
alterada, dividint-se principalment en dos subtipus: LLA d'estirp B (LLA-B) i LLA d'estirp
T (LLA-T). La LLA-B és la més frequent, constituint el 85% de totes les leuceémies agudes
en edat pediatrica. Tot i aix0, aquesta incidéncia varia geograficament, sent més frequient

la LLA-B als paisos més industrialitzats i la LLA-T als paisos menys desenvolupats’.

1.1.1. Incidéncia i supervivencia de la leucémia limfoblastica

aguda

La leucemia limfoblastica aguda és el cancer infantil més comu, representant més d'un
guart de totes les neoplasies diagnosticades en menors de 19 anys?. D'acord amb la
informacié del Registre Espanyol de Tumors Infantils (RETI-SEHOP)3, s'estima que hi ha
47,5 casos de LLA per cada milié de nens a l'any. La incidéncia de la LLA varia segons
Uedat, el sexe i laraga, entre altres factors. El pic maxim d’incidéncia es donaentre els 2 i

els 5 anys, i és lleugerament més comu en homes i en persones de raga blanca®.

La incidéencia de nous casos de LLA ha augmentat un 1,29% des del 19904, gracies a
millores en els processos de diagnostic i a la influencia de diversos factors com
Uenvelliment de la poblacié mundial, els canvis en els factors ambientals i la major
exposicié a agents cancerigens. L'index sociodemografic (SDI: avalua els ingressos per
capita, el nivell educatiu mitja i les taxes de fertilitat) juga un paper important en la
incidéncia de la LLA, sent els paisos amb un SDI mitja o alt els que presenten una

3
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incidéncia més elevada*®. Concretament, a Espanya, la leucémia suposa el 28% del total
de casos de cancer registrats en nens de 0 a 14 anys. S’estima que es diagnostiquen unes
300 LLA noves cada any a Espanya; a tall d’exemple, el 2022 es van diagnosticar 288

leucemies en nens i adolescents a tot el territori espanyol®.

En ser la neoplasia més comuna durant la infancia, constitueix la primera causa de mort
per cancer en menors de 15 anys? Tot i aix0, la supervivencia en la LLA ha augmentat
considerablement al llarg de la historia recent. En nens, la supervivéncia als 3 anys del
diagnostic ha augmentat del 66% als anys 80 al 93% actualment (Taula 1)3. Aquest
augment de la supervivencia es deu principalment a la millor estratificacié clinica,
genetica i de la resposta al tractament dels pacients, la qual cosa ha permes la
introduccié de tractaments poli-quimioterapics adaptats al risc individualitzat de cada
pacient. Aparentment, amb U'abordatge convencional, la intensitat de la quimioterapia ha
arribat al seu limit de tolerancia. Per millorar els resultats i reduir els efectes adversos, es
fan necessaris enfocaments terapéutics innovadors®.

Taula 1. Seguiment i supervivéncia als 3 i 5 anys del diagnostic, per cohorts d’anys d’incidéncia, dels

casos de leucémia limfoblastica aguda (LLA) d’entre 0-14 anys diagnosticats a Espanya del 1980-2018.
Taula adaptada del RETI-SEHOPS.

Cohort % de seguiment % de supervivéncia
d’incidéncia : 3 anys 5 anys 3anys 5 anys

1980-1984 424 96,9 94,3 66(61,3-70,5) 57(52,6-62,2)
1985-1989 578 92,7 90,3 72(67,7-75,2) 63(58,4-66,6)
1990-1994 635 99,5 99,2 76(72,3-79,0) 70(66,5-73,7)
1995-1999 619 99,4 99,2 83(79,5-85,5) 78(74,4-81,0)
2000-2004 686 99,1 98,3 83(79,7-85,4) 80(76,9-82,9)
2005-2009 956 98,9 97,6 86(83,3-87,7) 83(80,7-85,4)
2010-2013 927 98,5 97,4 88(86,1-90,3) 85(83,1-87,7)
2014-2016 690 99,0 96,7 91(88,7-93,0) 88(85,7-90,6)
2017-2018 459 98,7 - 93(90,4-95,1) -

TOTAL

5.974

1980-2018
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1.1.2. Causes i factors de risc en la leucéemia limfoblastica

aguda

Com atotes les malalties neoplasiques, la seqliéncia d'esdeveniments que condueixen a
la transformacio maligna d'una cel-lula és multifactorial. En el cas de la LLA, aquests
esdeveniments es produeixen durant el desenvolupament de l'estirp limfoide. Els
precursors limfoides presenten una alta taxa de proliferacié i de reordenaments genétics,
i aquestes caracteristiques afavoreixen l'aparicié de mutacions espontanies i d'altres
alteracions citogenétiques que faciliten la transformacié maligna. Amés, caldestacar que

certs factors s’han associat a un augment del risc de patir LLA:

— Factors mediambientals: els pacients han estat exposats a alts nivells de

radiacio, els que s’han sotmés préviament a certs tipus de quimioterapia i

radioterapia per altres tipus de cancer, o, en alguns casos, fins i tot Uexposicié a

determinats virus, com amb el virus de UEpstein-Barr (EBV) o el virus limfotropic

huma de cel-lules T tipus 1 (HTLV-1). Aixi com Uexposicié a toxines i hidrocarburs,
com ara les micotoxines i el benzeé, s'han identificat com a elements de risc

potencials per desenvolupar LLA.

— Factors geneétics: la influencia de la genetica hereditaria en el desenvolupament

de la LLA es pot classificar en dos grups:

o Predisposici6é de baixa penetrancia: associat a polimorfismes germinals

comuns. Resulten en un augment moderat del risc de leucémia d’1,5 a 2

vegades®.

o Predisposicio d'alta penetrancia: associat a variants de linia germinal rares
i a sindromes congenites. Provoquen un augment significatiu de més de 10
vegades el risc relatiu ® (veure apartat 1.1.3. Predisposicié genética a la

leucémia limfoblastica aguda).

D’altra banda, sdn remarcables els casos de LLA que es produeix en infants de setmanes
0 mesos de vida. Malgrat que es desconeix la causa exacta que origina la LLA, s'ha

observat que la majoria d’aquest casos infantils inicien el procés de leucemogenesi
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durant el desenvolupament fetal (a l'uter) mitjancant l'aparicido de cel-lules pre-

leucémiques (per 'adquisicié d’una translocacié cromosdmica o l'adquisicié/eliminacio
de material genetic). Aquestes cel-lules soén clinicament silents i es requereixen
esdeveniments oncogenics addicionals, probablement desencadenats per factors

ambientals, per acabar manifestant la leucemia’?.

1.1.3. Predisposicié geneéetica a la leucemia limfoblastica

aguda

La leucemia limfoblastica aguda pediatrica es desenvolupa mitjangant una complexa
interaccio entre el background genétic heretat i les alteracions somatiques
adquirides. El background geneétic dels pacients inclou canvis en gens de predisposici6
al cancer, polimorfismes de nucleotid unic (SNPs) i sindromes de predisposicio al cancer

que augmenten la susceptibilitat a la leucémia (Figura 1)8.

Figura 1. Representacié dels gens amb
Associated Associated . . .
Syndromes Syndromes variants germinals associades amb

NF1
NS

é\g predisposici6 a la LLA pediatrica,

CM’\‘”?A classificats segons si codifiquen proteines

NLEE implicades en la senyalitzacié cel-lular, la
m resposta al dany del DNA, el cicle
cel-lular/mort cel-lulari la diferenciacié del
limfocit. AT, Ataxia Telangiectasia; BS, Sindrome
de Bloom; CMMRD, deficiencia de reparacié de
desajustaments constitucionals; ETVG,

é Predisposicié associada a ETV6; FA, Anémia de

X ‘3,/0 Increasc RN 55’@ : Fanconi; FPDMM, Trastorn familiar de les plaquetes
\ “@/ of Leukemia o.g\"’ &C amb predisposicié a la malignitat mieloide; IKZF1,

] %opto _ “ocj‘“ Predisposicié associada a IKZF1; LFS, Sindrome de
~ ’ Li-Fraumeni; NBS, Sindrome de trencament de

) 7
Resaciaied \ Associated Nijmegen; NF1, Neurofibromatosi tipus 1; NS,

td
SAIEOTe (L@ Syndromes  gingrome de Noonan; PAX5, Predisposicié
E FPEDTJS associada a PAX5. Imatge adaptada de Bloom i

IKZF1

. 9
EA col-laboradors®.

Historicament, es pensava que la majoria dels cancers infantils (inclosa la LLA) no tenien
una base hereditaria. Malgrat aix0, estudis gendmics de la linia germinal han revelat que
almenys el 5-10% dels nens amb cancer (i aproximadament el 3-4% dels nens amb LLA)

desenvolupen la malaltia a causa d’una predisposicié genética subjacent®, tot i que
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molts dels pacients amb aquestes mutacions no tenen antecedents familiars
compatibles amb una sindrome de predisposicié al cancer®. Si bé laincidencia global de
variants patogeniques germinals en la leucémia és baixa, aquesta depen del subtipus de
LLA; per exemple, aproximadament el 65% dels pacients amb LLA-B amb hipodiploidia

tenen una variant patogenica germinal de TP53™".

Els estudis d'associacié del genoma (GWAS) han identificat SNPs associats amb un
augment modest (normalment fins a 2 vegades) en el risc de desenvolupar LLA. Els loci
més comuns involucren gens que codifiquen factors de transcripcid, especialment
aquells que regulen el desenvolupament hematopoetic i limfoide primerenc, i supressors
de tumors, com ara ARID5B, BAK1, CDKN2A, CDKN2B, CEBPE, ELK3, ERG, GATA3,
IGF2BP1, IKZF1, IKZF3, LHPP i BMI1-PIP4K2A (Taula 2). Tot i que el risc de LLA associat a
una Unica variant és baix, de manera acumulativa, aquests genotips poden elevar el risc

de LLA fins a 9 vegades®>™.

Taula 2. Resum dels gens més comunament associats amb un risc incrementat de desenvolupar
leucemia limfoblastica aguda. Per a cada gen, s'especifiquen els processos biologics afectats, la
localitzacié cromosomica i el subtipus de LLA associat. Taula adaptada de Pagliaro i col-laboradors®.

Gen implicat Procés involucrat Localitzacio Subtipus de LLA

CDKN2A/B Cicle cel-lular 9p21.3 Totes les LLA

PIP4K2A Senyalitzacio 10p12 Totes les LLA

ARID5B Regulacio de la transcripcio 10921.2 LLA-B amb hiperdiploidia; LLA-T
IKZF1 Regulacio de la transcripcio 7p12.2 LLA-B

GATA3 Regulacio de la transcripcié 10p14 LLA-B amb BCR::ABL1-like
CEBPE Regulacio de la transcripcio 14911.2 LLA-B

ERG Regulacio de la transcripcid 21q922.2 Totes les LLA

IKZF3 Regulacio de la transcripci6 17912 Totes les LLA

ETV6 Regulacio de la transcripcié 12p13.2 Totes les LLA

LHPP Senyalitzacié 10926.13 LLA-B

ELK3 Regulacio de la transcripcio 12g23.1 LLA-B

BAK1 Apoptosi 6p21.31 LLA-B amb alta hiperdiploidia
IGF2BP1 Regulacio de la transcripcio 17921.32 LLA-B

Alguns loci estan associats a subtipus especifics de LLA o a étnies concretes, com el
GATA3amb LLA tipus BCR::ABL1-Like en poblacions hispanes; TP63i PTPRJamb LLA amb
reordenament d’ETV6::RUNXT; i variants en USP7 amb la LLA-T, especialment en casos

gue involucren la desregulacié del factor de transcripcio TAL7%.



Introduccio |

Els gens associats amb mutacions germinals que predisposen a la LLA solen ser els

mateixos que presenten mutacions somatiques en el transcurs de la malaltia®*2.

S'han descrit mutacions germinals d'IKZF1 en casos de LLA familiar i esporadica, i
s’estima que al voltant de U'1% de les LLA-B pediatriques contenen variants germinals
patogeniques en IKZF1. Aquestes mutacions inclouen variants missense, nonsense i
frameshift que es troben principalment fora dels motius ZF (Figura 2). La majoria de les
variants germinals identificades no estan restringides a dominis funcionals especifics,
pero s’ha descrit que les mutacions d'/KZF1 dins del domini de unié a 'ADN afecten
l'activacid transcripcional dels seus gens diana, mentre que les mutacions truncants
poden tenir un impacte sobre la dimeritzacié. També s’han descrit casos de LLA familiar
amb microdelecions de 7p12.1, regié que inclou a IKZF1''4, Pel que fa al pronostic i la
resposta terapeutica, encara es desconeix 'abast real de les variants germinals, perd s'ha

suggerit que podrien conferir resisténcia a certes terapies anti-leucemiques®™.

IKZF1 protein

B-ALL
R162P P420Q LadsF
P18T ReH R1B2QW 4365V F |Haz2q Massv

73334 I
V52l D252N (G337 L411l
M3V V53M DBIN S105L H163Y R184Q S258P K286" M306* M347V cane® R423C M4TET MS 18K
|D186ts |vasac [ [agas
Y| [ze1 [ ze2 [] zra ] 2e | <
| BRI
Sdafs. N158SIT |c.sa0v10>A Kase: 61378 sazie [aasr caerR  [wesev
C150R Lisey | [R2130 Magats
ci4mr]

Rissa  fvasoc |RsozL
H167R

%
Non-B-ALL RI4IW

Functional impact:
Damaging

No effect

Unciear

Figura 2. Representacié esquematica de la proteina IKZF1 (basada en NM_006060), amb les variants
germinals d'/[KZF1 identificades en individus amb LLA-B (part superior) i les variants identificades en
individus sense LLA-B (part inferior). Els colors de les barres indiquen l'impacte funcional en estudis in vitro,
amb barres vermelles que indiquen un efecte nociu, barres verdes sense efecte i barres negres efectes poc
clars (no estudiats encara). Imatge adaptada de Wagener i col-laboradors’.

També s’han identificat diferents variants germinals de PAX5 en multiples estudis de
LLA-B familiar, que es presenten amb penetrancia incompleta. Una d’aquestes és la
variant germinal PAX5 G183S (p.Gly183Ser) associada a una predisposicié a LLA-B amb
heréncia autosdmica dominant. Aquesta variant es va identificar en tres families no
relacionades, cadascuna de les quals tenia diversos fills que van desenvolupar LLA i
presentaven aquesta mutacié en linia germinal’>'. L’altra mutacié en linia germinal
descrita és PAX5 R38H (p.Arg38His), heretada d'un dels progenitors que no va

desenvolupar leucémia, cosa que suggereix que es requereixen d’alteracions addicionals



Introduccio |

per a una transformacié completa’. Ambdues sén mutacions missense que resulten en
una disminucié de la repressié transcripcional mediada per PAX5, perd es requereix un
segon esdeveniment en el al-lel wildtype (habitualment delecions del 9p, laformacié d'un
isocromosoma 9g o un cromosoma 9q dicéntric) per al desenvolupament de la

leucemia®'s7,

Les neoplasies limfoides associades a variants germinals dels gens IKZF1 o PAX5
constitueix un subtipus independent en la classificacié de la International Consensus
Classification'®. Donat que les mutacions puntuals en ambdds gens poden ser d'origen
somatic o germinal, es recomana descartar l'origen germinal, especialment en pacients

pediatrics i adults joves.

D’altra banda, també s’han descrit families amb mutacions germinals d'ETV6 que sovint
presenten trombocitopéniaiuna predisposicio a malalties hematologiques, sent la LLA-B
amb hiperdiploidia la més freqlient. Les mutacions germinals d'ETV6 inclouen mutacions
missense, nonsense, frameshift, delecions i insercions que condueixen a una perdua de
la funcid d'ETV6. Un conglomerat de mutacions s’ubiquen en el domini de unié a U’ADN
ETS (‘E26 especific de transformacid’) d'ETV6, provocant efectes dominants negatius i

repressioé transcripcional (Figura 3)891:18,

ETV6 protein

B-ALL variants functionally analyzed by Nishii et al. R378* |azs7v
a329T |R3s3a  [Ravee JL3ser

1851s |L20Sts
R199Q
V168M P200fs
R1S1HEL201P
I :lmzo |mzL |n2.=9c |a29u<

lmzra

|P’214L

N385fs
B-ALL variants analyzed by other studies R378*
Functional impact: |Da’nag|n; lNo effect |Unueav

Figura 3. Representacié esquematica de la proteina ETV6 (basada en NM_001987), amb les variants
germinals d'ETV6 identificades en individus amb LLA-B. Els colors de les barres indiquen l'impacte funcional
en estudis in vitro, amb barres vermelles que indiquen un efecte nociu, barres verdes sense efecte i barres
negres efectes poc clars (no estudiats encara). Imatge adaptada de Wagener i col-laboradors?".

Aixi mateix, s’ha descrit variants germinals de RUNX1 en families amb trastorn plaguetari

familiar (TPF), un trastorn autosomic dominant amb penetrancia variable per defectes
plaguetaris, com la trombocitopénia. Les variants germinals en families amb
predisposicié a TPF provoquen una perdua de funcio de RUNX1, generalment deguda a

9
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delecions parcials o totals, aixi com a variants frameshift i missense que afecten
principalment el domini RUNT (Figura 4)1°111920 Aquests pacients tenen un risc augmentat
a desenvolupar neoplasies hematologiques, majoritariament mieloides, incloent
sindromes mielodisplasics i/o leucémies mieloides agudes. La incidéncia de casos amb
LLA és menys comu, sent més freqlient en las LLA-T que en les LLA-B¥**2?1, En general, la
frequencia de variants germinals de RUNX17 associades a la LLA-B és molt baixa, i la
majoria d'aquestes variants podrien no tenir un impacte funcional significatiu. L'aparicio
de LLA-B en pacients amb variants germinals de RUNX7 depén de l'adquisicié de variants
somatiques addicionals de RUNXT o en GATA2"’; mentre que U'aparicié de LLA-T s’associa
a l’adquisicié de variants somatiques de JAK3?2. Tot i la baixa freqliéncia, en situacions
amb indicis clinics de trombocitopénia o historial familiar de trastorns hematologics amb
afectacié plaquetaria, es podria considerar la preséncia d'una variant de predisposicio

germinal de RUNX1".

RUNX1 protein

Asorv  [aszeT
R233H |M267l I

p275L
IPzns
|3| 3_317del

Functional impact: |oamaging | No effect | unclear

[T246M
1R25DH

1
lR?szrs L253Rfs Y287"
T246M p275L

T-ALL R201"/Q

Figura 4. Representacio esquematica de la proteina RUNX1 (basada en NM_001754), amb les variants
germinals de RUNXT identificades en individus amb LLA-B (part superior) i les variants identificades en
individus amb LLA-T (part inferior). Els colors de les barres indiquen l'impacte funcional en estudis in vitro,
amb barres vermelles que indiquen un efecte nociu, barres verdes sense efecte i barres negres efectes poc
clars (no estudiats encara). Imatge adaptada de Wagener i col-laboradors’’.

A més, mitjancant estudis de casos individuals i analisis de cohorts, s'han identificat
altres gens rars que poden predisposar a la LLA. Per exemple, al cribratge d'una cohort de
LLA amb hiperdiploidia, s’han descrits mutacions patogeniques en gens com NBN, FLT3,
SH2B3 i CREBBP que predisposen a la LLA-B. També s’han identificat mutacions
germinals en el gen TYK2 i delecions en el gen LMO2, associades a la predisposicio a LLA-
T. Aixi mateix, s’han descrit variants en JAK2 i STAT3 en individus amb LLA associada a la

sindrome de Down?°.
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Hi ha trastorns genetics com la sindrome de Down, la sindrome de Noonan (NS), la
sindrome de Bloom (BLM), la neurofibromatosi tipus 1 (NF1), la deficiéncia de
reparacio de desajustaments constitucionals (CMMRD) i sindrome de Li-Fraumeni
(LFS), sindrome de Rubinstein-Taybi, 'anémia de fanconi i 'ataxia telangiectasia
(ATM), que s’associen amb un risc incrementat a desenvolupar LLA® (Taula 3). Per
exemple, la sindrome de Down esta associada amb un augment de 10-20 vegades en el

risc desenvolupar LLA durant la infancia®.

Taula 3. Resum de sindromes genetiques associades a leucemia limfoblastica aguda. Per a cada
sindrome, s'especifiquen els gens alterats, els processos bioldgics afectats, la localitzacié dels gens, el
mode d'heréncia i el subtipus de LLA més frequentment associat. Taula adaptada de Pagliaro i
col-laboradors®.

Sindrome de . . Procés . .. Mode Subtipus
. s . Gen implicat . Localitzacioé L de LLA
predisposicio involucrat d’heréncia .
associat
Sindrome de CREBBP; EP300 Regulacio 16p13.3;22013.2 AD Totes les
Rubinstein-Taybi epigenetica LLA
Sindrome de PTPN11 Senyalitzacio 12924.1 AD Totes les
Noonan LLA
Déficit de MLH1; MSH2; MSH6; Resposta al 3p22.2; 2p21- AR Totes les
reparacio per PMS2 dany de 'ADN p16.3;2p16.3; LLA
desajust de base 7p22.1
(CMMRD)
Sindrome de Li- TP53 Resposta al 17p13.1 AD LLA-B
Fraumeni dany de 'ADN
Sindrome de CRLF2; Senyalitzacio Xp22.3; 9p24.1 TAC LLA-B
Down JAK2 (R683)
Anémia de FANCA; FANCC; FANCG Resposta al 16024.3; 99g22.32; AR; LLA-T
Fanconi (XRCC9); FANCE; FANCF; | danyde l'ADN 9p13.3; 6p21.31; Lligat al X
FANCL; FANCB (FAAP95); 11p14.3;2p16.1;
FANCM; FANCI; FANCD2; Xp22.2; 14921.1;
FANCD1 (BRCA2); FANCJ 15026.1 3p25.3;
(BRIP1); FANCN (PALB2); 13913.1; 17923.2;
FANCO (RAD51C); FANCP 16p12.2; 17922;
(SLX4); FANCQ (ERCC4, 16p13.3;
XPF); FANCR (RAD51); 16p13.12;
FANCS (BRCA1); FANCT 15915.1;
(UBEZ2T); FANCU (XRCC2); 17921.31; 1931.3;
FANCV (REV7, MAD2L2) 7936.1; 1p36.22
Sindrome Bloom BLM Resposta al 15026.1 AR LMAIiLLA
dany de 'ADN
Neurofibromatosi NF1 Senyalitzacio 17911.2 AD LLA
tipus 1
Ataxia ATM Resposta al 11922.3 AR LLA
telangiectasia dany de 'ADN
LLA familiar SH2B3; TP53; RUNX1; Senyalitzacio; 16p.11.2; 7p13.1; AR LLA-B

TYK2; IKZF1; PAX5; ETV6

Resposta al
dany de l'ADN;
Regulacio
transcipcional

21922.12;
19p13.2; 7p12.2;
9p13.2; 12p13.2

MD: mode d’heréncia; AD: autosomic dominant; AR: autosdmic recessiu; TAC: trisomia autosomica.
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D’altra banda, s’ha descrit que els portadors de reordenaments cromosOmics
constitucionals com ara la translocacié robertsoniana rob(15;21)(q10;q10) o el
cromosoma 21 en anell, tenen una predisposicié especifica molt alta a desenvolupar LLA
amb amplificacié intracromosdmica del cromosoma 21 (iAMP21), amb un risc 2.700

vegades augmentat en comparacié amb la poblacié general?*%.
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1.2. Classificacio de la leucemia limfoblastica aguda

El diagnostic de la LLA es basa en l'observacié morfologica de 225% de blasts de linia
limfoide en medul-la dssia. Les dades cliniques juntament amb les caracteristiques
citomorfologiques, el llinatge (B, T o fenotip mixt) i la classificacio geneticas’han d’integrar
per tal d’establir un diagnostic segons els criteris de la I’Organitzacié Mundial de la Salut
(OMS)?:27 (Figura 5). Aquesta classificacié és primordial per definir el pronostic i el
tractament més adequat?®.

Medul-la
ossia

Citologia

i Servei de diagnostic .
l hematologic integrat Immunofenotip

> —
Citogenética

Geneética molecular

Figura 5. Representacio de les arees implicades en el diagnostic integrat de les leucemies que
permeten la classificacié d’aquestes neoplasies.

1.2.1. Classificacio morfologica de la LLA

En el moment del diagnostic s'avaluara la citomorfologia de la medul-la dssia (MO) i la
sang periferica (SP). També s’ha de realitzar Uestudi citologic de extensions de liquid

cefalorraquidi per tal de descartar l'afectacié del SNC.

Habitualment, les extensions de MO es tenyeixen amb Mai-Grinwald-Giemsa (MGG) i es
realitza el recompte de 500 cel-lules nucleades per indicar el percentatge de blasts i les
caracteristiques morfologiques d’aquests®. Al passat, els limfoblastes es classificaven
seguint els criteris de la French-American-British (FAB) en el tipus morfologic L1, L2 0 L3%;
no obstant, actualment aquesta classificacid ja no s’utilitza donada subjectivitat
associada i la falta d’importancia pronostica. Altres tincions citoquimiques
convencionals com PAS, fosfatasa acida, mieloperoxidasa (MPO), negre Sudan (SBB) i
esterases (NACE, ANAE / ANBE = NaF), no sén obligatories, pero poden ser utils en casos

de dificil caracteritzacio.
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1.2.2. Classificacié immunofenotipica de la LLA

L’estudi de l'immunofenotip mitjancant citometria de flux (CF) és de gran rellevancia tant
en el diagnostic com en el seguiment de la leucemia limfoblastica aguda. La CF és una
tecnologia capa¢ de proporcionar una analisi multiparametrica rapida de cel-lules
individuals, permetent mesurar les caracteristiques fisiques (com la mida i la complexitat)
i els marcadors de superficie o intracel-lulars de cadascuna de les cél-lules. Aixi, la CF
determina el grau de maduracid i el llinatge de la poblacié cel-lular, a més de mesurar
Uindex d’ADN per determinar la ploidia d’aquestes cél-lules. Gracies a aquests elements,
la CF permet una caracteritzacio fenotipica agil i precisa de la poblacio cel-lular, facilitant
aixi un diagnostic rapid de la leucemia i la seva classificacié segons els criteris de
'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS)%?7, sent també util per a la prediccié del

pronostic.

Els antigens més comunament utilitzats per a la identificacié de la leucémia limfoblastica
de cél-lules B son CD19, CD22, i CD79a citoplasmatic (cyCD79a), mentre que per a la
leucémia de llinatge Tsén el CD3 de superficie (smCD3), CD3 citoplasmatic (cyCD3)i CD7
(Taula 4).

Taula 4. Classificacié immunologica caracteristica de las LLA, segons la classificacié d’EGIL?®*'. Taula
adaptada del protocol de tractament LAL/SEHOP-PETHEMA 2013%,

LLA d’estirp B: CD22+i/0 CD19+ i/o CD79a+

Pro-B: Tdt+, CD10-, cylg-, smlg-, CD38+

B comu: Tdt+, CD10+, cylg-, smig-, CD38+

Pre-B: Tdt+, CD10+/-, cylg+, smlg-, CD38+/-

B madura: CD20+, Tdt-, CD10+/-, cylg+/-, cadenes lleugeres citoplasmatiques o de
superficie +, CD38-

LLA d’estirp T: cyCD3+

Pro-T: CD7+, CD2-, CD5-, CD8-, CD1a-

Pre-T: CD2+i/o CD5+i/o CD8+, CD1a-, CD71+

T cortical: CD1a+, smCD3+/-, CD71-

T madura: smCD3+, CD1a-, CD2+, CD5+, CD4/8+

Early Pre-T: CD7+, CD1a-, CD8-, CD5-/expressié debil, antigen de cél-lules mare o
mieloides + (incloent CD34, HLA-DR, CD13, CD33, CD117, CD11b i CD65).

14
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En l'hematopoiesi normal, l'antigen comu de leucocits CD45 s'adquireix durant la
maduracid, de manera que la seva baixa expressié o abséncia s'associa amb més del 90%
dels casos de leucemia aguda, permetent aixi la identificacié clara de poblacions
immadures. L'antigen CD34, associat amb cél-lules mare i progenitors hematopoétics,
s'utilitza ampliament en diversos panells de diagnostic i indica el nivell de diferenciacio
dels blasts leucémics. Es crucial diferenciar el nivell de maduracio, especialment en els
casos de LLA-B, ja que la diferenciacié entre la LLA-B immadura i el imfoma/leucémia de

Burkitt té implicacions terapéutiques importants®'.

La caracteritzacio inicial de la leucémia és essencial per al seguiment de la resposta al
tractament, mitjancant l'avaluacié de la malaltia residual mesurable (MMR). Aquesta
avaluacio permet distingir entre pacients que responen bé a la terapia i aquells que poden
necessitar una reintensificacio del tractament. El valor pronostic de la MMR és considerat
el factor més important en el maneig clinic de la leucémia, ja que presenta una alta

correlacié amb el risc de recaiguda primerenca.

Es important tenir en compte que, en casos de LLA, poden produir-se canvis fenotipics en
la intensitat o en el coeficient de variacié de la distribucié d'un o més marcadors quan es

comparen les mostres obtingudes en el moment del diagnostic amb les de la recaiguda®.

1.2.3. Classificacié genetica de la LLA-B

En la leucemia limfoblastica aguda, el perfil genétic de la malaltia juga un paper crucial en
el diagnostic, la determinacié del pronostic i l'estratificacid del tractament. La
classificacio de 'OMS de l'any 2017 definia els subtipus genétics classics de LLA-B:
t(9;22)/BCR::ABL1,  t(12;21)/ETV6::RUNX1,  t(1;19)/TCF3::PBX1,  t(5;14)/IGH::IL3,
t(v;11923.3)/reordenaments de KMT2A, alta hiperdiploidia i hipodiploidia. A més, es van

incorporar a la classificacié dos subtipus provisionals: iAMP21 i BCR::ABL1-like®.

Aproximadament el 70% de les LLA-B es poden classificar mitjangcant técniques
genetiques estandards (veure apartat 7.4. Técniques citogenétiques i moleculars
aplicades a l’estudi de la LLA) en diferents subtipus amb alteracions genetiques
classiques. El 30% restant dels casos pediatrics de LLA-B no tenen aquestes alteracions

15



Introduccio |

definitories dels subtipus classics i s'anomenen "B-other". Dins d'aquest subgrup, a partir
de l'analisi del transcriptoma complet i els estudis d’agrupacié d'expressié genica®*
(Figura 6), han sorgit diferents entitats genetiques com ara: ETV6::RUNXT-like,
reordenaments de DUX4, ZNF384, MEF2D, NUTMT1 i alteracions de PAX5. Tot i que la
majoria d'entitats es poden classificar mitjancant les proves citogenetiques classiques,
també es requereix un tipatge genéetic molecular per a categoritzar algunes entitats, com

arala PAX5 P80R o U'/KZF1 N159Y.

KMT2A ﬁ@m}" -

4
BCL2/MYC 1'?‘ MEF2D
PAX5 P8OR S e ™I "‘.‘Oig. .
44, Ty et **"..iiﬂfﬂ TCF3::PBX1
X 4 Low hypodiploid S
SIS IOl
. :.o s '.: >, . s..: ’ﬁ;
o.-..::' \. ..n. .'.. 3 .
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o« T o0 5 .':.',“ P %° .
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High hyperdiploid

Figura 6. Agrupacié bidimensional de Uexpressio génica de casos de LLA-B basada en dades de
seqiienciacié del transcriptoma de mostres de leucémia recollides en el diagnostic de nens o adults
amb LLA. Els casos estan codificats per colors segons el subtipus. Aquest enfocament va ser informat per
primera vegada per Gu i col-laboradors®, i s'ha actualitzat per incloure casos addicionals de CDX2/UBTF
després de la definicié recent d'aquest subtipus®®. Imatge extreta de Kimura i col-laboradors .

L'any 2022, a partir de la integracido de dades cliniques, citogenétiques i moleculars
recents, es van presentar dues noves classificacions per part de 'OMSi l'ICC (Taula 5), en
les quals s'han inclos alguns d'aquests nousbiomarcadors?”:*’. Per exemple, en la nova
classificacio WHO-HAEMS, les entitats provisionals com iAMP21 i BCR::ABL1-like ara sén
reconegudes formalment, i, paral-lelament, també s’han incorporat UETV6::RUNX1-like i

la t(17;19)/TCF3::HFL¥.
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Taula 5. Classificacié genetica de les leucémies limfoblastiques agudes B, adaptada de les
actualitzacions recents de 'OMS i 'ICC**’,

Leucemia limfoblastica aguda B (LLA-B)

Leucémia/limfoma limfoblastic B, NOS

Leucémia/limfoma limfoblastic Bamb anomalies genétiques recurrents

Leucemia/limfoma limfoblastic B amb alta hiperdiploidia
Leucemia/limfoma limfoblastic B amb hipodiploidia

O Hipodiploidia baixa (32-39 cromosomes)

O Gairebé haploide (24-31 cromosomes)
Leucemia/limfoma limfoblastic Bamb iAMP21
Leucémia/limfoma limfoblastic B amb fusié IGH::IL3
Leucemia/limfoma limfoblastic B amb reordenament de KMT2A
Leucémia/limfoma limfoblastic B amb fusié ETV6::RUNX1
Leucéemia/limfoma limfoblastic B amb caracteristiques ETV6::RUNX1-like
Leucémia/limfoma limfoblastic B amb fusié BCR::ABL1
Leucemia/limfoma limfoblastic B amb caracteristiques BCR::ABL1-like

O Reordenament de les ABL1-Class

O Activacio de la via JAK/STAT
Leucémia/limfoma limfoblastic B amb fusié TCF3::PBX1
Leucemia/limfoma limfoblastic B amb fusié TCF3::HLF

Leucemia/limfoma limfoblastic B amb altres anomalies genétiques

Leucemia/limfoma limfoblastic B amb reordenament de DUX4

Leucémia/limfoma limfoblastic B amb reordenament de MEF2D

Leucemia/limfoma limfoblastic B amb reordenament de ZNF384

Leucémia/limfoma limfoblastic B amb reordenament de NUTM1

Leucemia/limfoma limfoblastic B amb reordenament de MYC

Leucémia/limfoma limfoblastic B amb reordenament de UBTF::ATXN7L3/PAN3, CDX2
("CDX2/UBTF")

Leucémia/limfoma limfoblastic B amb mutacié PAX5 P80R

Leucemia/limfoma limfoblastic B amb mutacié IKZF1 N159Y

Altres entitats provisionals: LLA-B amb alteracions de PAX5, LLA-B amb mutacié ZEB2
H1038R/IGH::CEBPE, LLA-B amb caracteristiques ZNF384-like, LLA-B amb caracteristiques
KMT2A-like
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Les frequencies de les diferents alteracions genetiques varien segons ’edat dels pacients

(Figura 7). En general, en pacients pediatrics, les alteracions més comunes sén aquelles

associades a un bon pronostic, mentre que en adults l'alteracid més frequent és la

t(9;22)/BCR::ABL1. De fet, els biomarcadors genétics d'alt risc sén quatre vegades més

freqlents en adults que en nens®3%40,

ZNF. 3620 rearr. 7NF384 rearr. NUTM1 rearr.
<1% 3-6% 1-2%

TCF3:PBX1 \ |
5% N " KMT2A rearr.
e 2-4%
\
PAXb5alt
8-10% 18!
\
PAX5 P8OR
2%
MYC 2
<1r;°arr \ Ch t
MEF2D rearr.> romatin
2% Modifiers
KMT2A-like ™
<1%
IKZF1 N159Y
<1% —~
IGH.':(1DEBPE —
<1% High hyperdiploidy
HLI;:/e;arr 30%
e gL TG pewamy  Cfpmosna
BCP-ALL
Signal iAMP21
trasduction 2-3%
ETV%‘;;:/NX1 ~ Low hy;;s/rdiploidy
\Near-haploid
2-3%
BCR:ABL1
2-5%
| BCR:--ABL1-lik
DuXdrear.  coxausTF 1015%
Ao, <1%
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PAX5alt - .
70% - 5 BCL2IMYC moleculars en la LLA-B pediatrica, i el
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18

young adult): adolescents i adults joves.



Introduccio |

A més d’aquestes alteracions genétiques primaries, les leucemies limfoblastiques
agudes presenten caracteristicament canvis en el nombre de copies (CNV: delecions i
guanys) i mutacions acompanyants que son importants en la leucemogenesi i es poden
adquirir o enriquir durant la progressio de la malaltia. Aquests inclouen alteracions dels
factors de transcripcio limfoides (IKZF1, PAX5, EBF1i ETV6), gens associats a la regulacié
del cicle cel-lular (CDKN2A/B, RB1i BTG1), la regulacio de l'apoptosi (TP53), la regulacio
transcripcional i la coactivacié (ERG) i les alteracions epigenétiques (ATF7IP, SETD2,
KMT2D i CREBBP). Aixi com mutacions de la via RAS (KRAS, NRAS i PTPN11) i mutacions
de FLT3, entre d’altres. La prevalencga, el tipus d'alteracié i els gens alterats varien entre

els diferents subtipus genetics®>413,

La comprensio de la base genetica pot conduir a un millor seguiment de la malaltia, a
Uavaluacio del risc de recaiguda i a la inferéncia sobre la possible evolucio, aixicom a la
implementacié de terapies moleculars dirigides per reduir aquest risc i els efectes

secundaris subjacents®44,

1.2.3.1. Leucemia limfoblastica aguda B amb alteracions genetiques

recurrents

Les alteracions genétiques recurrents es poden classificar en:

e Aneuploidies: canvi en el nombre de cromosomes d’una cél-lula.

e Reordenament cromosomics i/o fusions de gens coneguts: ruptures i unions
anormals dels cromosomes que resulten en la combinacié de dos gens;
normalment desregulen oncogens o codifiquen factors de transcripcié quimerics.

e Mutacions puntuals: canvis en un sol nucledtid de ADN, que resulten en una
activitat anormal del gen al qual afecten.

e Perfil d'expressio similar a altres subtipus establerts: presenten un perfil
d'expressio genica similar a un subtipus conegut, perdo no tenen l'alteracié genética

caracteristica d'aquest subtipus.
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L’alta hiperdiploidia és l'anomalia citogenética més frequent en la leucemia
limfoblastica aguda pediatrica, representant el 30-35% dels casos. Es defineix pel guany
no aleatori de cromosomes, augmentant el nombre de cromosomes en el clon leucémic
entre 51 i 65-67; també s'utilitza frequentment un index d’ADN d’entre d'1,16-1,48 per
definir aquest subgrup. El 75% dels esdeveniment d’aneuploidia impliquen una o dues

copies extres dels cromosomes X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 i 21(Figura 8)**,

b -
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Figura 8. Imatge d’una alta hiperdiploidia tipica en la LLA-B.

L’alta hiperdiploidia s'ha associat amb un pronostic favorable i elevades taxes de
supervivencia en diversos estudis durant décades. Malgrat aquesta associacié amb bons
resultats, l'alta freqluéncia de pacients amb LLA amb alta hiperdiploidia fa que aquest

subgrup representi fins al 25% de totes les recaigudes®.

Recentment, Enshaei i col-laboradors*® han definit una combinacié optima de trisomies
de cromosomes que permeten predir de forma significativa el prondstic dels pacients
amb alta hiperdiploidia. S’identifica un grup de bon pronostic, corresponent al 80% dels
casos, que es defineix per les trisomies 17 i/o 18 i sense trisomies 5 i 20. Aquest grup
mostra una millor resposta al tractament independent de la MMR, amb un resultats
similars als dels pacients amb LLA amb reordenament ETV6::RUNX1, presentant baixes

taxes de recaiguda i millor supervivéncia global. D’altra banda, els pacients amb alta
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hiperdiploidia i un perfil de mal pronostic presentaven resultats similars al grup de LLA-B
amb citogenética de risc intermedi. Aquests resultats recolzen la importancia d'obtenir
bones dades citogenetiques o de SNP-array per poder definir correctament el risc dels

pacients amb hiperdiploidia.

Pel que fa a les mutacions associades, normalment s’observen subclons amb mutacions
en gens modificadors de la cromatina (CREBBP, NSD2, KMT5B, SETD2 i EZH2) i de la via
de senyalitzacié RTK/RAS (FLT3, NRAS, KRAS i PTPN11)%4%0_ Altres alteracions també
enriquides en les altes hiperdiploidies afecten els gens NF1, CDKN2A/B, IKZF3 i PAG1%.

La hipodiploidia es defineix com la pérdua dos o més cromosomes. Es classifica en
funcié del nombre de cromosomes com: hipodiploidia baixa (32-39 cromosomes) i
gairebé haploidia (24-31 cromosomes). Ambdues s’associen a pronostics
extremadament desfavorables®”*'. La hipodiploidia baixa s’observa en aproximadament
’'1% dels nens amb LLA i en més del 10% dels adults®. Els cromosomes que més
freqientment es perdensénel 3,7,9, 15,161 17°". Amés, es caracteritzen per alteracions
en la via de RAS (principalment en NRAS, FLT3, KRAS i PTPN11) i en TP53, i delecions
d’IKZF2 i RB1°'%2, La gairebé haploidia esta present en aproximadament un 2% de la LLA
pediatrica® i s'associa amb alteracions activadores de la via de senyalitzacié RTK/RAS

(particularment NF1iPAG1)idelecions d'/KZF3%2.

La hipodiploidia pot passar desapercebuda, ja que sovint les cél-lules experimenten una
endorreduplicacid i s’observa un clonamb un nombre modal de cromosomes en l'interval
hiperdiploide (50-78 o més) (Figura 9), podent ser erroniament considerat com una alta
hiperdiploidia i interpretat com un factor de bon pronostic. La preséncia d’Unicament el
clon hiperdiploide (duplicat) representa aproximadament el 25% dels pacients amb LLA
hipodiploide, cosa que pot complicar la classificacié correcta d’aquests pacients. Per
aquests casos, cal tenir en compte que els clon hipodiploides habitualment content 1 0 2
cOpies de cada cromosoma; per tant, si el clon experimenta una duplicacié gairebé
exacta, el nou clon tindra 2 o 4 cOpies de cada cromosoma. Aix0 contrasta amb la

hiperdiploidiatipica associada aun bon prondstic, on la majoria d’aneuploidia es produeix

21



Introduccio |

en forma de trisomies. Per tant, es poden sospitar hipodiploidies emmmascarades al
detectar clons amb “hiperdiploidia pertetrasomia” i confirmar-les formalment mitjancant
'index de TADN®2 o per arrays.
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Figura 9. Imatge d’una hipodiploidia tipica en la LLA-B. (A) Clon hipodiploide, amb 35 cromosomes, on
s’observa el patré recurrent de perdues dels cromosomes -3, -7, -13, -17i -20. (B) Clon endorreduplicat,
que mostra el doble de copies dels cromosomes observats en el clon hipodiploide.

La leucémia limfoblastica aguda amb amplificacioé intracromosomica del cromosoma
21 (iAMP21) es presenta en el 2% de la LLA-B pediatrica. En general, és més comuna en
nens majors de 5 anys i adults menors de 30 anys (mediana de 9-10 anys), amb un baix

recompte de leucocits (<50x10°%/L)%>3.

S'ha associat a un mal pronostic i altes taxes de recaiguda, que han millorat amb
l'aplicacié de tractaments més intensius®®. La iAMP21 es defineix com la presencia de
cinc o més copies del gen RUNX17 (o tres 0 més copies addicionals de RUNXT dins d'un
Unic cromosoma 21 anormal)?’. Una de les tecniques “gold standard” per identificar
aquesta alteracio és la FISH, on les senyals de RUNX1 s'observen agrupades en interfase
(Figura 10a) i duplicades en tandem al llarg del cromosoma 21 alterat en metafase

(Figura10b)?.
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Figura 10. Patro tipic de la iAMP21 en Uestudi de FISH utilitzant la sonda ETV6/RUNX1 dual color dual
fusion. (A) Estudi en interfase, on s’observen les senyals de RUNX1 (vermell) agrupades corresponents a
amplificacio i una senyal corresponent al cromosoma 21 normal aillat. (B) En metafase, s’observa una
senyal per al cromosoma 21 normal i moltes senyals duplicades en tandem per a la iAMP21.

El procés de formacié de 'iAMP21 sovint inclou un o més cicles de “breakage-fusion-
bridge”, seguit de cromotripsi del cromosoma 21%. Aquests provoquen que l’alteracio
iAMP21 sigui altament variable i complexa, implicant multiples guanys, amplificacions,
inversions i delecions. Tot i aix0, hi ha caracteristiques comunes entre totes les iIAMP21:
una regié6 comuna amb el nivell més alt d'amplificacié i una pérdua en la regid
telomerica®. La regié amplificada compren 7,8Mb del cromosoma 21, des de 32,8 fins a
40,6Mb%®. La variacié en el nombre de copies d’aquesta regié oscil-la entre 3 i 8 (mitjana
de 5,5), fins i tot observant-se variacions del nombre de copies dins de la mateixa regié en

un mateix individu®’.

S'ha demostrat heterogeneitat clonal i evolucié genomica, indicant que l'adquisicié de
UiAMP21 és un esdeveniment primerenc que pot experimentar una amplificacio
progressiva durant la malaltia®. La iAMP21 s'estableix com un esdeveniment iniciador de
la leucemogénesi, que es manté constant entre el diagnostic i la recaiguda®-°8. Ala mostra
de la recaiguda, normalment es conserven els mateixos punts de trencament que la
mostra de diagnostic, tot i que el nombre de copies pot variar®”5°%°, No obstant aixo, el
mecanisme exacte pel qual la iIAMP21 promou la leuceémia segueix sent desconegut.
S’hipotetitza que s'associa amb una major expressio del gens o seqliencies funcionals no
codificants que es troben dins de la regi6 amplificada®'. Els gens que es troben
comunament sobreexpressats son CBR3, DOPEY2, MORC3, CHAF1B, CLDN14, SIM2,
HLCS, RIPPLY3, PIGP, TTC3, VPS26C, DYRK1A, BRWD1, HMGN1, CRYZL1, SON,
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TMEM50B i ERG®%557:¢283 Cal tenir en compte, pero, que també s'han informat casos de
iAMP21 com esdeveniments subclonals i secundaris en LLA-B amb reordenament de

DUX4 o LLA-B amb ETV6::RUNX1%S.

En aproximadament el 20% dels casos, laiAMP21 és l'Unica anomalia citogenetica®. En la
resta de casos, s’observa una amplia gamma d'anomalies genétiques secundaries que
poden contribuir a la progressio de la malaltia: delecions de RB1, EBF1, CDKN2A/B,
SH2B3i ETV6; reordenaments de CRLF2; guanys dels cromosomes X, 10i 14; i delecions
parcial dels cromosomes 7 i 11%%%", De fet, les iAMP21 presenten el nombre mitja més alt
de variants estructurals i la carrega mutacional més elevada entre els diferents subtipus
de LLA®%. A nivell mutacional, les vies més alterades son la senyalitzacié JAK/STAT, la
senyalitzacié RAS i la de diferenciacié de cel-lules B%. En consequéncia, s'observen
mutacions recurrents en KRAS i NRAS®S, IL7R®, i SH2B3%%" A més, la pérdua neutra
d'heterozigositat (CN-LOH) en 9p, 12q i 6p s’observen frequentment en la LLA amb
IAMP215681,

La LLA-B amb la translocacio t(5;14)(q31;932)/IGH::IL3 és una entitat reconeguda en la
classificacié de 'OMS?* que s’associa amb un fenomen massiu d’eosinofilia. En la
translocacio t(5;14)(gq31;932), Uenhancer de U'IGH es juxtaposa amb el promotor del gen
IL3, provocant la sobreproduccié d'interleucina-3 i, consequientment, la maduracid i

lalliberament d’eosinofils madurs a la sang®®.

Estracta d’una entitat extremadament rara (<1% de les LLA-B)?, per la qual cosa les dades
cliniques i biologiques sén escasses a la literatura. Fournier i col-laboradors®® van recollir
les dades d’una vintena de pacients, descrivint-los com: majoritariament adolescents o
adults joves (edat mitjana: 14,3 anys), més prevalent en homes (ratio 5:1), amb baix
recompte de blasts, eosinofilia massiva i simptomes relacionats amb el SNC (no per
infiltracioé de blasts, sind per la toxicitat dels propis eosinofils) i sovint van acompanyats
de delecions d’/KZF1. Els pacients tenen un pronostic intermedi, amb frequients fracassos

en lainduccid i alts nivells de MMR.
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Els reordenaments de KMT2A (localitzat a 11g23) s’han descrit amb més de 100 gens
diferents, els quals presenten una distribucié especifica segons l'edat del pacientieltipus
de leucemia (Figura 11). En la LLA, les cinc fusions més frequents (AFF1, MLLT3, MLLT1,
MLLT10 i AFDN) representen més del 90% de tots els reordenaments de KMT2A.
Concretament, el reordenament meés comu en la LLA és la

t(4;11)(q21;023)/KMT2A::AFF 17,

Els reordenaments de KMT2A es troben en el 80% dels lactants (<1 any), en el 5% dels
casos pediatrics i en un 15% dels casos adults®®. Els pacients solen presentar
hiperleucocitosi, un immunofenotip pro-B (CD10-) amb l'expressié de marcadors
mieloides, i una incidéncia relativament alta d’afectacié del SNC®7°. Independentment
del partner de fusié o el fenotip de llinatge, aquest subtipus mostra una signatura
d'expressio genica concreta amb sobreexpressio dels gens del cluster HOX i del cofactor

MEIS1. A més, les vies PI3K i RAS solen trobar-se alterades”.

® AFF1 MLLT3 MLLT1 @& MLLT10 @ AFDN @ PTD @ ELL rest

KMT2A+ >
acute leukemia

pediatric
ALL
A n=530

Figura 11. Distribucié dels reordenaments de KMT2A en la LLA segons U’edat. La distribucié dels socis
de fusié més frequients s’indica amb diferents colors (codi de color a la part superior) i la seva frequéncia en
percentatge. El nombre addicional de gens de fusid associats es mostra amb ndmeros blaus per a cada
subgrup. Imatge adaptada de Meyer i col-laboradors®’.
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Aquest subtipus de LLA s’associa a un pronostic desfavorable, amb comportaments
agressius gue impliquen recaigudes precoces i una alta taxa de mortalitat®®. Tot i aixo,
s’estan aconseguint millorar les supervivencies tractant els pacients amb combinacions
de millors quimioterapies, estratificacions basades en la MMR, aixi com amb els avengos

en cures de suport”'.

LaLLA-B amb fusié ETV6::RUNX1 és un dels subtipus més comuns en la LLA-B pediatrica,
representant el 20-25% dels casos’®. Aquesta fusié és més freqlient en nens menors de
10 anys (mediana de 4 anys). El subtipus ETV6::RUNX1 es considera de bon prondstic,
amb supervivencies superiors al 95% en la majoria de protocols de tractament i assajos
clinics, la qual cosa fa que aquests pacients siguin candidats per a una desintensificacio

dels tractaments’.

Cal destacar que la t(12;21)(p13;922)/ETV6::RUNX1 és una variant estructural criptica a
nivell de cariotip, per la qual cosa la técnica “gold standard” per la seva deteccid és

I’estudi de FISH®” (Figura 12).

Figura12. Imatge de lat(12;21)(p13;q22)/ETV6::RUNX1 positiva per ’estudi de FISH, en utilitzar la sonda
ETV6/RUNX1 dual color dual fusion (ETV6 marcat en verd i RUNX1 marcat en vermell).

Aquesta fusio es pot detectar en nadons fins i tot dins de l'Uter, ja que s'ha confirmat la
seva preséncia en sang de cordd umbilical i s'ha demostrat el seu origen prenatal en
bessons idéntics’’5. Tot i que alteracié s'ha identificat en nounats sans (1-5%), la
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incidéncia de leucémia entre els portadors és molt menor (0,2-1%)% La laténcia
prolongada des del naixement fins a la manifestacié de la leucémia suggereix que la fusio
ETV6::RUNX1 requereix d’altres esdeveniments genétics cooperants per induir la
leucemogenesi®’®. Aquests “segon hit” o esdeveniments addicionals poden incloure
delecions en diverses regions cromosomiques com 12p (afectant Ual-lel d’ETV6 no
reordenat), 6q, 9p (amb delecié focal de PAX5), 5q, 3p i 3q, 149, 7p i 7q, i la perdua de
cromosomes sencers com X, 8i 13 sencers. Amés, es poden observar duplicacions de 4q
o trisomies del cromosoma 21 (guanys de RUNXT) i 16. Aixi mateix, son frequents les

mutacions de la via RAS o de NSD2%7077,

Un estudi de Chen i col-laboradors’® van demostrar que els gens que activen la
recombinacid (RAG) es trobaven particularment expressats en el casos de LLA-B amb
ETV6::RUNX1, especialment la signatura de RAG1, associada amb alts nivells d’expressié

de ETV6, CLIC5, WBP1L, ANGPTL2iBIRC?.

La LLA-B amb caracteristiques ETV6::RUNX1-like es refereix a un subgrup de pacients
que comparteixen un perfil genétic d'expressid i de metilacié semblant als pacients amb
la t(12;21)/ETV6::RUNX1, perd que no presenten aquesta fusioé tipica. Aquest subtipus
constitueix aproximadament entre '1-3% de les LLA-B pediatriques i es caracteritza per
presentar alteracions concurrents en ETV6 i IKZF1, ja sigui en forma de fusions o
delecions. Tant IKZF1 com RUNX1 sén factors de transcripcié fonamentals per a la
maduracioé de les cel-lules B, la qual cosa suggereix que les alteracions en IKZF1 poden
provocar els mateixos efectes que la funcié alterada de RUNX7T7 que es produeix
classicament en la fusié ETV6::RUNX17°. A més, s’han associat amb fusions geniques

alternatives o CNV dels factors de transcripcié de la familia ETS (ERG, FLI1) o TCF3 3.

Tipicament presenten unimmunofenotip similar als casos positius per ETV6::RUNX1, amb
expressio de CD27+ i CD44baix-negatiu®®. També s’han trobat enriquides les delecions
intrageniques de ARP218, A més, s’ha demostrat la sobreexpressié dels gens de la
signatura RAG7, que es considera un bon marcador genétic per identificar aquest nou

subtipus’®.
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Encara que les dades sobre aquest subtipus sén limitades i no s’han descrit series
llargues d’ETV6::RUNXT1-like, sembla que aquest grup de pacients podrien tenir un

pronostic relativament favorable, tot i que calen més estudis per confirmar-ho3*7°.

La translocacio t(9;22)(q34;911.2) (Figura 13) dona lloc a la fusiéo BCR::ABL1 (Filadelfia o
Ph), es troba en el 2-5% de les LLA-B pediatriques i augmenta fins els 15-25% en adults
joves®**+# Lafusié dels gens BCRiABL1 crea una proteina quimeérica amb activitat tirosina

cinasa constitutiva, que promou la proliferacié i supervivencia andomala de les cel-lules

8 ‘_._‘_

9 t9;22)(q34:q11) 22

leucémiques.

Figura 13. Imatge de la 1(9;22)(q34;q11) observada al estudi de cariotip, que implica la fusié BCR::ABL1.

Historicament, la LLA-B amb la fusié BCR::ABL1 es considerava un subtipus d'alt risc,
pero la incorporacié d'inhibidors de la tirosina cinasa (TKi), en combinacié amb la
guimioterapia, ha millorat significativament els resultats clinics d’aquests pacients®*. Aixi
mateix, la prediccié del risc ha millorat al considerar les dades la MMR i la
hiperleucocitosis inicial®®. Toti aix0, la supervivéncia a llarg termini continua sent un repte,
amb aproximadament la meitat dels pacients morint dins dels 5 anys posteriors al

diagnostic, malgrat l'us dels TKi®.

Els pacients amb LLA-B amb BCR::ABL1 solen presentar altres anomalies gené&tiques
secundaries, incloent delecions en els gens IKZF1, EBF1, PAX5 i CDKN2A/B7°%. Les
alteracions en IKZF1 s'han vinculat amb pronostics desfavorables, independentment de
l'us de TKi, especialment quan coexisteixen amb delecions en CDKN2A/B, PAX5, o

ambdues”®.
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La leucemia limfoblastica aguda B amb BCR::ABL1-like (o Philadelphia-like) mostra un
patré d’expressio genica molt similar al de la LLA-B amb t(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1,
pero sense presentar la fusié tipica BCR::ABL1%¢. Representen aproximadamentel 15-20%
de les LLA-B, toti que la incidencia varia amb U’edat; afecten aproximadament un 10-15%
en nens, un 25-30% dels adults joves (21-39 anys), i un 20% dels adults (>40 anys)®’. La

freqliéncia pot incrementar-se en pacients d'ascendéncia hispana i variants de GATA3®,

A nivell bioldgic, s’ha descrit un ampli espectre d’alteracions genetiques (més de 60),
incloses translocacions, reordenaments criptics, canvis en el nombre de copies i
mutacions que s’associen a la LLA BCR::ABL1-like?®°, Totes aquestes alteracions
genetiques convergeixen en una signatura d’expressio génica comuna que es manifesta

en l'activacio de les vies de senyalitzacié dels receptors de cinasa i citocines (Figura 14).
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Figura 14. Esquema de les principals alteracions genomiques en la LLA BCR::ABL1-like, incloent
mutacions, reordenaments, fusions de gens i CNV, que impulsen la senyalitzacié de citocines i la
cinasa. Aquestes alteracions activen vies com les de la familia JAK o la senyalitzacié ABL, fent-les
susceptibles als TKi. Abreviatures: TR: truncat; JAKi, inhibidors de JAK; BCL2i, inhibidors de BCL2; PI3Ki,
inhibidor de la fosfoinositid 3-cinasa; mTORI, inhibidors de mTOR; TKi, inhibidors de la tirosina cinasa. El

signe * indica l'aparicié d'una mutacié. Imatge extreta de lacobucci i col-laboradors®’.
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Les alteracions en la LLA BCR::ABL1-like es poden classificar en:

= Alteracions de la via JAK/STAT: inclouen mutacions que activen receptor de

citocina (p. ex., CRLF2 i IL7R); fusions de gens que alteren l'expressié dels
receptors de citocines (p. ex., IGH::CRLF2 i P2RY8::CRLF2); fusions de gens i/o
mutacions que activen cinases (p. ex., JAK1, JAK2, JAK3, TYK2); i reordenaments
que alteren i trunquen l'expressié del receptor de citocines (p. ex., reordenaments
d'EPOR).

= Fusions que impliquen gens de classe ABL: com ABL1, ABL2, CSF1R, LYN,

PDGFRA, PDGFRB.
= Fusions menys comunes: com FLT3, FGFR1, NTRK3, PTK2B.

Els principals gens de fusié associats a cadascun dels gens que es troben fregientment

alterats en les LLA-B amb BCR::ABL1-like es recullen a la Taula 6.

Taula 6. Recull dels gens associats al subtipus BCR::ABL1-like, junt amb els gens de fusio
amb els quals es reordenen habitualment. Taula adaptada de Tasian i col-laboradors®'.
Gen associat a Gens de fusid associats

BCR::ABL1-like

ABL1 CENPC, ETV6, FOXP1, LSM14A, NUP153, NUP214, RANBP2, RCSD1, SFPQ, SNX1,
SNX2, SPTNA1, ZMIZ1

ABL2 PAG1, RCSD1, ZC3HAV1

CSF1R MEF2D, SSBP2, TBL1XR1

PDGFRA FIP1L1

PDGFRB ATF7IP, EBF1, ETV6, SNX29, SSBP2, TNIP1, ZEB2, ZMYND8

LYN GATAD2A, NCOR1

CRLF2 CSF2RA, IGH, P2RY8

JAK2 ATF7IP, BCR, EBF1, ETV6, GOLGA5, HMBOX1, OFD1, PAX5, PCM1, PPFIBP1,
RFX3, SMU1, SNX29, SSBP2, STRN3, TERF2, TPR, USP25, ZBTB46, ZNF274,
ZNF340

EPOR IGH, IGK, LAIR1, THADA

TSLP IQGAP2

TYK2 MYB, SMARCA4, ZNF340

IL2RB MYH9

NTRK3 ETVE

PTK2B KDMG6A, STAG2, TMEM2

FGFR1 BCR

FLT3 ZMYM2

DGKH ZFAND3

BLNK DNTT

CBL KANK1
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La distribucio del gens alterats en el subtipus de LLA amb BCR::ABL1-like pot variar segon
edat®, en general, la majoria de casos presenten l'activacié de la via de senyalitzacié de
JAK/STAT: el 50% dels pacients tenen alteracions de CRLF2 i 10-15% presenten altres
alteracions que activen la via de senyalitzacié®. D’altra banda, el 15-20% mostraran
fusions dels gens de la classe ABL 2. Aixi mateix, aquest subtipus habitualment presenta
alteracions en factors de transcripcié implicats en el desenvolupament de la cél-lula B,

com IKZF1, EBF1, ETV6, ERG, TCF3i PAX5%.

Pel que fa a les alteracions de CRLF2, aquestes es donen amb més freqliencia en nens
amb Sindrome de Down, individus hispanics i persones amb ascendéncia nativa
americana. Les alteracions inclouen: un reordenament criptic que fusiona CRLF2::IGH,
una delecié focal a la regié pseudoautosomal que resulta en la fusido P2RY8::CRLF2; i
menys freqlientment, la mutacié puntual CRLF2 F232C7%% (Figura 15). Habitualment,
aquestes alteracions es presenten amb mutacions concomitants en JAK2, JAK1, JAK3,
FLT3, en el coreceptor IL7R, i amb delecions de SH2B3%. Aixi mateix, s’ha descrit que els
reordenaments de CRLF2 poden coexistir amb iAMP21 o dic(9;20), aixi com amb ’alta

hiperdiploidia®.
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Figura 15. Alteracions associades al gen CRLF2. L'activacio normal de CRLF2 es produeix quan s'uneix a
la timopoietina estromal limfoide (TSLP), la qual indueix un canvi conformacional que resulta en la
dimeritzacié del receptor. Els reordenaments de CRLF2, la variant p.F232C i les variants de JAK2 promouen
la fosforilacio de STAT5 i l'activacié de la via JAK/STAT, conduint a una sobreexpressio oncogenica de CRLF2
i una activacié aberrant de la senyalitzacio. Les delecions dels reguladors transcripcionals limfoide B, com
IKZF1, EBF1, BTG1 i PAX5, també augmenten l'expressio de CRLF2, conduint a una diferenciacio cel-lular
alterada. Imatge extreta de Gil i col-laboradors®.
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La LLA-B BCR::ABL1-like s’associa a pronostics desfavorables, ja que presenta nivells
elevats de MMR i taxes més altes de fallida del tractament’®®2. Tot i aix0, les alteracions
descrites poden ser susceptibles de terapies dirigides amb TKi en combinacié amb la
guimioterapia citotoxica convencional®. De fet, s'han descrit casos en qué pacients

refractaris a la quimioterapia han respost als TKi®.

La translocacio t(1;19)(q23;p13) (Figura 16), que codifica la fusié TCF3::PBX1, defineix
un subtipus de LLA-B present en el 5-6% de casos pediatrics, i només en I’1% dels casos
adults®47% sent més comu en afroamericans®. Es relaciona amb un immunofenotip pre-B
(CD19+/CD10+/CD33-/CD34~-/slg-) i, majoritariament, amb l'expressié de cadena
pesada d'immunoglobulina citoplasmatica, aixi com amb un nombre elevat de globuls

blancs en sang periférica al diagnostic’®?’.
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Figura 16. Imatge de la t(1;19)(q23;p13), que implica el reordenament de TCF3::PBX1, observada a
Uestudi de cariotip. A l'esquerra, es mostra la translocacié reciproca entre els cromosomes 1i 19, mentre
que a la dreta es veu la translocacio desequilibrada amb el cromosoma derivatiu der(19)t(1;19), mantenint
dos cromosomes 1 normals (fet que es produeix freqlientment en aquest subtipus de LLA-B%). Imatge
adaptada de UAtlas of Genetics and Ctyogenetics in Oncology and Haematology 3.

Aquest subtipus havia estat historicament associat amb un mal pronostic i un elevat risc
de recaiguda del SNC®. L'Us de tractaments moderns adaptats al risc ha millorat
significativament el prondstic; per tant, 'estudi d’alguns factor pronostics, com una MMR
positiva després de la induccidé o la infiltracié testicular, és important per tractar

adequadament aquests pacients®.
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La translocacio t(17;19)(q22;p13), que dona lloc a la fusié TCF3::HLF, defineix un
subtipus rar de LLA (<1% de les LLA pediatriques)*”°. Es van determinar dos tipus de
reordenaments possibles segons els exons implicats: translocacié entre l'exd 13 de TCF3
i l'ex6 4 de HLF, associada amb un fenotip de coagulacio intravascular disseminada greu;
i la translocacio entre l'exd 12 de TCF3 i l'exd 4 de HLF, que indueixen un fenotip de
hipercalcemia severa®'%. Aquesta fusid s’ha associat amb delecions intragéniques de
PAX5 i VPREB1, mutacions somatiques en l'al-lel no translocat de TCF3, mutacions
activadores en els gens de la via de senyalitzacié RAS (NRAS, KRAS i PTPN11) i amb
U'activacio de la via de senyalitzacié Notch. A més, es caracteritzen per l'expressio de

marcadors de cel-lules mare i mieloides™".

Els pacients amb LLA-B TCF3::HLF presenten un pronostic extremadament desfavorable,
ja que no responen a la quimioterapia inicial i experimenten recaigudes primerenques
(normalment dins dels dos anys posteriors al diagnostic). Recerques precliniques han
identificat possibles terapies dirigides, com la inhibicié de BCL2 o la inhibicié de la cinasa

Aurora A79:100,
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1.2.3.2. Leucemia limfoblastica aguda B-other

El 30% dels casos pediatrics de LLA-B no presenten cap de les alteracions genetiques
recurrents (veure apartat 7.2.3.1. Leucémia limfoblastica aguda B amb alteracions
geneétiques recurrents). Aquest subgrup, anomenat B-other, és ampliament heterogeni,
pero amb l'analisi del transcriptoma complet i estudis d’agrupacio de l'expressié genica®
es van poder descriure diferents perfil genetics definitoris. La identificacié d’aquests és
important ja que permeten una reassignacié del prondstic i del risc més precisa, sent

rellevant en les noves terapies adaptades alrisc o en les terapies dirigides.

Els reordenaments del gen DUX4 representen el 5-10% de les LLA-B347%7% j es troben
amb major freqliéncia en la poblacié d’ascendéncia est-asiatica®. La translocacié del gen
provoca una sobreexpressido de la proteina DUX4 truncada, la qual provoca una
desregulacioé transcripcional d’ERG'2. EL 50-70% dels casos amb reordenaments de DUX4
presenten com esdeveniments secundaris delecions somatiques de ERG®, una alteracio
restringida gairebé exclusivament a aquests subgrup de pacients'?'%, Els reordenaments
de DUX4 sén citogenéticament criptics, generalment produits per lainsercio del gen en el
locus de U'/GH o en un intré de ERG. La mida petita de les translocacions, la naturalesa
repetitiva del gen DUX4 i la seva localitzacié subtelomerica (en 4g/10q), soén responsable

de la dificultat en la identificacié d’aquests reordenaments®.

Dins de les LLA-B amb reordenaments de DUX4 s’han identificat dos grups amb expressio
genica diferent: un caracteritzat per alteracions en ERG/TBL1XR1 i una elevada expressio
de NFATC4; i Ualtre associat amb mutacions en NRAS, IKZF1 i KMT2D i sobreexpressio de
CEBPA/FLT3:.

Les LLA-B amb reordenaments de DUX4 presenten un perfil d’immunofenotip distintiu
amb expressio de CD2 i CD371. A nivell genétic també s’associen a delecions de IKZF1

(40%), perd malgrat aixo, presenten un pronostic molt favorable®”°.

Actualment, la identificaci6 fiable de la LLA-B amb aquests reordenaments requereix
perfils d'expressié genica o métodes de seqlienciacio de nova generacio, els quals encara

no sén factibles per a estudis de cribratge a gran escala ni per a molts centres diagnostics.
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Com alternatives diagnostiques, la deteccio de CD371 a la superficie cel-lular mitjancant
citometria de flux'® o la deteccié de la delecié d’ERG, poden ser bones aproximacions
diagnostiques. Tot i aix0, cal tenir en compte que, malgrat ser comuna, la delecio d'ERG
és un esdeveniments secundari (sovint subclonal) que no esta present en tots els casos;

per tant, el seu estudi no permet diagnosticar un nombre rellevant de casos.

Els reordenaments de MEF2D es troben en '1-4% de les LLA pediatriquesien el 7-10%
dels casos adults. Aquests reordenaments es caracteritzen per presentar
caracteristiques cliniques desfavorables, com ara una edat al diagnostic més avancgada
(mediana que oscil:-la entre els 9i 14 anys) i un recompte elevat de globuls blancs. També
mostren un perfilimmunofenotipic distintiu, amb una expressidé baixa o absentde CD10 i
positius per CD38; aixi com una major frequiéncia de delecions de CDKN2A/B i, mutacions

de PHF6 i de la via de senyalitzacié RAS (NRAS, KRAS, NF1, PTPN11)106.107,

Fins ara, s'han descrit 11 gens de fusidé associats amb MEF2D: BCL9, BCL9L, CSF1R,
DAZAP1, FOXJ2, HNRNPH1, HNRNPM, HNRNPUL1, PYGO2, SS18, i ARID1B™'%¢  |es
reordenament de MEF2D resulten en una activacid6 augmentada de l'activitat
transcripcional del gen i una expressié incrementada de HDACY, i, en consequeéncia,

sensibilitat als inhibidors de les histones desacetilases'’.

Els pacients amb una fusié de MEF2D tenen un pronostic desfavorable, amb alts nivells
de MMR, una alta incidencia de recaigudes primerenques i baixes taxes de

supervivéncia’®1%,

Els reordenaments de ZNF384 defineixen un subgrup de pacients present en ['1-6% dels
casos de LLA-B pediatrics i en un 5-15% dels casos adults’®®, amb una freqliiéncia més
alta en pacients d'ascendéncia est-asiatica®. Habitualment, aquests casos presenten un
immunofenotip distintiu: tipicament LLA amb expressio baixa de CD10 i expressio
aberrant dels marcadors mieloides CD13 i/o CD33; o leucemia aguda de fenotip mixt

B/mieloide (MPAL), positiva per MPO™%"° De fet, en el 48% dels casos de MPAL presenten
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reordenaments de ZNF384'". El fenotip ambigu del llinatge de la leucémia amb
reordenament de ZNF384 pot canviar durant el curs de la malaltia, provocant la pérdua de

l'expressio CD19i el fracas terapies CAR-T''2,

Fins ara, s'han identificat 19 socis de fusié diferents amb ZNF384 en la LLA-B, com AKAPS,
ARID1B, ATP2C1, BMP2K, CLTC, CREBBP, DDX42, EHMT1, EP300, EWSR1, NCOAS3,
NIPBL, SMARCA2, SMARCAA4, SPI1, SYNRG, TAF15, TCF3 i TEX418™1314 sent els més
comuns EP300, TCF3i TAF15%. Totes les fusiones de ZNF384 conserven tota la seva regio
codificant, cosa que implica que les vies de senyalitzacidé de la resposta apoptotica
cel-lular, MAPK i JAK/STAT, estiguin significativament activades®. A més, fins al 60% dels
pacients amb fusié de ZNF384 mostren alteracions en molécules de senyalitzacié com
NRAS i FLT3, mentre que el 40% tenen mutacions epigenetiques, especialment en

SETD1B, CREBP i EZH2%.

Aquesta alteracié s’ha relacionat amb un pronostic intermedi a favorable®’°®, tot i que
aquest varia segons el soci de fusié: la fusié EP300::ZNF384 esta associada amb un
resultat favorable, mentre que la fusié TCF3::ZNF384 sovint s'associa amb recaigudes

tardanes i un pronostic desfavorable'®.

Els reordenaments del gen NUTM1 s'observen en ['1-2% de les LLA-B pediatriques,
trobant-se amb més frequéencia en infants menors d'un any que no presenten
reordenaments de KMT2A. Els reordenaments de NUTM1 defineixen un subtipus de LLA-B
associat a un pronostic favorable, tant en pacients pediatrics com en infants menors d’un

any'e.

Les translocacions implicades en el reordenament de NUTM1 poden ser visibles en el
cariotip (s’observen alteracions en 15q14, on es el localitza el gen) o criptiques segons el
gen de fusié acompanyant. Per aix0, habitualment s’utilitzen técniques de sequenciacié
de UARN o FISH (amb sondes break-apart) per descartar la preséncia de reordenaments
en aquest gen'®. Fins ara, s'han identificat fusions de NUTM1 amb gens que codifiquen

diversos factors de transcripcio i reguladors epigenetics, comACIN1, CUX1,AFF1,ATADS,
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BRD9, CHD4, IKZF1, BPTF, RUNX1,SLC12A6, ZNF618i KAT6A%*82114118 El gen concretamb

el que es fusiona NUTM1 varia segon ’edat de diagnostic (Figura 17)".

NUTM1 infants NUTM1 children

ACIN1

ACIN1

CHD4 RUNX1

ZNF618 BRD9

BRD9

IKZF1
ZNF618

cuxi SLC12A6

Figura 17. Diagrames amb els gens de fusié associats a NUMT1 en funcié de ’edat de diagnostic de la
malaltia. A Uesquerra es mostren els infants (<1 any) i a la dreta els casos pediatrics (=1 any). Imatge extreta
de Boericol-laboradors'™.

Entotes les fusions, es manté eldomini NUT, i es pensa que aixd condueix a canvis globals

en l'acetilacié de la cromatina, aixi com a una sensibilitat als inhibidors de la histona

deacetilasa o als inhibidors del bromodomini (especialment en les fusions amb BRD9)"°.

Les alteracions cromosomiques en BCL2, MYC i/o BCL6 'associen comunament amb
limfomes de cel-lules B madurs agressius; no obstant aix0, també s’han observat en el 2-
4% de LLA-B d’adults i, rarament, en LLA-B pediatriques®. Tipicament els reordenaments
d’aquest gens impliquen les immunoglobulines (IGH, IGK i IGL), i s'associen a respostes

desfavorables als tractaments inicials i a resistencia a la quimioterapia34821"7,

Els reordenament de MYC (MYCr) son frequentment la Unica alteracid present, pero
també s’ha descrit que poden coexistir amb altres anomalies, com ara lalta
hiperdiploidia, reordenaments de KMT2A, BCL2, BCL6, BCR::ABL1ilaiAMP21. Aixi mateix,

també s’ha associat amb mutacions de KRAS.

Es important tenir en compte que el /G::MYC pot causar confusié en el diagnostic amb el
limfoma/leucemia de Burkitt, pero s’ha demostrat que les LLA-B amb MYCr i els limfomes
de ceél-lules B madures amb MYCr sén genéticament diferents'. Les LLA-B es

caracteritzen per no tenir mutacions en els gens IGVH, mentre que els limfomes mostren
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signes d'hipermutacié somatica’’. Totique l'expressié de marcadors com CD34 o TdT pot
ajudar en el diagnostic, no tots els casos presenten aquests marcadors. De fet, el
diagnostic pot ser encara més confus en pacients amb antecedents de limfoma de
cel-lules B madures, ja que aquests poden mostrar caracteristiques immunofenotipiques
d'immaduresa en cas de transformacid. Per tant, s'hauria d'evitar el diagnostic de LLA-B

amb MYCr en pacients amb aquests antecedents®.

La LLA-B amb alteracions de PAX5 (PAX5alt) representa el 7-10% dels casos pediatricsi
s'associa amb un pronostic intermedi, tot i que el prondstic d'aquest subtipus és
significativament pitjor que el de PAX5 P80R®*'¥ Aquest subgrup inclou diverses
alteracions de PAX5, com reordenaments, mutacions puntuals i amplificacions

intragéniques focals:

e Reordenaments: s’han identificat més de 24 gens que es reordenen amb PAX5

(p.ex., AUTS2, CBFA2T3, DACH1, ETV6, FOXP1, NOL4L i ZNF521)%. Les més
frequents sén ETV6 i NOL4L, que s’associen a les alteracions citogenetiques
dic(9;12) i dic(9;20), respectivament®®.

e Mutacions puntuals: classifiquen els casos amb mutacions clonals (excepte PS80R)

i amb un VAF 235%, sense cap altra caracteristica definitoria d’un altre subtipus®®.
Habitualment s’han observat les mutacions de PAX5 com P32S, P34L, R38C/R38H
i R140L/R140Q%11°, A més, més del 40% de les mutacions PAX5 dins del subtipus
PAX5alt sén hemizigotes a causa de la perdua de l'al-lel PAX5 wildtype'®.

e Amplificacions intrageniques: habitualment es produeixen per duplicacions

internes en tandem del exons 2-5%. Sovint presenten pérdues homozigotes
CDKNZ2A/B i trisomia dels cromosoma 5.

e Altres: les perduade PAX5, juntamb la pérdua bial-lélica de CDKN2A/B i anomalies
de MTAP (CNV o variants estructurals), en abséencia d'altres anomalies genétiques
definidores de subtipus, s’ha associat al mateix perfil d'expressid genica de

PAX5alt®.
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A més, els casos amb PAXb5alt presenten altres alteracions com delecions que afecten
gens de regulacié del cicle cel-lular (CDKN2A, RB1i BTG1), gens de desenvolupament de
cel-lules B (IKZF1, VPREB1 i BTLA), reguladors transcripcionals (ZFP36L2, ETV6i LEF1)i/o
modificadors epigenétics (KDM6A, KMT2A i ATRX). S’observa un enriquiment de gens que
codifiquen per reguladors de la senyalitzacié dels receptors de citocines (com PDGFRB i
FLT3), consistent amb U'elevada frequencia de mutacions de la via de senyalitzacio RAS

presents en agquest subtipus?®..

La mutacié missense PAX5 P80R (p.Pro80Arg) és la mutacié més frequent identificada en
aquest gen'® i defineix un nou subtipus de pacients amb un perfil d’expressid genic
Unic3437120 Aquest subtipus representa aproximadament el 2% de la LLA-B pediatrica®ies
caracteritza per presentar alteracions bial-leliques de PAX5, delecions homozigotes de
CDKNZ2A/B i mutacions activadores en la via de senyalitzaciéo de RAS™. Les alteracions
bial-leliques del gen es produeixen mitjancant delecions, perdua d'heterozigositat o
mutacions a l'altre al-lel de PAX5'°. PAX5 és un factor de transcripcié imprescindible en
el desenvolupament i manteniment de les cel-lules del llinatge B, per la qual cosa, les
alteracions del gen produeixen un decreixement d’aquesta activitat reguladora i

desencadenen l’aparicié de neoplasies B!,

S’ha informat de diversos riscos en diferents cohorts, i, tot i que majoritariament s’ha
associat a un pronostic intermig-favorable, el pronostic d’aquesta entitat encara no esta
del tot definit®'?912°, També s’ha observat freqientment un canvi preco¢ al llinatge

monocitic i pérdua del immunofenotip de cél-lules B'%,

Una mutacio heterozigota en IKZF1 N159Y (p.Asn159Tyr), mantenint U'expressio de Ual-lel
d’IKZF1 no mutat, defineix un nou subtipus de LLA que representa <1% dels casos®*. El
perfil d'expressio genica és molt diferent en comparacié amb altres casos de LLA-B,

incloent-hi altres casos amb alteracions d’IKZF 134.
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Les alteracions somatiques d'/KZF1 sén un segell distintiu de LLA-B d'alt risc amb poca
resposta a la terapia®. IKZF1 és un factor de transcripcié critic relacionat amb la
diferenciacioé i maduracio del precursor cel-lular hematopoiétic. La mutacié en N159 es
troba al domini d'unié a CADN d'IKZF1; s’ha demostrat que aquesta mutacié missense
pertorba la funcié normal de la proteina, amb una localitzacié nuclear erronia i una
induccio de 'adhesio intercel-lular aberrant, que és caracteristica de moltes alteracions

d'IKZF 1%,

Aguest subtipus es relaciona amb guanys del cromosoma 21%¥ i amb l'expressid
augmentada de gens implicats en l'oncogenesi (YAP1), la remodelacié de la cromatina
(SALL1) i factors de senyalitzaci6 (ARHGEF28). També presenten recurrentment
mutacions de KRAS i la senyalitzacié del receptor de cél-lules B; aixi mateix, les vies de
senyalitzacié JAK/STAT (especialment els gens FLT3, FLT4 i STAT5) estan regulades a la
baixa en pacients amb IKZF1 N159Y34:82,

Actualment el nombre de pacients descrits i publicats amb IKZF7 N159Y és molt limitat.
Sén necessaris més estudis per poder determinar les caracteristiques d’aquest nou

subtipus de pacients, toti que actualment s’associa a un pronostic intermig®’.

S’ha definit un nou subgrup de pacients amb LLA-B amb un perfil genétic caracteristic,
gue presenta alhora la fusié IGH::CEBPE i la mutacié ZEB2 H1038R®"'2%, No obstant aixo,
aquestes alteracions no son uniques i exclusives d'aquest grup, ja que també es poden
trobar per si soles en altres subtipus de LLA®™4  La coexisténcia de ZEB2
H1038R/IGH::CEPBE representa <1% de les LLA-B* i sovint s’acompanya de mutacions
de NRAS (>50% dels casos), sobreexpressio de LMO1 i subregulaciéo de SMAD1iBMP237:#2,

Tot i que les séries son limitades, sembla que s’associen a un pronostic desfavorable®.
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S’ha identificat un nou subtipus de LLA-B que presenten un perfil genétic molt concret,
associat amb una delecié focal downstream de PAN3 (13921.2), que resulta en la
desregulacié de CDX2; i una microdelecié del exons 18-21 de UBTF (17921.31), que
resulta en la fusié UBTF::ATXN7L3%"%.

Aquests pacients mostren una alta expressiéo de NTRK3, reordenament o una expressio
elevada de PAX5%, guanys en 1qg i mutacions activadores de CXCR4'?°. Presenten un
fenotip pro-B, caracteritzat per l'abséncia de CD10 i CD20. Els pacients s6n més
frequentment adults joves, amb una edat mitjana de 35 anys (rang 12-70 anys), i
majoritariament de sexe femeni. S’associen amb un alt risc, presentant resisténcia al

tractament i elevades taxes de recaiguda®-12°,

Els casos ZNF384-like es defineixen per presentar una signatura d’expressioé genica molt
similar a la dels reordenaments de ZNF384, perd sense fusions d’aquest gen. S’han
descritreordenaments de ZNF362 en alguns casos, habitualment amb SMARCAZ2 i TAF15.
Tant les LLA amb reordenaments de ZNF384 com amb ZNF384-like presenten aquests
gens de fusio, aixi com les mutacions en ZEB2, CREBBP i SETD1B®. Representen <1% de
las LLA-B3* i s’associen a un pronostic intermedi’®'2¢'%7_ Pel que fa a les caracteristiques
cliniques ibiologiques, aquests casos presenten l'expressio de marcadors mieloides com
CD13 i CD33; també s’ha observat que expressen CD66¢, un marcador que poques
vegades s'expressa ala LLA amb reordenaments de ZNF384. Amés, s'han detectat alguns

casos ZNF384-like amb expressio febles del marcador CD10%7:1%8,

Els casos de KMT2A-like presenten un perfil genétic similar als casos amb reordenament
de KMT2A, pero sense el reordenament d’aquest gen. S’han descrit fusions de gens
MED12::HOXA9 i AFF1::TMEM156%. Els casos de LLA-B KMT2A-like sén rars (<1%) i el

pronostic encara no s’ha pogut definir, ja que les series de casos sén molt curtes3+'23,
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1.2.3.3. Alteracions genetiques secundaries en la LLA-B

La leucemia limfoblastica aguda es caracteritza per l'adquisicié sequencial d'alteracions
genéetiques que impulsen la iniciaciod i el manteniment del clon leucémic. Les anomalies
primaries, com les translocacions cromosomiques i aneuploidies, s6n esdeveniments
iniciadors que defineixen les caracteristiques clau de la leucémia i estan presents en totes
les cél-lules leuceémiques. Per contra, les anomalies secundaries, com les CNV i les
mutacions puntuals, solen estar presents en un subconjunt de les cél-lules leucemiques
(subclonals) i poden ser adquirides durant la progressio de la malaltia!***°, La prevalenca,
el gen i el tipus d'alteracidé varien entre subtipus i tenen diferents rellevancies

pronostiques (Figura 18)'31:132,

Tanmateix, en la majoria dels casos, les anomalies primaries sén responsables de la
iniciacié del clon pre-leucémic, pero aquest es pot mantenir latent durant anys, sent
insuficient per al desenvolupament de la leuceémia. Aixi, Uadquisicié d’esdeveniments
genetics secundaris cooperants son els desencadenants de la transformacid i

manifestacié de la leucemia’®.

t(12;21)/ETV6-RUNX1T PAXS ETV6, BTG1, TBLXR1
high hyperdiploidy KRAS, NRAS CREBBP

® t(1;19)/TCF3-PBX1 ® TCF3, PAXS ® CDKN2A/B

® /GH translocations ® IKZF1 ® CDKN2A/B

® B-other ALL ® PAXS, IKZF1 ® CDKN2A/B ® KRAS, NRAS, CRLF2, JAK2

® 1(9;22)/BCR-ABL1 ® PAXS, IKZF1 ® CDKN2A/B

® MLL translocations ® CDKN2A/B @ KRAS, NRAS, FLT3

® iAMP21 ® RBI ® RAS, FLT3, CRLF2

® complex karyotype ® TP53

® near haploidy ® CDKN2A/B ® KRAS, NRAS, NF1

® low hyperdiploidy ® IKZF2 ® TP53,RB1

Leukemogenesis
Figura 18. Visié general dels esdeveniments cooperatius secundaris associats a cada subtipus geneétic
de la LLA-B, classificats en funcio del risc: pronostic favorable (verd), intermedi (verd fosc-turquesa) i
desfavorable (vermell). Imatge extreta de Moorman'®.
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Les alteracions secundaries més comuns en la LLA pediatrica sén CNV no aleatories,
majoritariament delecions, que poden ser des de perdues d’exons simples fins a regions
grans ivisibles citogeneticament. Els gens més frequentment afectats inclouen factors de
transcripcié limfoide (IKZF1, PAX5, EBF1), reguladors del cicle cel-lular i supressors de
tumors (CDKN2A/B i RBT1), reguladors de l'apoptosi, regulacié transcripcional i
coactivacié (ETV6, ERG), reguladors de la senyalitzacio limfoide (BTLA i CD200),
modificadors de la cromatina (CREBBP, SETD2, EZH2 i NSD2) i alteracions
epigenetiques®131133_ Aixi, les vuit regions més freqlientment delecionades en la LLA

pediatrica sén:

e [EBF1(5033.3): les delecions d'EBF1 s'associen a nivells més alts de MMR després
de la terapia d'induccié i a un risc més elevat de recaiguda®'.

o |KZF1 (7p12.2): les delecions es produeixen en un 15% dels casos de LLA
pediatrica i en un 30% dels casos adults; i sén encara més prevalents en pacients
amb BCR::ABL1iBCR::ABL1-like'®. Les alteracions d'IKZF1 estan associades a un
augment del risc de recaiguda'4, sent un factor pronostic negatiu en la majoria de
leucemies (sobretot BCR::ABL71 i BCR::ABL1-like), perd no en les LLA amb
reordenaments de DUX4**'®. En abséncia de delecions d'ERG i en combinacié
amb delecions de CDKN2A/B, PAX5 i PAR1, les delecions d'/KZF1 (perfil IKZF1-
plus) s'associen a un pronostic molt desfavorable'®.

o CDKN2A/CDKNZ2B (9p21.3): les delecions de CDKN2A/B s’observen en un 15-35%

de la LLA-B pediatrica, sent més frequent en la LLA-B d’adults (30-45%) i encara
més freqlient en la LLA-T (50-81%)3¢. Habitualment es troben en pacients d'altrisc;
i les delecions homozigotes de CDKN2A/B s6n més prevalents en la recaiguda que
en el diagnostic'’.

o PAX5(9p13.2): les delecions de PAX5 estan presents en un 30% dels casos de LLA-
B i fins en un 50% dels casos de LLA BCR::ABL1%*%2; en general s’associen a
pronodstics desfavorables®:.

e ETV6 (12p13.2): les delecions d'ETV6 sbén frequents en la LLA-B (51%)"?,
especialment en els casos d’ETV6::RUNX1. El prondstic que confereixen les

delecions de ETV6 varien segon ’anomalia genética primaria, per exemple, en els

43



Introduccio |

casos d’ETV6::RUNX1 s’associen en un millor pronostic (alta sensibilitat al
tractament amb vincristina)*'.

e BTG1 (12921.33): les delecions de BTG1 s6n més frequients en els casos de LLA
d'alt risc (p.e. BCR::ABL1), aixi com en les LLA amb ETV6::RUNX1, i sovint es
combinen amb altres delecions™®'% A més, es detecten amb alta freqliéncia en
pacients amb LLA i sindrome de Down'°,

e RB1(13914.2): les delecions de RB7 s6n més frequents en casos de LLA d'altriscii
sovint coexisteixen amb altres canvis en el nombre de copies, especialment
IAMP2141.132,138

e Regio PAR1 (Xp22.33/Yp11.32): aquesta regio esta composada per SHOX, CRLF2,
CSF2RA, IL3RA i P2RYS8. Les delecions de CSF2RA/IL3RA sén frequients en la LLA
(7% dels casos de LLA; fins al 55% en la LLA associada a la sindrome de Down);

donant lloc a la fusid P2RY8::CRLF2'".

En base a el perfilde CNV d’aquests vuit gens, es van definir el perfil CNA-UKALL*, el qual
s’aplica en Uestratificacioé de risc en els protocols més moderns. Aquest perfil separa els
pacients en diferents subgrups segons els resultats de 'evolucié de la malaltia: pronostic
favorable (casos sense delecié de cap del gens estudiats, amb delecié aillada en
ETV6/PAX5/BTG1, i amb deleci6 en ETV6 acompanyada per un delecié en
BTG1/CDKN2A/B/PAX5) o pronostic desfavorable (casos amb delecions aillades de
IKZF1/RB1/PAR1, i delecions de IKZF1/PAX5/CDKN2A/B)*.

Enlesrecaigudes de laLLA, les alteracions primaries habitualment es mantenen, mentre
gue la majoria mostren noves alteracions genétiques secundaries o, sovint, enriguiments
d’alteracions que es trobaven en un clon menor en el diagnostic. Les alteracions
adquirides més comunes en la recaiguda inclouen mutacions en el gen CREBBP (20% de
les LLA recaigudes; redueixen la sensibilitat a la terapia amb glucocorticoides)i en NT5C2
(confereixen una major resisténcia als analegs de purina). També s’observen delecions de
MSHG6 i NR3C1, aixi com mutacions en SETD2, KDM6i MLL2. D’altra banda, les mutacions
en la via RAS sovint s6n seleccionades o adquirides durant el tractament i, per tant,

predominen en el clon leucémic de la recaiguda , associant-se a un mal pronostic'*.
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1.3. Tractament de la leucemia limfoblastica aguda

Els pacients pediatrics amb leucémia limfoblastica aguda solen rebre un tractament que
s’ajusta a grups de risc definits per caracteristiques cliniques i bioldgiques. La intensitat i
la durada de la terapia varia segons el subgrup de LLA, amb tractaments menys intensius
per als pacients amb alt potencial de curacidé i tractaments més intensius per als pacients
amb menor probabilitat de supervivencia a llarg termini, malgrat el risc de major toxicitat

associada?®142143,

Fins ara, a Espanya, la Societat Espanyola d'Hematologia i Oncologia Pediatrica (SEHOP)
tracta els casos pediatrics de LLA amb la guia de tractaments SEHOP-PETHEMA 201332,
Aquesta classifica els pacients en diferents grups de risc basant-se en factors clinics com
l'edat i el recompte de globuls blancs (GB) al diagnostic, les caracteristiques de les
cel-lules leucemiques i la resposta al tractament mitjangant la deteccié de la malaltia
residual mesurable (MMR) al final de la induccid, i en alguns casos, en moments
posteriors. També és important U'estatus d’afectacid del SNC, definit en funcié de les

troballes cliniques, d'imatge, i la citomorfologia del liquid cefalorraquidi (LCR):

l. SNC-1: abséncia de blasts en LCR.
I. SNC-2: blasts en LCR amb menys de 5 leucocits/ul i/o puncié lumbar traumatica (>10
eritrocits/pl) o hemorragica amb blasts.
. SNC-3: blasts en LCR amb més de 5 leucocits/ul i/o afectacié de pars cranials i/o massa

tumoral en el cervell o meninges detectat a través d’imatges.

Aixi doncs, els grups de risc del protocol SEHOP-PETHEMA 2013 es classifiquen segons

tots aquests factors de la seglient manera:

Risc estandard - Pacients que reuneixin tots i cadascun dels seglents criteris:
e Edatentre1i10anys.
e Recompte de GB <20x10%L al moment del diagnostic.
e Citogenética amb alta hiperdiploidia (51-67 cromosomes) amb index de DNA 1,16-

1,48 0 t(12;21)/ETV6::RUNXT positiva.
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e Preséencia de <1.000 blasts/mm? en sang periférica el dia +8 de la induccid; i <56%
de blasts i <0,1% de MMR en MO el dia +15 de la induccid.
e No tenir:
o Immunofenotip tipus T.
o Infiltracio leuceémica en el SNC o en els testicles.
o Caracteristiques genetiques adverses, com 1(9;22)(q34;911.2)/ BCR::ABL1;
1(1;19)(923;p13)/TCF3::PBX1; reordenaments de KMT2A o hipodiploidia

(<44 cromosomes).

Risc intermedi - Pacients que no compleixin els criteris de risc estandard o alt.

Alt risc - Pacients que compleixin qualsevol dels seglients criteris:
e Pacients t(9;22)(q34;911.2) o fusié BCR::ABL1.
e Lactants ambt(4;11)(q21;923) o reordenaments de KMT2A.
e Hipodiploidia (<44 cromosomes) o index de DNA <0,81.
e Presencia de 21.000 blasts el dia +8 de la induccioé en sang periférica; >25% de

blasts i >10% de MMR en MO en dia +15 de la induccio.

A partir de 'assignaci6 delrisc, tots el pacients es sotmeten a la terapia convencional de
la LLA, que es basa en un tractament inicial, anomenat tractament d'induccid, amb
guimioterapia intensiva. Després, segueix un tractament de consolidacid, i finalment, un
tractament de manteniment que consisteix en una quimioterapia d'intensitat baixa
basada en medicacié oral que permet, en la majoria dels casos, fer una vida practicament
normal. En els casos on el risc de recaiguda sigui més alt (pacients d’altrisc), en lloc d'un
tractament de manteniment es pot optar per realitzacié un trasplantament de progenitors

hematopoétics®.

La supervivéncia en aquests pacients ha millorat progressivament gracies a l'efectivitat
dels nous regims de quimioterapia multifarmacoldgica, l'estratificacio de la intensitat de
tractament segons el grup de risc, i a 'aparicié de nous tractaments. Com a resultat, la
taxa de supervivéncia a llarg termini en pacients pediatrics amb LLA ha passat de menys
de 10% a la decada de 1960 al 85-90% en l'actualitat'*>**4. No obstant aix0, s'ha arribat a
un punt en que augmentar la dosi de les terapies citotoxiques tradicionals ja no millora la
supervivencia, sind que augmenta els efectes adversos, com ara la cardiotoxicitat
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associada a ’ds d’antraciclines, el deteriorament cognitiu causat per la radiacio cranial,
la desregulacié neuroendocrina i la morbiditat relacionada amb el trasplantament; tot
aix0 tenint un impacte de llarga durada en la qualitat de vida dels supervivents. En
resposta a aquestes limitacions, la recerca s'ha centrat en desenvolupar tractaments
menys toxics, més segurs i més efectius; com la medicina de precisié i la
immunoterapia. La medicina de precisié consisteix en l'administracié d'un tractament
dirigit i personalitzat per a cada pacient, tenint en compte les alteracions genétiques
especifiques; un exemple és l'imatinib, que actua com a inhibidor de la tirosina cinasa
(TKi) en pacients amb el cromosoma Filadélfia (per la fusi6 BCR::ABL1). Per altra banda,
la immunoterapia es basa en tractaments que potencien el sistema immunitari del
pacient perquée aquest pugui lluitar contra les cél-lules cancerigenes. Aix0 inclou terapies
amb anticossos o terapies cel-lulars, com els limfocits CAR-T, que son limfocits T del propi
pacient modificats genéticament per reconéixer i destruir les cel-lules B

leuceémiques?8145:146

Malgrat la millora en la supervivencia, un 15-30% dels pacients solen recaure després
d'assolir la remissié completa durant els primers 5 anys des del diagnostic!¥’. D’aquests,
nomeés el 50% dels nens amb la primera recaiguda de la LLA sobreviuen a llarg termini; i

els resultats s6n molt pitjors amb la segona o posterior recaiguda®®.
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1.4. Tecniques citogenetiques i moleculars aplicades a

’estudi de la LLA

Com hem vist, la leucemia limfoblastica aguda presenta una gran heterogeneitat
genetica. A la practica clinica, la identificacio del subtipus genetic és crucial per
determinar biomarcadors diagnostics, pronostics i predictius de la resposta al

tractament.

Per detectar totes aquestes alteracions genétiques presents en las LLA, s’utilitza una
combinacid de diferents tecniques citogendomiques: citogenetica, FISH (hibridacié in
situ fluorescent), gPCR (reaccié en cadena de la polimerasa a temps real), MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), arrays genomics i sequenciacio
massiva, entre d’altres. Cadascuna d’aquestes tecniques presenta especificacions

particulars (Taula 7) gue permeten el diagnostic precis de les anomalies genétiques.

Taula 7. Resum de les técniques citogenomiques aplicades al diagnostic geneétic de les
neoplasies hematologiques. Adaptada de Duncavage i col-laboradors™®,

Técnica CG FISH Arrays OGM NGS RNA-Seq
Cel-lules
. Si No No No No No
viables
Resolucié 5-10Mb 100-200kb 20-100kb 5-50kb 1pb 1pb
Genoma, Genoma
Cobertura Genoma Dirigida Genoma Genoma Exoma, o
L dirigida
dirigida
VE, CNV, Expressid
Alteracions VE, CNV VE, CNV CNV, LOH VE,CNV SNV, indel, N p,
genica, VE
LOH
Sensibilitat 5-10% 1-5% 30% 5% 2-10% 5%
(VAF) - (] = 0 0 0 - 0 0
H *
Temps (dies) 2-14 1-3 3-14 5-14 5-14 5-14
Cost* € € €€ €€€ €€€ €€€
Us global* Alt Alt Baix Baix Mig Baix

CG: citogenetica; CNV: variacié en elnombre de copies; FISH: hibridacié in situ fluorescent; indel: insercions i delecions;
LOH: pérdua d’heterogozitat; NGS: seqlienciacié massiva de nova generacio; OGM: Optical Genome Mapping; RNA-
seq: seqlienciacié de UARN (transcriptoma); SNV: variants d’un Unic nucleotid; VE: variants estructurals.

* Eltemps que es triga en tenir un resultat, el cost i l'Us és aproximat; depén de cada laboratori.
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1.4.1. Citogenetica convencional

L'analisi citogenetic es basa en U'estudi del cariotip, és a dir, del procés d'aparellamenti
ordenacid de tots els cromosomes d'un organisme segons la seva mida i el patré de
bandes, proporcionant una imatge del genoma complet de l'individu. Els cariotips es
preparen mitjangant procediments de tincié estandarditzats (generalment bandes G), que
generen patrons de bandes caracteristiques per als diferents cromosomes segons les
seves caracteristiques estructurals (Figura 19). Es generen bandes més fosques o0 més
clares (les regions més fosques sén riques en A-T i les bandes més clares sén riques en G-
C), amb una resolucié de 5-10 Mb que inclou centenars de gens. Aixd permet detectar
canvis en el nombre de cromosomes o canvis estructurals, com delecions, duplicacions,

translocacions o inversions™®.

13
SS 3 P

CEN CEN

Cromosoma 1 Cromosoma 7 Cromosoma 14

Figura 19. Exemple d'ideograma amb bandes G de diversos cromosomes, on es mostren el cromosoma

1 (metaceéntric), el 7 (submetaceéntric) i el 14 (acrocéntric). Imatge adaptada de [’ISCN "°°.

El cariotip huma es compon de 23 parells de cromosomes, dels quals 22 sén autosomes
i els altres corresponen als cromosomes sexuals X i Y. Es considera que un cariotip és
normal quan s'analitzen un minim de 20 metafases sense alteracions. Aixi mateix, per

confirmar que una alteracid és clonal, s’han de trobar dues o més metafases amb els
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mateixos guanys de cromosomes o alteracions estructurals, i tres 0 més metafases amb
monosomies de cromosomes. La nomenclatura emprada per descriure els cariotips, tant

normals com patologics, ha estat estandarditzada a nivell internacional segons l'ISCN'°,

Aixi, Uestudi de cariotip continua sent un dels métodes més utilitzats per avaluar
anomalies cromosomiques, ja que és una tecnica sensible i especifica que ofereix
informacié global del genoma en un sol analisi, cél-lula a céel-lula. No obstant aixo,
presenta algunes limitacions: la necessitat de cel:-lules vives (teixit fresc) i cultivables, la
baixa resolucié (no detecta indel <5 Mb o reordenaments criptics) i la baixa sensibilitat
(detecta anomalies presents en el 5-10% de les cel-lules). A més, requereix personal

altament qualificat i format per a la seva interpretaci¢™e.

1.4.2. Hibridacioé in situ fluorescent (FISH)

La hibridacié in situ fluorescent (FISH) és un procediment que permet localitzar
seqguencies d'ADN especifigues en els cromosomes. Sovint s'utilitza per complementar
l'analisi del cariotip i detectar anomalies genetiques concretes, i es pot aplicar tant en
cel-lules en divisié cultivades (metafase) com en cel-lules fixades (interfase). La FISH es
basa en la hibridacié molecular, de manera que requereix d’un pas de desnaturalitzacio
que permet laformacio de nous enllagos d'hidrogen entre 'ADN del pacient (objectiu) i les
sequencies d'ADN marcades amb fluorescencia (sondes). Aixi, la sonda s'hibrida
especificament amb la seva seqliéencia complementaria en el genoma, i aquest hibrid es

pot detectar mitjancant un microscopi de fluorescéncia'™’.

En general, hi ha tres tipus de sondes, cadascuna amb un rang diferent d'aplicacions:
sondes de locus especific, sondes de seqliencies repetitives (centromers i telomers) i
sondes per al pintat de cromosomes complets (Figura 20). Aquest ultim grup és
particularment util per detectar reordenaments estructurals com ara translocacions,

inversions o delecions cromosomiques especifiques.
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a b c d
Sondes de Sondes Sondes Sondes de
locus especific centromeriques telomériques  pintat cromosomic

L ]
Sequiéncies repetitives

Figura 20. Esquema dels principals tipus de sondes emprades en Uestudi de neoplasies
hematologiques. a) Hibridacid de les sondes de seqliencia Unica i especifica de locus; b) Hibridacié de les
sondes centromeriques; c) Hibridacio de les sondes telomeriques; d) Hibridacido de sondes de pintat
cromosomic. Imatge adaptada de Mitrakos i col-laboradors™?.

Les sondes especifiques de locus poden classificar en:

Sondes de doble fusio (dual-fusion): s'utilitzen per detectar translocacions recurrents
que involucren dos gens coneguts. Cadascun d’aquests gens es marca amb una sonda
especifica, amb fluorocroms de colors diferents. En cél-lules normals (sense la fusid), es
veuran dues senyals per cada color separades; mentre que en cel-lules patologiques
s’observaran dues senyals de fusio i una senyal de cada color, corresponents als al-lels
translocatsi els al-lels wildtype (Figura 21). També permet detectar altres patrons variants

(p.ex., delecions dels gens estudiats).

| !II | !! !l

Figura 21. Representacié de la hibridacié d’una sonda de locus especific de doble fusiéo sobre

cromosomes en metafase i nucli en interfase. a) Patr6 d’hibridacié normal, amb dues senyals verdes i
vermelles; b) Patro alterat, amb dues senyals de fusio (grogues), una vermella i una verda.

Sondes de trencament (break-apart): s'utilitzen en gens que habitualment estan
involucrats en molts reordenaments diferents, és a dir, aquells que es poden associar
amb multiples gens per produir diferents translocacions relacionades amb el cancer. En

lloc d'utilitzar una sonda especifica per a un reordenament concret, s'utilitza una sonda
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queindicasielgend'interés estainvolucrat en algunafusio, encara que noreveliamb quin
altre gen s'ha reordenat exactament. Un extrem del gen esta marcat amb un fluorocrom
de colorde vermellil'altre extrem s’etiqueta amb un fluorocrom de color verd. Si el gen no
esta translocat, es veura com una senyal fusionada verd-vermell (groga); mentre que si es
produeix una translocacio, el gen es parteix i es veura una senyal vermella i una senyal

verda separades (Figura 22).

a ! b ! I I
Figura 22. Representacio de la hibridacio d’una sonda de locus especific de trencament (break-apart)

sobre cromosomes en metafase i nucli en interfase. a) Patré d’hibridacié normal, amb dues senyals de
fusid verd-vermell (grogues); b) Patr¢ alterat, amb una senyals de fusié (groga), una vermella i una verda.

En resum, les sondes FISH només poden identificar esdeveniments gendmics en regions
especifiques, perd s6n més sensibles que la citogenética (detecta anomalies presents en
un 1-5% de les céel-lules) i poden detectar anomalies criptiques que no es poden descriure

en Uestudi de cariotip™®.

1.4.3. Microarrays cromosomic

Un microarray cromosomic (CMA) és capag¢ de detectar variacions en el nombre de
copies (CNV), polimorfismes de nucleotid unic (SNPs), anomalies cromosdmiques

desequilibrades, regions de perdua d'heterozigositat (LOH) i perfils d'expressié genica.

El procediment dels CMA es basa en la utilitzacio de xips sobre els quals es fixen milers
de fragments d’ADN coneguts, en posicions especifiques, i aquests actuen com a sondes
que poden hibridar-se amb sequéncies d'ADN complementaries. El procés implica
l'extraccio i l'etiquetatge de 'ADN de les cel-lules que es volen analitzar, la hibridacié
d’aquest ADN marcat amb les sondes del xip, i un rentat posterior per eliminar 'ADN no

unit especificament. El xip s’examina mitjangant un escaner que detecta l'etiquetatge
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(normalment senyals de fluorescéncia): la intensitat del senyal en cada punt del xip
correspon a la quantitat d'’ADN que s'ha unit a les sondes en aquell lloc, permetent aixi la

identificacié de l'expressié genica o la preséncia de variacions genétiques*!*,

Els CMA poden detectar anomalies a tot el genoma, es realitzen a partir d'ADN tumoral
sense necessitat de cel-lules vives i poden detectar petites anomalies (20-100 kb)
presents en un 20-30% de les cel-lules tumorals. Malgrat aixd, no detecten
reordenaments equilibrats i, a diferencia del cariotip, no poden distingir canvis que es

produeixen en clons separats™?.

1.4.4. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA)

El Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) és una técnica semi-
quantitativa que s’utilitza per determinar el nombre de coOpies relatives de fins a 60
seqguencies d’ADN en una Unica reacci6 basada en la reaccié en cadena de la polimerasa
(PCR). Aquesta técnica permet detectar CNV especifiques, incloent esdeveniments que
afecten un Unic exd, pero requereix una infiltracido minim del 20-30% de cél-lules

patologiques’®.

La procediment del MLPA consta de diverses etapes: primer es realitza una
desnaturalitzacio, seguida d’una reaccié d'hibridacid, i després es produeix la lligacié de
les sondes a la regid d'interés. Aquestes sondes seran posteriorment amplificades per
PCRi analitzades mitjangant una analisi de fragments. Aprofitant la diferencia de mida de
cadascuna de les sondes, es poden identificar canvis en el nombre de copies (Figura
23)'%8, S’utilitzen sondes de dos oligonucleotids que reconeixen llocs adjacents de 'ADN
i que contenen una sequéencia universal que permet l'amplificacié simultania per PCR de
totes les sondes amb només una parella d'encebadors. A més, un dels oligonucleotids
conté una sequeéencia de longitud variable (sequiéncia stuffer), que permet fer Uanalisi de
diverses regions genomiques alhora, ja que la diferencia de mida permetra la separacio

dels fragments amplificats durant l'electroforesi (Figura 23). L’encebador de PCR esta
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marcat amb fluorescéncia, cosa que permet visualitzar els productes d'amplificacié per

la separaci6 de fragments en un instrument d’electroforesi capil-lar.

A
SAMPLE DNA PROBE PROBE AMPLIFICATION OF
DENATURATION HYBRIDISATION LIGATION LIGATED PROBES
¢ | G _/ \_/
1y
B
‘ RPO 1 Binding site
— — :,.2 reverse PCR primer
Binding site LPO
forward PCR primer Stuffer sequence
Hybridisation sequenceL Hybridisation sequence
Sample DNA ___~ N Probetarget

L PROBE |

Figura 23. Esquema del procediment MLPA i del disseny de les sondes utilitzades. (A) Passos del
procediment MLPA: desnaturalitzacié del DNA, hibridaci6 de les sondes, lligacio i amplificacié. (B) Disseny
de les sondes utilitzades en el procediment MLPA, que consisteixen en dos oligonucleotids que reconeixen
sequencies adjacents de 'ADN, una sequencia universal que permet la PCR i una regioé "stuffer" que facilita
la diferenciacio entre les diferents sondes en un mateix estudi gracies a la diferencia de mida final del
producte amplificat. Imatge adaptada del protocol de MCR Holland®®s,

ELMLPA és unatécnica relativa: només es poden detectar diferéncies relatives comparant
els patrons de les mostres amb controls (mostres de referéncia). La inclusié de mostres
de referéncia és essencial, ja que és l'alcada relativa de cada pic individual, en
comparacio amb les altures del pic de diverses mostres d’ADN de referéncia, és la que
reflecteix el nUmero de copies relatiu de la sequéncia diana i permet detectar delecions o

duplicacions.

1.4.5. Optical Genome Mapping (OGM)

L'Optical Genome Mapping (OGM) és una tecnica recent d’alta resolucié que permet

detectar anomalies estructurals i canvis en el nimero de cdpies en el genoma.

El procediment de 'OGM es basa en diverses etapes. Primer, s'ailla ADN de gran pes
molecular (UHMW) de mostres com sang, medul-la Ossia, cél-lules cultivades, teixit o
biopsies tumorals. Aquest ADN s'etiqueta amb fluorocroms en llocs especifics a través

d'una reaccidé enzimatica, en la qual la metiltransferasa DLE-1 reconeix i s’uneix a la
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sequencia ‘CTTAAG’ (generant aproximadament 14-15 etiquetes per cada 100 kbp). A
continuacid, 'ADN etiquetat es linearitza i es col-loca en nanocanals d'un xip, on es
visualitza mitjangant una camera d'alta resolucidé. L'ADN marcat genera un mapa optic
gue es compara amb un mapa de referencia, permetent identificar variants estructurals i

canvis en el nombre de copies (Figura 24)'571%8,
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Figura 24. Esquema del procediment de UOGM'™. Passos del procés: aillament d’ADN d’alt pes
molecular; etiquetatge mitjangcant reaccid enzimatica; carrega en un xip on les molecules es linearitzen
uniformement i es separen mitjancant electroforesi en nanocanals; les imatges obtingudes es transformen
en molecules; el mapa gendmic optic unic de la mostra es compara amb el genoma de referencia, i les
diferencies es detecten automaticament, permetent la identificacié de variacions estructurals a nivell de

genoma.

L'OGM permet detectar variacions de fins a 500pb i no requereix cultius cel-lulars, a
diferéncia del cariotip. A més, no és necessari coneixer préviament les variacions a
estudiar, a diferencia de la FISH, i permet diferenciar translocacions tant balancejades
com no balancejades, a diferéncia dels arrays. Aquesta tecnica pot descriure
practicament totes les variacions (sensibilitat del 5%), incloent aneuploidies, variacions

en el nombre de copies i variants estructurals (excepte la LOH o les SNV <500pb)'48.157.1%8,
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1.4.6. Seqlienciaciéo massiva de nova generacio (NGS)

Laseqlienciacio massiva de nova generacié (NGS) és una tecnica avancada que permet
detectariidentificar fusions, mutacions puntualsinivells d'expressio a partir d'ADN i ARN.
Es pot classificar en tres tipus principals segons l'abast de l'analisi: la seqlienciacié
dirigida, que es focalitza en regions especifiques del genoma d'interes, oferint alta
precisi6 i profunditat de cobertura amb un cost relativament baix; la seqiienciacié de
l'exoma, que analitza totes les regions codificants del genoma (representen '1-2% del
genoma total); la seqilienciacié del genoma complet, que proporciona una visio integral
de tot el genoma, incloent-hi regions codificants i no codificants, permetent una deteccio
exhaustiva de variants genéetiques, tot i que implica un cost més elevat i una major

complexitat d'analisi’#815%:160,

El procés de NGS comenga amb la fragmentacio de UADN gendmic en petits fragments,
seguit de la preparacioé de llibreries mitjangant amplificacié per PCR o captura de regions
d'interes. Aquests fragments es lliguen a superficies solides per a la seqlienciacio, que
pot ser realitzada per sintesi (SBS), identificacié d'ions (lon Torrent) o nanoporus
(Nanopore Sequencing). Les lectures obtingudes es processen alineant-les amb un
genoma de referencia per identificar i analitzar variants genetiques. Aquestes tecniques
permeten una deteccio precisa de variacions, tot i que cada plataforma presenta un cert
nivell d'error (0,1-15%), especialment en regions d'homopolimers. Cada plataforma de
sequenciacié massiva utilitza principis quimics diferents, cosa que implica variacions
quantitatives i qualitatives. Aixd afecta en la seleccid del tipus d'alteracié a detectar, la
mida de laregio a sequienciar, la profunditat de cobertura requerida, el volum de mostres,
el temps total del procés i el cost final per mostra. Tot i aix0, en conjunt, les NGS sén una

eina potent per a la recerca genomica i la medicina clinica™®.

Concretament, en aquest treball, per a l'analisi de leucemia limfoblastica aguda
pediatrica, s’ha utilitzat el panell comercial de NGS dirigida Oncomine Childhood Cancer

Research Assay (ThermoFisher), basat en la tecnologia d’lon Torrent (Figura 25).
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Figura 25. Processos d’amplificacio i seqiienciacié en el procés de la NGS segon les tecnologies d’lon
Torrent (Thermo Fisher). En la PCR en emulsid, 'ADN fragmentat es replica dins de micel-les amb boles
cobertes d'adaptadors, generant milers de copies idéntiques per bola. En la seqlienciacio per sintesi
mitjancant l'addicié d'un unic tipus de nucledtid, les boles amb ADN es col-loquen en una placa de
microtitulacio, i la incorporacié de nucleotids genera ions H+, provocant un canvi de pH que és detectat per
sensors, permetent determinar quants nucledtids s’han afegit. Imatge adaptada de Goodwin |
colaboradors™®.

Aquest sistema utilitza boles (beads) per a 'lamplificacié de UADN, les quals es col-loquen
en una placa de microtitulacid i cadascuna ocupa un pocell de reaccio individual. Els
nucleotids es sumen successivament als pocells, generant un ion H+ com a subproducte
amb cada incorporacié de base, que provoca canvi de pH que es detecta mitjancant
sensors i permet determinar quants nucleotids s’han afegit. Aixi, aquest sistema es basa
en la sequenciacio6 per sintesi mitjancant 'addicié d'un unic tipus de nucleotid (SNA), el
qual, encara que és efectiu, pot presentar una precisio limitada en regions

d'homopolimers i una major freqliencia d’error en la lectura d’insercions i delecions™®.
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D’altra banda, també es pot realitzar la seqiienciacié del transcriptoma complet (WTS
o RNA-seq). Aquest metode detecta tant les reorganitzacions cromosomiques com els
canvis en l'expressidé de 'ARN missatger (mMRNA) i 'ARN micro (miRNA). Es basa en
l'extraccid de ARN total de les cel-lules o teixits, la seva conversié en cDNA, i la
seqguenciacié d'aquest cDNA per obtenir dades sobre les seqliéncies transcrites. Les
lectures obtingudes es comparen amb un genoma de referencia per quantificar
l'expressio genica i identificar els patrons d'expressid. L'analisi d'aquestes dades revela

quins gens son actius, les seves quantitats relatives i les variacions en l'expressio’®’.

El seu Us esta principalment limitat a la recerca, pero ha estat una eina molt Util en aquest
ambit, ja que en la leucémia limfoblastica aguda ha permés identificar nous subtipus
genetics (veure apartat 1.2.3.2. Leucémia limfoblastica aguda B-other) i desenvolupar i
dissenyar panells dirigits per a us clinic. La disminucid dels costos, l'augment de la
disponibilitat i les evidéncies de la utilitat clinica poden acabar fomentant la integracio

d’aquestes tecnologies en les proves cliniques rutinaries™ 48,
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2.1. Hipotesis

En els darrers anys, la supervivéncia casos pediatrics amb leucemia limfoblastica aguda
ha millorat significativament, pero un percentatge important de pacients encara pateix
recaigudes. A més, els tractaments convencionals amb quimioterapia semblen haver
arribat al seu maxim potencial, ja que l'augment de la dosi no millora les taxes de
supervivenciai, en canvi, incrementa els efectes adversos a llarg termini. AqQuesta situacio
subratlla la necessitat d'una millor estratificacio dels pacients, amb l'objectiu
d'identificar aquells que podrien beneficiar-se d'una reduccié de la intensitat del
tractament per minimitzar els efectes secundaris, aixi com aquells amb un alt risc de

recaiguda que necessiten noves terapies per millorar la seva supervivencia.

En aquest sentit, per refinar l'avaluacio del risc, s'han incorporat criteris com la resposta

al tractament basada la MMR en funcid de ’alteracié primaria i Uestat de les alteracions

genetiques secundaries. Concretament, l'estudi dels gens comunamentdelecionats en la

LLA permet establir perfils com UIKZF1-plus™® o el CNA-UKALL*?, que s'ha demostrat que

son molt rellevants per a 'avaluacié del risc i el refinament del pronostic dels pacients.

Totiaix0, la partmés crucial continua sent la caracteritzacio de les alteracions genetiques

primaries, amb especial atencié a la categoritzacio de les LLA B-other. Aquest subgrup,

que representa aproximadament el 30% dels pacients, és geneticament molt heterogeni.
No obstant aix0, les técniques de seqlienciacié massiva de nova generacid (NGS) i
d'expressio genica han permes identificar nous subgrups genetics dins d'aquest grup,
cosa que facilita una estratificacid més precisa dels pacients segons el risc associat i

permet dissenyarterapies dirigides adaptades a les necessitats especifiques de cada cas.

Malgrat aix0, la identificacio d'aquests nous subgrups geneétics representa un repte
significatiu per als laboratoris de diagnostic rutinari, que sovint no disposen de les
eines o els recursos necessaris per implementar les técniques utilitzades per identificar
aquests subtipus, com ara l'expressio genica (RNA-seq) o els estudis de sequenciacio del
genoma complet. Amés, els panells de NGS comercials disponibles noinclouen totes les
noves alteracions identificades. Per aquest motiu, molts estudis subratllen la necessitat
de dur a terme més investigacions per determinar quines metodologies son més

adequades per a la caracteritzacié d'aquestes alteracions.
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En aquest context, la hipotesi d'aquesta tesi és que, mitjangant una combinacio de

diferents metodologies accessibles i aplicables en els laboratoris de rutina, es pot

identificar de manerarapidai eficient lamajoria de les noves alteracions descrites en

les LLA B-other, millorant aixi el diagnostic i la classificacié del risc d'aquests pacients.

2.2. Objectius

Identificar les noves alteracions genétiques en el subgrup de LLA B-other i establir les

metodologies més adequades per a la seva deteccid en una cohort de pacients pediatrics

amb LLA-B tractats de manera homogénia en un unic centre segons el protocol

LLA/SEHOP-PETHEMA 2013.

Objectius especifics:
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. Avaluar l'impacte pronostic de les noves alteracions genetiques identificades en la

nostra serie de pacients.

Caracteritzar geneticament les LLA amb fenotip B madur i reordenament de KMT2A,

per determinar si constitueixen una nova entitat genética.

Realitzar una caracteritzacid detallada de les LLA-B amb amplificacio
intracromosomica (iAMP21), identificant les seves particularitats genétiques i

establint el seu impacte clinic.
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Article |I. How to Combine Multiple Tools for the Genetic

Diagnosis Work-Up of B-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia

Aquest estudiva investigar la importancia del diagnostic genetic exhaustiu en la leucémia
limfoblastica aguda de cel-lules B pediatrica (LLA-B). Es van analitzar 175 casos de LLA-B
mitjancant cariotip, FISH, MLPA, seqlienciacié massiva de nova generacio6 dirigida (t-NGS)
i mapeig optic del genoma (OGM). Aquest enfocament va aconseguir una taxa de
classificacio del 83%, identificant 17 subtipus genetics diferents. Concretament, dins del
subtipus B-other, es van identificar set subgrups diferents (reordenaments ZNF384, IGH,
DUX4, NUTM1, alteracions PAX5, PAX5 P80R i IKZF1 N159Y). Es van observar alteracions
genéetiques secundaries, amb alteracions en el nombre de copies (CNA), presents en el
60% dels casos, i mutacions, detectades en el 70,6%; aquestes alteracions van mostrar
associacions especifiques amb certs subtipus genétics. Les CNA no semblaven impactar
significativament el pronostic dins d'aquests grups genetics. L’alta hiperdiploidia,
ETV6::RUNX1,ZNF384ri PAX5P80R van presentar pronostics excel-lents, en contrastamb
els pronostics desfavorables observats en KMT2Ar, hipodiploidia i CRLF2r (la
supervivencia global a 5 anys va ser del 50%, 50% i 52%, respectivament). Aquests
resultats subratllen el valor dels diagnostics genétics integrats per a una classificacio
precisa, estratificacié del risc i guia del tractament personalitzat en la LLA-B pediatrica.
Per tant, és crucial optimitzar els fluxos de treball diagnostics per a la practica clinica
rutinaria. El nostre estudi confirma la utilitat de les tecniques convencionals (cariotip i

FISH), combinades amb t-NGS i OGM, per al diagnostic genétic complet.

A continuaci6 es presenta l’article enviat per la seva revisioé (versié “For Peer Review”).
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Abstract

This study investigated the importance of comprehensive genetic diagnasis in pediatric B-cell acute
lymphoblastic leukemia (B-ALL). We analyzed 175 B-ALL employing karyotyping, FISH, MLPA,
targeted next-generation sequencing (t-NGS), and Optical Genome Mapping (OGM). This approach
achieved an 83% classification rate, identifying 17 distinct genetic subtypes. Specifically, within B-
other subtype, seven different subgroups were identified (ZNF384, IGH, DUX4, NUTM1
rearrangements, PAX5 alterations, PAX5 P80R, and IKZF1 N159Y). Secondary genetic alterations
were observed, with copy number alterations (CNA) present in 60% of cases and mutations detected
in 70.6%. While these alterations exhibited specific associations with certain genetic subtypes, CNAs
did not appear to significantly impact the prognosis within these genetic groups. HeH, ETV6::RUNX1,
ZNF384r, and PAX5 P80R exhibited excellent outcomes, contrasting with the poor prognoses
observed in KMT2Ar, hypodiploidy, and CRLF2r (5-year overall OS were 50%, 50%, and 52%,
respectively). These findings underscore the value of integrated genetic diagnostics for accurate
subtyping, risk stratification, and guiding personalized treatment in pediatric B-ALL. Therefore,
optimizing diagnostic workflows for routine clinical practice is crucial. Our study confirms the utility of
conventional techniques (karyotyping and FISH), combined with t-NGS and OGM, for comprehensive
genetic diagnosis.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia, B-other, genetic diagnosis, multiple-technique approach



Introduction

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood malignancy, and its characteristic
genetic profile plays a crucial role in determining the prognosis and treatment stratification.
Approximately 70% of B-cell precursor ALL (B-ALL) can be categorized using standard genetic
analyses into well-established recurrent genetic abnormality[1, 2]. The remaining 30% of pediatric B-

ALL, referred to as “B-other’, encompasses 15 distinct genetic entities[3-6].

Current diagnostic strategies require multiple techniques. Karyotyping is the most widely used
method for assessing chromosomal abnormalities, including numerical and structural variants.
Fluorescence in situ hybridization(FISH) and reverse transcription polymerase chain reaction(RT-
PCR) detect classical fusions. Chromosomal microarrays and multiplex ligation-dependent probe
amplification(MLPA) identify specific copy number alterations(CNA), commonly observed in B-ALL
patients[6]. Next generation sequencing(NGS), such as targeted NGS(t-NGS) or whole genome
sequencing(WGS), detects actionable/prognostic mutations and fusions[7]. Optical Genome
Mapping(OGM) is a new technology that comprehensively detects CNA, structural variants, and
fusion genes[8].

Accurately defining leukemia genetics requires a complex workflow utilizing diverse techniques;
however, their accessibility varies significantly among laboratories. Our study presents a single-
center cohort of ALL employing an integrated approach, which classifies patients into 17 genetic
subtypes, elucidating their frequency and clinical significance. Furthermore, we aim to identify the

most relevant techniques for a comprehensive genetic diagnosis.

Materials and methods

This study included 217 patients (<18 years) with ALL treated at Vall d’'Hebron University Hospital
from 2014 to 2023 according to the Spanish SEHOP-PETHEMA 2013 protocol[9] or a similar risk-
adapted regimen. Leukemia diagnosis was established based on morphology, immunophenotype,
cytogenetics, FISH and RT-PCR as part of routine clinical diagnostics. For this study, MLPA, t-NGS,
and OGM analyses were performed retrospectively following the standardized protocols (see

Supplementary File).

The differences between groups were compared by the chi-square, Fisher's exact, and Mann-
Whitney tests, as appropriate. Values of p<0.05 were considered to be statistically significant. Survival
analysis focused on overall survival (OS), event-free survival (EFS), and relapse incidence were
calculated using Kaplan—Meier methods. Materials, procedures and statistical analyses are detailed
in the Supplementary File.



This study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki.

Results
Evaluation of diagnostic techniques for B-ALL subtype classification

A total of 217 patients with ALL were included in this study, comprising 175 (80.6%) with B-ALL and
42 (19.4%) with T-ALL. The median age at diagnosis was 5.5 years (interquartile range [IQR] 3.1-
10.6 years), the median white blood cell count was 15.52x10%L (IQR 5.137—-61.18), and there was a

male predominance (62.7%).

Utilizing all the employed techniques, 145 out of 175 (83%) B-ALL patients could be classified into 17
genetic subtypes. Karyotyping and FISH studies were performed on all patients, yielding evaluable
results in 92% (n=161) and 93.1% (n=163) of cases (TableS1). MLPA using the P335 kit was
retrospectively performed on 120 patients, and the P327 kit was specifically used for 26 B-other
patients lacking a defined genetic subtype. The t-NGS study was conducted on 84 patients with a
particular focus on BCR::ABL 1-like (n=16/17) and B-other (n=37/51) subtypes. Additionally, an OGM
study was performed on 11 patients who remained undiagnosed and had cryopreserved material

available. In 12 patients, samples were unavailable for complete genetic diagnosis.

The combination of karyotyping and FISH allowed us to classify 73% of the cases. NGS and OGM
further improved classification by an additional 10% (Figure1A). Complementary techniques were
often required for a definitive diagnosis (Figure1B). However, limitations were observed for each
technique. FISH missed specific cases, including P2RY8::CRLF2 (4/10), ZNF384 rearrangements
(3/6), and KMT2A:AFF3 fusion (1/1). NGS also had limitations, missing IGH.:CRLF2 (1/1),
KMT2A::UPS2 (1/1), and a ZNF384 rearrangement (1/6).

MLPA and OGM were used to detect CNA in this study. We analyzed 10 cases in parallel using OGM
and the P335 MLPA probe kit, identifying two discrepancies: one case had an /KZF1 deletion (exons
4 to 7) detected by MLPA but not by OGM, and another case had an EBF1 deletion (349 kb) detected
only by OGM. No cases were analyzed using both the P327 MLPA kit and OGM. However, ERG

deletions were identified exclusively by OGM in this analysis.

Frequency and clinical significance of primary recurrent genetic in B-ALL

Among the 145 patients with a defined genetic diagnosis, 124 patients (71%) harbored a classical
recurrent abnormality: high hyperdiploidy (HeH) (n=486), t(12;21)/ETV6::RUNX1 (n=36), BCR::ABL1-
like (n=17), KMT2A rearrangements (KMTZ2Ar) (n=8), t(1;19)/ TCF3.:PBX1 (n=6), 1(9;22)/BCR::ABL1



(n=4), iIAMP21 (n=4), and hypodiploid (n=3). The remaining patients were classified as B-other (29%)
(Table1, Figure2).

High hyperdiploidy (HeH) was the most prevalent genetic subtype, diagnosed primarily through
karyotyping (39/46). FISH using specific probes (e.g., XCE 4/10/17 from MetaSystems) was employed
in patients without informative karyotype. The median number of chromosomes was 56 (IQR 55-60
chromosomes). Trisomies most frequently involved chromosomes X, 4, 10, 17, 18, and 21, rarely
involving chromosomes 1, 13, 16, or 20. Additionally, 43.6% of cases had structural variants, most
commonly a duplication in chromosome 1. Notably, HeH patients were typically younger (1-10 years
old, p<0.001) with lower WBC counts (<50x10%/L, p<0.001) at diagnosis.

The second most prevalent genetic subtype was ETV6::RUNX1 rearrangement, detected by FISH in
all 36 patients, and further confirmed by PCR or NGS when available. Among these patients, 75%
presented an altered karyotype, with a median of 2 aberrations (IQR 1-5). Common accompanying
alterations were trisomy 21 (36%) and deletion of 12p (33%). One case exhibited a hyperdiploid
karyotype. Notably, patients with ETV6::RUNX1 were typically younger at diagnosis (1-10 years old,
p=0.005).

Seventeen patients (10%) harbored BCR::ABL1-like abnormalities, categorized as JAK-STAT
abnormalities (7%) and ABL-class fusions (3%) (Table2). JAK-STAT abnormalities included
P2RY8::CRLF2 (n=10), IGH::CRLF2 (n=1), and PAX5::JAK2 (n=1). ABL-class fusions included
PDGFRBr (n=3) and ABL1r (n=2). Partner genes were identified in three out of five cases
(EBF1::PDGFRB, ETV6::ABL1, and NUP214::ABL1). Remarkably, patients with BCR::ABL1-like
were typically older at diagnosis (p=0.033) and more likely to be male(p=0.03). Patients with CRLF2r
were significantly associated with Down syndrome (60% of patients with Down syndrome, p<0.001),
particularly in P2RY8::CRLF2 fusions, and was higher WBC at diagnosis (p=0.018).

Eight patients harbored KMT2Ar, with the partner gene identified in all cases: AFF1(n=3),
MLLT3(n=3), AFF3(n=1), and USP2(n=1). Patients with KMT2Ar were diagnosed considerably at a
younger age than the others, with 4/8 diagnosed within the first year of life (p<0.001). This subtype
also exhibited a high risk of central nervous system (CNS) involvement (5/7, p<0.001) and high WBC
at diagnosis (5/8, p=0.003). Notably, the KMT2Ar B-ALL immunophenotype was specific, with five
patients presenting as Pro-B and three as mature B (p<0.001). Interestingly, all three cases with
KMT2A::MLLT3 were associated with a mature B cell phenotype, displaying particular characteristics

and outcomes[10].

TCF3::PBX1 (n=6), BCR::ABL1 (n=4), and iAMP21 (n=4) were detected. TCF3::PBX1 and
BCR::ABL1 displayed unbalanced translocations [der(19)t(1;19) or der(22)t(9;22)] in 4/6 and 1/4 of
cases, respectively. Interestingly, patients with TCF3::PBX1 harbored at least three karyotypic



alterations (p=0.029). Regarding hypodiploidy, two cases presented near haploidy and one case had
low hypodiploidy.

No cases of KMT2Ar, TCF3::PBX1, BCR::ABL1, or hypodiploidy exhibited any other recurrent
accompanying alterations (Tables1 and Table2).

B-other Subtype: Genetic and Clinical Features

Any recurrent genetic abnormality was observed in 51 patients (29%), comprising the B-other
subtype. Particularly, B-other patients were diagnosed at a significantly older age compared to the
entire B-ALL cohort (p<0.001), with nearly half (47%) being diagnosed after age 10. This subgroup
also had a significantly higher MRD positivity rate(p=0.04), accounting for 62.5% of all MRD-positive
cases within the study cohort (Table2).

A specific genetic subtype was identified in 21 patients (Figure2). Six patients (12% of B-other)
harbored ZNF384 rearrangements, with partner genes identified in most cases: EP300 (n=2) and
TCF3 (n=3). Four patients (8%) displayed PAX5alt, concretely two harbored PAX5 rearrangements
and two presented a unique clonal PAX5 mutation. Three patients (6%) displayed the defining PAX5
P80R mutation and another three presented /GH rearrangements. Notably, both PAX5 P80R and
IGHr patients were typically diagnosed at an older age (>10 years old, p=0.016) compared to the
entire B-ALL cohort. Additionally, patients with /GH rearrangements exhibited a higher prevalence of
CNS involvement (p=0.001). ERG deletions were identified in three patients (6%), being classified as
DUX4 rearrangements since the intragenic ERG deletion are found exclusively in those cases[11,
12]. Finally, one case with NUTM1 rearrangement (2%) and another case with the IKZF7 N159Y
mutation (2%) were identified. Interestingly, the IKZF1 mutation was observed in the Pre-B ALL
phenotype (p=0.004).

Frequency of copy number alterations in correlation with primary chromosomal
abnormalities

Copy number alterations (CNAs) affecting IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, BTG1, ETV6, EBF1, RB1, and
the PAR1 region were determined by P335 MLPA in 120 patients. No detectable CNVs were observed
in 26% of the patients. The median number of deletions in the cohort was 1. Among patients with
deletions, 73 (60%) had one or more deletions, with 26%, 17%, and 18% exhibiting 1, 2, or =3
deletions, respectively. The most frequently deleted genes were ETV6 (26%), CDKN2A/B (25%),
PAX5 (22%), and IKZF1 (18%). Deletions in other investigated genes (BTG 1, EBF1, RB1, and PAR1)
were observed in less than 10% of patients. Among patients with /KZF1 deletions, the most frequent



type involved canonical intragenic deletions encompassing exons 4-7 (42%). Notably, 53% of patients
with CDKNZ2A/B deletions exhibited biallelic loss, a phenomenon observed only in this particular gene
pair. Pairwise testing revealed a non-random pattern in CNAs (FigureS1). /IKZF1 deletions frequently
co-existed with PAR1 deletions (p=0.009). CDKN2A/B, and PAX5, which are co-located on
chromosome 9p, were also frequently co-deleted (p<0.001).

CNA profiles could be classified in as good-risk (CNA-GR; n=69) or poor-risk (CNA-PR; n=51)
according to Hamadeh et al.[13]. The deletion pattern varied significantly depending on the underlying
primary chromosomal abnormality (Figure3). HeH patients frequently presented a CNA-GR
(p<0.0012). ETV6::RUNXT cases presented the majority of ETV6 deletions (representing the 65% of
all ETV6 deletions; p<0.0012) and PAR1 deletions (p=0.004). Deletions were detected in all
BCR::ABL 1-like cases (median 2), associated with a CNA-PR in the majority of cases (p<0.001). The
most common deletions in this subtype were IKZF1 (75%), CDKN2A/B (58%) and PAX5 (50%). IKZF1
and PAR1 region were significantly deleted in BCR::ABL 1-like patients compared to overall B-ALL
(p<0.001). All patients with CRLF2r exhibited deletions (median 2.5), frequently in IKZF1, CDKN2A/B,
PAX5, and PAR1 (p<0.01). KMT2Ar or TCF3::PBX1 subtypes were not associated with any specific

deletions, and most patients had a normal CNA profile.

The B-other subgroup displayed a higher frequency of deletions (52.8%), with a median of 1 deletion.
Most patients presented deletion of PAX5 (30.6%), CDKN2A/B (25%), IKZF1 and RB1 (19.4% both).
Patients with PAX5alt and ZNF384r consistently presented with multiple deletions (median 3 and 2.5,
respectively). PAX5alt and PAX5 P80R presented JAKZ deletion significantly enriched (p<0.001).
Also, all patients with PAX5alt had deletions in CDKN2A/B and PAX5 itself (p<0.01). Finally, deletions
of EBF1 and RB1 were more frequent in patients with ZNF384r compared to the overall cohort
(p<0.05).

Frequency of mutations in correlation with primary chromosomal abnormalities

Pathogenic mutations were identified in 70.6% of patients. The most frequently mutated genes were
KRAS (23.8%), NRAS (15.5%), and PAX5 (8.3%). These were followed by mutations in TP53, FLT3,
NF1, PTPN11, and KMT2D (around 6%). Mutations in IKZF1, JAK1, NSD2, CBL, and ARID1A
(around 4.8%) were also observed, along with less frequent mutations (1-2.5%) in 22 other genes.

Overall, the median number of mutations per patient was 1.5 (IQR 0-3 mutations).

The specific chromosomal abnormalities of a patient significantly influenced their mutation profile
(Figure4). Patients with HeH displayed a high number of mutations (median 3) and frequently
harbored concurrent mutations in NT5C2, FLT3, and PTPN11. ETV6..RUNXT cases often had
mutations in KRAS, ARID1A, and KMT2D. The BCR::ABL1-like patients had the highest overall



mutation frequency (63%), with mutations commonly involving KRAS, NRAS, CBL, JAK1, and JAK2.
Notably, all JAK2 mutations occurred in patients with CRLF2r.

In the B-other subtype KRAS and NRAS mutations were highly prevalent, accounting for 70% and
62% of the total mutated gene, respectively. Similarly, PAX5 and IKZF1 mutations were also common
(71.4% and 75% of mutations, respectively). Furthermore, co-occurring mutations in TP53, FLT3,
NF1, CBL, NSD2, JAK1, and PTPN11 were frequently observed within this subtype. The PAX5alt
group displayed the highest number of mutations (median 3.5), with all PAX5 mutations co-occurring
with MTOR mutations. Furthermore, the PAX5 P80R specific mutation frequently co-occurred with
other mutations (median 2). Patients with ZNF834r harbored mutations of EGFR and EZHZ2 genes in

all cases.

Outcome of patients by genetic subtype and prognostic impact of secondary abnormalities

A total of 144 B-ALL patients in this study were treated according to the SEHOP-PETHEMA 2013
treatment guidelines, which use risk-adapted treatment regimens (see supplementary data).
Patients were classified as standard (n=5), intermediate (n=98), or high-risk (n=41). The 5-years
overall survival (OS) rates were 100%, 97.0%, and 68.6% respectively; and event-free survival (EFS)
rates were 75%, 89.6%, and 54.1% (FigureS2). The entire B-ALL cohort showed high OS and EFS
rates of 88.9% and 78.9%, respectively, with a relapse rate of 17.4% (Table1).

The distinct genetic subtypes of B-ALL patients exhibited distinct survival and relapse rates (Table1,
FigureS3). HeH patients had a significantly lower relapse rate (only 9%, p=0.016) and all are currently
alive (p=0.004). In contrast, BCR::ABL1-like patients displayed a high relapse rate (53%, p=0.001)
and mortality rate (29%, p=0.02); specifically, the CRLF2r subgroup showing poorer outcomes, with
a significantly higher relapse rate (63%, p<0.001) and mortality rate (36%, p=0.01). Similarly, KMT2Ar
patients also had high relapse rate (63%, p=0.004) and mortality rate, with all relapses in this group
resulting in death (p<0.001). Therefore, BCR::ABL7-like and KMT2Ar, along with hypodiploid and
BCR::ABL1 patients, exhibited the worst outcomes. B-other patients demonstrated an intermediate-
risk profile, with a 5-years OS of 87.8% and an EFS of 66.8% (Table2). Interestingly, among the B-
other subgroup, ZNF384r and PAX5 P80OR patients exhibited the lowest mortality and relapse rates.

Based on genetic prognosis profiles, we classified patients into three distinct risk groups: good (GEN-
GR, n=73, characterized by HeH and ETV6::RUNXT), poor (GEN-PR, n=7, with KMT2Ar, BCR::ABL1
and hypodiploidy), and intermediate (GEN-IR, n=64, encompassing other genetic subtypes). GEN-
GR, GEN-IR, and GEN-PR presented at 5-years an OS rates of 98.5%, 83.0%, and 38.1%; an EFS
of 94.9%, 64.1%, and 42.9%; and a relapse incidence of 3.7%, 32.7%, and 37.5%, respectively
(Figure5). Despite differences in survival rates between genetic risk groups, GEN-IR and GEN-PR



patients exhibited similar relapse rates. Furthermore, incorporating CNAs data with these genetic

groups did not significantly affect patient prognosis in our study (FigureS4).

Discussion

With our comprehensive approach, combining karyotyping, FISH, MLPA, t-NGS, and OGM, we had
been able to classify 83% of patients into 17 distinct genetic subtypes (Figure6). Traditional
techniques effectively detected common abnormalities like aneuploidies, iAMP21, and most recurrent
translocations, such as ETV6::RUNX1, t(1;19)/TCF3::PBX1 and t(9;22)/BCR.:ABL1. However,
rearrangements involving KMT2A often required confirmation from multiple techniques due to their
complexity. Similarly, the high heterogeneity of BCR::ABL1-like and B-other subtypes necessitates
utilizing other available techniques for accurate diagnosis. While 58% of B-other cases (17% of all B-
ALL) in our study remained unclassified, this is comparable to other large studies like Schwab et
al.[14], where even using WGS 53% were left unclassified. Therefore, karyotyping and FISH remain
robust, cost-effective, and widely accessible for rapid chromosomal abnormality assessment. NGS
and OGM significantly improve diagnostic yield, especially in cases with incomplete cytogenetic
results. This study highlights the importance of integrating multiple diagnostic techniques for an

accurate genetic diagnosis of pediatric B-ALL.

The distribution of most identified genetic subtypes aligned well with previous studies[15, 16].
However, DUX4r, ZNF384r, and PAX5alt, were observed at a lower frequency in our study compared
to the reported range (2%vs5-10%, 3%vs6%, and 2%vs10%, respectively)[14—-17]. No cases of
MEF2D rearrangements or ETV6.:RUNX1-like fusions were identified despite using techniques with
sufficient coverage. This difference in frequency and identification of the subtypes could be due to
variations in the studied populations, as geographic location or ethnicity might influence the
prevalence of certain subtypes. Importantly, we identified patients with potential DUX4r based solely
on ERG deletions. Currently, directly detecting DUX4 rearrangements remains challenging with the

employed methaods.

Moreover, the study acknowledges the presence of concurrent recurrent genetic alterations alongside
the primary genetic abnormalities, consistent with previous observations[17]. The recognition of
concurrent alterations, such as CRLF2 rearrangements with iAMP21, ETV6:.:RUNXT or other
BCR:.ABL1-like fusions, or hyperdiploid karyotype in ETV6::RUNX1 and BCR::ABL1, is crucial for

making a correct classification of the patients and assigning appropriate risk stratification.



Regarding secondary alterations, deletions in genes relevant were observed in 60% of our cohort.
The most common CNAs included deletions in ETV6 and 9p (encompassing CDKN2A/B and PAXS5)
and IKZF1 deletions, similar to previous reports[18, 19]. The association between the deleted genes
and the underlying genetic subtype is also consistent with the literature[19], with IKZF1, PAXS, and
PAR1 deletions observed in BCR..ABL1-like patients, PAX5 and CDKN2A/B deletions in B-other
patients, and ETV6 deletions in ETV6::RUNXT patients. Interestingly, our study also identified an
association between RB7 deletion and the ZNF384r subgroup, which did not lead to a poorer

prognosis, unlike previous reports[19].

B-ALL in our study displayed a low number of mutations (median 2), which is fewer than the median
of four putative somatic driver alterations described by Brady et al.[17]. PAX5alt, HeH, and DUX4
showed the highest number of mutations (median 3.5-3). The most frequent mutations found in our
B-ALL cohort were KRAS, NRAS, and PAXS5, similar to previous reports[17]. Furthermore, we found
a specific association between the genetic subtype and mutations, such as CRLF2r with JAK2 and
ZNF384r with EGFR and EZH2. TP53 and NT5C2 mutations were found in 16% of relapsed patients,
even though the majority had a favorable prognosis genetic group (HeH and ETV6::RUNXT1),

corroborating the association of these mutations with resistance to chemotherapy[20, 21].

Our analysis confirms the critical role of genetics in prognosis. Patients with good-risk (GEN-GR)
genetics had excellent survival rates, while poor-risk (GEN-PR) patients had worse outcomes.
Interestingly, the intermediate risk group within SEHOP-PETHEMAZ2013 protocol had a high OS
(97%), regardless of genetics, suggesting accurate patient stratification based on response to
treatment (MRD) and age. However, within this group, the CRLF2r subgroup had a poorer prognosis
with a lower EFS and higher relapse rate, while ZNF384r and PAX5 P80R subgroups showed
excellent outcomes, differing from previously described intermediate risk cases[14]. Despite what is
described in the literature[13, 18], CNAs did not show significant prognostic differences in survival
rates in our cohort. Furthermore, unlike in adults[22], CK presence did not exhibit independent

prognostic significance in our pediatric cohort.

In conclusion, this study reinforces the importance of integrated genetic diagnostics for accurate
subtyping and prognostication in pediatric B-ALL. Identification of a novel subtype and
characterization of secondary abnormalities, provide deeper insights into B-ALL biology, paving the
way for personalized treatment approaches. The development of cost-effective strategies to
incorporate comprehensive genetic profiling into routine clinical practice is essential. Our study
confirms that the use of conventional techniques, together with t-NGS, allows for accurate genetic

diagnosis.
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Figure 1. Diagnostic performance of cytogenetic techniques in pediatric B-ALL diagnosis. (A)
Proportion of patients classified into a defined genetic subtype using different cytogenetic techniques,
ordered by increasing complexity (Karyotype < FISH < t-NGS < OGM). (B) Venn diagram representing
the diagnostic capacity of each cytogenetic technique used. The diagram distinguishes diagnoses
made by individual techniques and those confirmed by overlapping techniques. K: karyotype; FISH:
fluorescence in situ hybridization; t-NGS: targeted next generation sequencing; OGM: optical genome

mapping.
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Figure 2. Genetic distribution of 175 pediatric B-ALL patients in our series. Pie chart segments
display the proportion of patients within each genetic subtype. The B-other group is further subdivided
based on the specific identified subtypes. alt: alterations; r: rearrangements; del: deletion.
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Figure 3. Copy number alteration (CNA) pattern across the underlying genetic subtype in our cohort of B-ALL. Oncoplot showing the
pattern of individual copy number alterations, deletions (red) and duplication (blue), and the risk group profile of CNA per case according to
genetic subtype. Risk groups were established based on UKALL-CNA profile established by Hamadeh et al.[13]. CNA-GR (green): do not present
any deletion of the regions studied, isolated deletions of ETV6, PAX5 or BTG1, or cases with ETV6 deletions with single additional deletion of
BTG1, PAX5 or CDKN2A/B; CNA-PR (red): any deletion of IKZF1, PAR1, EBF1, RB1, or any other CNA-profile not mentioned above.
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Figure 4. Distribution of Mutations and Fusions Across B-ALL Subtypes. Oncoplot illustrating the pattern of mutations (green) and the
fusions (refer to legend for colors) identified for each patient within our B-ALL cohort, categorized by their genetic subtype. The frequency of each
mutated gene is also displayed. Mutations marked with an asterisk (*) are considered defining for specific genetic subtypes, including PAX5 P80OR
and IKZF1 N159Y.
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Figure 5. Outcomes according to the genetic risk classification for our cohort of pediatric B-ALL. (A—C) Kaplan—Meier survival curves
showing the overall survival, event-free survival and relapse incidence according to genetic classification. GEN-GR: HeH and ETV6.:RUNXT,
GEN-PR: KMT2Ar, BCR::ABL1 or hypodiploidy; GEN-IR: other genetic subtypes.
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Figure 6. Genetic Diagnostic Algorithm Approach for B-ALL. In suspected cases of B-ALL, for an
accurate genetic diagnosis, the following approach is recommended: karyotyping, FISH screening for
ETV6::RUNX1, KMT2A, TCF3, and ABL-Class fusions, and MLPA. If no definitive abnormality is
identified, complete FISH study using probes for CRLF2, EPOR, JAK2, PAX5, IGH, MEF2D, and
ZNF384. If still negative, the study may be continued with t-NGS; and if genetic diagnosis remains
elusive, an OGM may be performed.
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Table 1. Demographic, Clinical, Genetic Features and Outcome of Patients with B-ALL according to genetic abnormalities.

Total Principal genetic subiype

cohort  He  ETVG:RUNX1 KMT2Ar TGFI:PBXT BGR:ABL1 iAMP21  Hypodiploid D  iar!

N (%)
17 (10)

B-other §:2E1T

N (%)
51(29)

NEe) N N (%) N (%) N (%) N (%) N N
175 46 (26) 36 (21) 81(5) 6(3) 4(2) 4(2) 32)

Demographics features

Sex
Male 101 (58) 22 (48) 23 (84) 4(50) 4 (67} 3(73) 3 (73) 1(33) 14 (52) 27 (53) 0,395
Female 74 (42) 24 (52) 13 (36) 4(50) 2(33) 1(25) 1(25) 2 (B7) 3(18) 24 (47)
Age
<10 128(73)  45(98) 33 (92) 7(88) 3 (50) 1(25) 2 (50) 2 (B7) 8(47) 27 (53) —
=10 47 (27) 1(2) 3(8) 1(12) 3 (50) 3(75) 2 (50) 1(33) 9 (53) 24 (47) )
White cell count {x10%/L)
<h0x105/L 134(79) 41 (93) 30 (83) 3(37) 6 (100) 3(75) 4 (100) 3{100) 10 (63) 3471 -
>50x105/L 36(21) 3™ 6(17) 5 (63) 0 (0 1(25) 0 (0) D (0) 6(37) 14 (29)
Immunophenotype
ProB a4 0 0(0) 5(63) 0 (0} 0{0) 0 0 (0) 0 (0) 3(8)
Common B 151 (87) 44 (96) 34 (94) 00 5 (83) 3(75) 4 (100) 3 (100) 15 (88) 43 (86) ki
Pre B 12(7) 2(4) 2 (8) 00 1(17) 11(25) 0 0 (0) 2(12) 4(8)
Mature B 3(2) 0(0) 0(0) 3(37) 0 0(0) 0 0(0) 0D 0

MDR status (+15 days)
Negative (<0,1%) 39 (24) 13 (29) 91(25) 2(33) 2 (40) 0(D) 0(m 0 (D) 1(8) 12 (25) 0.557
Positive (20,1%) 121 (76) 31 (71) 26 (74) 4 (67) 3 (60) 3 (100) 4 (100) 3 (100) 12 (92) 35 (75)
MDR status (+33 days)
Negative (<1%) 155 (95) 43 (98) 34 (100) 8 (100) 6 (100) 3 (100) 4 (100) 2 (B7) 13 (93) 44 (90) 0.166
Positive (21%) 8(5) 1(2) 0 (0) 00 0 () 010 0 (o) 1(33) 1(7) 3010)
Complete remission
No 74) 0 (D) 00} 0(0) 0 (D) 1(33) 0 (D) 0 (0) 2(12) 4(8) 0145
Yes 164 (96) 45 (100) 35 (100) 3 (100) 6 (100) 2(67) 4(100) 3 (100) 14 (83) 47 (92)
Relapse
No 135(78)  41(91) 30 (88) 3(38) 4 (87) 4 (100) 3(75) 2 (87) 8 (47) 40 (80) -

Yes 3T (22) 409 5(14) 5(62) 2(33) 0(0) 1(25) 1(33) 9(53) 10 (20)



Death

No 154 (38) 46 (100) 35(97) 3 (37 3 (83) 2 (50) 4 (100) 2 (67) 12 (71) 45 (38) B i

Yes 21 (12) 0 () 1(3) 5(63) 1{17) 2(50) 0 {0} 1(33) 5(29) B(12)
Dutcome rates at 5 years *

Relapse (%) 17,4% 3.0% 4.4% 50,0% Mo relapse - 25.0% 33,3% 73.5% 25,05

Event free (%) T8,9% 07,0% 02,50 50,00 Mo events - 75.0% 85,T% 26,5% 58,008

Owerall survival (%) 88,9% Mo death 08,7% 50,0% Mo deaths S Mo desth 50,0% 51.1% 27,8%

Genetic characteristics

Concurrent primary alterations o ety . 1 Wyperdulody 2 Hyperdoloidy pocodoo - A A
Secondary alterations (CNA)
EBF1 deletion (N;%) 8 1(12) 3(38) 0 (0) 0(0) 0(0) 5 1{12) 1(13) 2(25) 0.027
IKZF1 deletion (N;%) 21 209 1(5) 11(5) 01(0) 0{0) - 1(5) 9 (43) 7(33) 0.000
JAK2 deletion (N;%) g 0 (0) 2(22) 0 (0} 1 (1) 0(0) : 1(1) 2(22) 3(34) 0.087
CDKN2A/B deletion (N;%) 30 4(14) 6 (20) 1(3) 1(3) 1{3) 2 1(3) 7(24) 5 (30) 0.100
PAXS deletion (N;%) 26 0D 720 00y 1 (4) 0o } 1(4) & (23) 11 (42) 0.004
ETVE deletion (M;%) 3 7(23) 13 (42) 00 1(3) (E()] 2 1(3) 3 (10) 6(19) 0.035
BTG1 deletion (N;%) 9 1 (1) 4 (45) 0 () 0 0(m - 1 (1) 3(33) (o) 0.003
RB1 deletion (N.%) o 0 2(18) 109) 0(0) 109) - 109) 0@ T4 0001
PAR1 deletion (N;%) 6 0 (D) 3 (50) 0 (0} 0(0) 0(0) - 0(0) 3 (50) 0 (0) 0.000
Median number of deletions 1 i) 1 [i] 0,5 1 = 8 2 1
Median number of mutations 2 3 1 2 1 0 0 25 15 2
Diagnosis methods (N/total analyzed)
Karyotype 66 39 /41 NA 617 5/5 44 404 313 MA NA
FISH 82 45 145 36 /36 T8 616 414 4/4 NA 12116 8735
t-NGS 49 MA 1M1 415 404 i3 MA MA 14 116 12137
0OGM 6 3 - . 2 g g - 1M 510

* Only patients treated homogeneously with the SEHOP-PETHEMA 2013 protocol (144/175).
A See Table 2
MNA: not applicable.



Table 2. Demographic, Clinical, Genetic Features and Outcome of Patients with B-other and BCR::ABL1-Like subtypes.

BCR:-ABL1-LIKE subtypes

Total
B-OTHER zNF384r PAXSalt ! PDGFRBr ABL1ir

N N[B)  N(%)  N(R) N(E) O NGE) NBR) N[R) N(%) N N N) N{) N3
51 G{12) 4(3) 3{8) 3 (8) 3 (E) 1{2) 1{2) 30 {58) 1T 11 (85) 317 2(12) 1{8)
Demographics features
Sex
Male 27 (53) 2(33)  4(100) 3(100) 3(100) 14{33) 1(100) 1{100) 12 (40) 14 (82) 2(18) 3(100) 1(80) 1(100)
Female 24 (4T) 4(87) 0 (o Q{0) a{Q) 2(87) a{0) a{0) 18 (60) 3(18) 2 (82) 0 {0y 1 (80) Q{0)
Age
<10 27 (53) 4 {87) 2 (b0) 040} a{0) 14{33) 1 {100} 1{100) 18{60) 8 (47) 7 {64) 1(33) o0y 0{0)
=10 24 (4T) 2{33) 2 (50) 3 (100) 3 (100) 2 {87) a{d) a0} 12 {40} 3 (53) 4 {38) 2 (87) 2 (100) 1 (100)
White cell count {x10°/L)
<50x10°IL 34 (71) 3 (50) 2 (50) 3 (100) 3(100) 3(100) 1(100) 1{100) 18(67) 10 (63) 5 (50) 2 (67) 2 (100) 1(100)
et 14 (29) 3(50)  2(50) 040) 0(0) 0(0) 0{0) 00  9(33 8 (37) 5(50) 1(23) o 0{0)
Immunophenotype
Pro B 38 1{17) o 11(33) Qm ] o Q) 13} 00 o L) o Q@
Common B 43 (86) 5(83)  4(100) 2(67) 3(100) 2467) 1{100) O{0} 26(90) 15 (88) 10(21) 3(100) 1 (50) 1(100)
Pre B 4(8) 0{0) 0 () 0{0) 0(0) 1433) (o)} 101000 2() 2(12) 1(8) 01{0) 1 (50) 0(0)
Mature B 0(0) 00y e {w)] 0 {0) 0(0) 00 0{0) 0{0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0{0)
MDR status (+15 days)
Negative (<0,1%) 12 (25) 0{0) 2(87) 1(33) 0 {0} 00 1{100) 1{100) 7 (25) 1(8) 00} 040} 150} {0}
Positive (=0,1%) 35(75) 8 (100) 1(33) 287 3(100)  3(100) a{0) a{0) 20 (74) 12 (32) 8 (100) 3(100) 1 (500 1(100)
MDR status (33 days)
Megative (<1%) 44 (30) 5 (B3) 3 (100) 3 (100) 3(100) 3 (100) 1 (100) 1(100) 25(86) 13 (33) 8 (100) 3(100) 1 (50) 0{0)
Positive (=1%) 5{10) 1{(17) 0 (0 040} 0o X)) a0 04D) 4(14) 1(7) 0{0) 0{0) 1{50) 1(100)
Complete remission
No 4(8) 0{0) 1(25) 040) 1(33) 0o aq a0 2(7) 2(13) 1(8) 1(33) 00} 1(10D)
Yes 47 (92) 6 (100) 3(75) 3 (100) 2(87) 3(100) 1(100) 1({100) 20(93) 14 (38) 10 (1) 2(67) 2 (100) 0{0)
Relapse
No 40(80)  B(100) 3(75)  2(100) 2(67) (100} 1{100) 00} 22(7E) 8 (47) 4 (38) 2 (B7) 2 (100) 0(0)

o 10 (20) (0] 1(25) 040} 1033 0@ 0@ 1000 724 9 (53) 7 [84) 1(33) o 1(100)



No 45(88) 5(83) 3(F5)  3(100) 3{100) 2(87) 1(100) 1(100) 27 (80) 12 (71) 7 (54) 2 (B7) 2(100) 1(100)
Yes 6{12) 1(17) 1{25) 0 {0} 0{0) 1{33) 0{0) 010} 3(10) 5(29) 4 (36) 1(33) 010} Q{0}
Qutcome rates at 5 years *
Mo Mo
Relapse rate 28.0% relapse 33.3% relapse - - - - 1% 73.5% T2.7% - - -
Event free £6.8% 833%  500% MNoevenis L o o A B5.0% 26,5% 27,3% - A -
Overall survival 87.8% 83.3%  T50%  Modesth 2 = = s 80.9% 51.1% 52 5% = = ™
allemﬁon:tmm L ) . - Lt . i 3 mu::iuRB FZ‘RYBlCRLFE Fzﬂ'v'sicRLFz .
Secondary alterations (CNA)
EBF1 deletion (M%) 2 2 (100} 00 0(0) 0{0) 0(0) a{0) 0{0) 0(0) 1 0(0) 1(100) 0{0) {0}
IKZF1 deletion (M:3%) 7 3(43) 1{14) 00} 00} 0{m Q@ ooy 3(43) 9 B (87) 1{11) 111} 111}
JAK2 deletion (M:%) 3 000) 2(a7) 1(33) 0 {0} 0 (D) Q{0 Q{0 {0 3 1(50) 0 {0} 1(50) Q{0)
CDKNZAE deletion (M%) £l (o) 3(33) 1(11) 0 (0} 2(23) a{0) 0{0) 3(33) 7 5 (71) 0 {0} 220 a{0)
PAXS deletion (M%) 11 1(9) 3(27) 1(9) 0 (o) 1(9) 0{0) 01{0) 5 (48) & 5(83) 010y 1(17) Q{0)
ETVE deletion (M%) 3 4 (86) o 00 1017) 1(17) 0(0) 040} 0{0) 2 2(67) 0 (D) 1(33) 0(0)
ETG1 deletion (M:%) 0 0w 0 a{Q 0 (0} 0(0) @ 04{0) 0(0) 2 2(87) 00} 00} 1(23)
RE1 deletion (%) 7 2(28) 1(14) 00} 11(14) o Qg 040} 3(43) (1] (D) 0o [ a{g
PAR{ deletion (M%) 0 0{0) 00y 0(0} 040} 0@ a{0) 040} Qo) 2 3 (100) 0 {0y 010} 0{0)
Median number of deletions 1 25 3 15 0 2 0 1] 1] 2 25 2 3 2
Median number of mutations z z 35 2 1 3 0 2 1 15 25 1 3 0
Diagnosis methods (Nitotal analyzed)
- 3 NA 25 NA 12 A NA A NA 2 MA MA A NA
FISH g 308 212 MNA 33 Ty 0/0 A 0120 12 710 33 11z 171
ENGS 12 516 374 iz a3 M 00 1M 018 14 10110 153 20z 171
oGM 5 s 11 = = 2 11 = 05 1 = - 1M =

* Only patients treated homogeneously with the SEHOP-PETHEMA 2013 protocol.
** Qutcome rates could not be estimated because a 5-year follow-up was not reached.
MNA: not applicable.
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Article Il. Is Acute Lymphoblastic Leukemia with Mature B Cell
Phenotype and KMT2A Rearrangements A New Entity? A

Systematic Review And Meta-Analysis

L'associacio entre el fenotip de cel-lules B madures i els reordenaments de KMT2A en la
leuceémia limfoblastica aguda és una troballa molt rara. Aquestaidentificacié identificaun
grup de pacients amb caracteristiques cliniques i biologiques similars, clarament
diferents de l'entitat leucemia/limfoma limfoblastic de cel-lules B amb t(v;11923)/KMT2A

reordenat, que tipicament presenta un fenotip de cel-lules pro Bimmadures.

Descrivim les caracteristiques cliniques i biologiques, Uevolucié de la malaltia de tres
pacients pediatrics amb LLA amb aquestes caracteristiques tractats en el nostre centre, i
revisem 28 casos préviament descrits a la literatura. La majoria dels casos es produeixen
en nens menors de 2 anys, presentant un fenotip de cel-lules B madures que expressen
uniformement IgM citoplasmatica i de superficie amb restriccié de cadena lleugera
lambda, amb una coexpressié heterogenia d'antigens d'immaduresa. Els pacients no
presenten reordenaments de MYC i tots mostren anomalies de KMT2A, amb un 76%
presentant t(9;11)(p21;923)/MLLT3::KMT2A. Aquests pacients tenen un pronostic clinic

desfavorable i una taxa de recaiguda del 48%.

Hidalgo-Gémez, G., Palacio-Garcia, C., Gallur, L., Blanco, A., Tazén-Vega, B., Saumell, S.,
Martinez, N., Muirillo, L., Murciano, T., Velasco, P., Bosch, F., Diaz-Heredia, C., & Ortega, M. (2021).
Is acute lymphoblastic leukemia with mature B-cell phenotype and KMT2A rearrangements a new

entity? A systematic review and meta-analysis. Leukemia & lymphoma, 62(9), 2202-2210

DOI: 10.1080/10428194.2021.1907375
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Article lll. Clonal Heterogeneity and Genomic Evolution in
Intrachromosomal Amplification of Chromosome 21: A Case

Report

L'amplificacioé intracromosomica del cromosoma 21 (iIAMP21) és una anomalia genetica
rara present en el 2% de la leuceémia limfoblastica aguda de cél-lules B en nens, que es
defineix per la preséncia de tres 0 més copies del gen RUNX7 en un Unic cromosoma 21
alterat. Tradicionalment, es considera que iIAMP21 és una alteracio genetica primerencai
persistent. Toti que la seva heterogeneitat és ben coneguda, hi ha pocs casos en els quals
s'han estudiat mostres longitudinals des del diagnostic fins a la recaiguda en els mateixos
pacients. Els casos reportats no mostren canvis en el perfil genomic entre aquests dos
estats. Es descriu un cas que presenta un escenari Unic on elnombre de copies de iIAMP21
disminueix en la recaiguda en comparaciéo amb el diagnostic, questionant les nocions

anteriors sobre la seva amplificacié progressiva.

Aquest cas destaca la complexitat i l'evolucié deliAMP21 enla LLA, suggerint que la
definicié actual de iAMP21 pot necessitar ser ampliada per a incloure una gamma més
amplia de perfils gendomics. La disminucio en l'estat de copia de iAMP21 en la recaiguda
subratlla laimportancia de realitzar analisis gendmiques exhaustives per a comprendre la

dinamica clonal i adaptar les estrategies de tractament.

Hidalgo-Gémez, G., Minguela, A., Tazén-Vega, B., Ribera, J., Galian, J. A., Martinez-Banaclocha,
H., Garcia-Garay, M., Velasco, P., Fuster-Soler, J. L., Armengol, G., & Ortega, M. (2024). Clonal
heterogeneity and genomic evolution in intrachromosomal amplification of chromosome 21: A

case report. British journal of haematology, 204(6), 2512-2515

DOI: 10.1111/bjh.19485
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4. DIscussIO






Discussio |
Els resultats presentats en aquesta tesi permeten aprofundir en el coneixement de la
geneética de la leucémia limfoblastica aguda B pediatrica. En el primer treball (actualment
en revisio), s’estudia d'una série de pacients pediatrics diagnosticats de LLA-B al nostre
centre (n=175) mitjancant técniques de citogené&tica convencional, FISH, MLPA, NGS i
OGM. Es van poder classificar la gran majoria dels pacients (83%), cosa que va permetre
proposar un algoritme diagnostic idoni per a l'estudi de les LLA-B. A més, es va estudiar
l'evolucid d'aquesta série de pacients, analitzant les taxes de supervivéncia de cadascun
dels subtipus geneétics i el paper de les alteracions secundaries, observant algunes

diferéncies respecte a les dades préviament publicades.

En el segon treball’®?, s'estudia un grup de pacients molt concret amb caracteristiques
cliniques i biologiques especifiques: pacients amb leucemia limfoblastica aguda amb
fenotip B madur i reordenaments de KMT2A. A més de publicar els resultats dels nostres
pacients amb aquestes caracteristiques Uniques, es realitza una revisio bibliografica i un

metaanalisi sobre 'evolucié d'aquest grup de pacients.

En el tercer treball'®, s'investiga el subtipus especific de LLA-B amb iAMP21. A partir d'un
cas concret, s'apliquen diferents técniques genetiques per fer un estudi complet dels
clons presents en el diagnostic i la recaiguda, obtenint una visié detallada de la dinamica

de l'evolucié gendmica durant la progressio de la malaltia.

4.1. Avaluaciéo de les tecniques diagnostiques empleades en la

classificacio genetica de la LLA-B

El nostre estudi destaca la importancia d'integrar multiples tecniques per aconseguir un
diagnostic genetic precis de la LLA-B pediatrica. La combinacié de cariotip, FISH, MLPA,
NGS dirigida (t-NGS) i OGM va permetre classificar el 83% dels pacients en 17 subtipus

genetics diferents.

Dels 175 casos de LLA-B estudiats, es va realitzar cariotip i FISH en tots els pacients,
obtenint resultats avaluables en el 92% i el 93,1% dels casos, respectivament. ELMLPA es
va dur a terme retrospectivament en 120 pacients amb el kit P335 i en 26 pacients amb

LLA-B sense un subtipus genetic definit amb el kit P327. L'estudi t-NGS es va realitzar en
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84 pacients, centrant-se en els subtipus BCR::ABL1-like i B-other. L’OGM es va aplicar a
11 pacients sense diagnostic i amb material criopreservat disponible. Mentre que, en 12
pacients no hi havia mostres disponibles per completar Uestudi i realitzar un diagnostic

genetic complet.

Classificant les técniques per complexitat creixent (cariotip < FISH < t-NGS < OGM), les
tecniques més senzilles, cariotip i FISH, van permetre classificar el 73% dels pacients en
un subtipus genetic definit. La NGS i 'OGM van poder determinar un 10% addicional dels
casos, millorant significativament el rendiment diagnostic, especialment en casos amb

resultats citogenétics incomplets.

Les tecniques tradicionals van ser efectives per detectar anomalies comunes com
aneuploidies, iIAMP21 i la majoria de translocacions recurrents, com ETV6::RUNX1,
t(1;19)/TCF3::PBX1 i t(9;22)/BCR::ABL1. No obstant aix0, cada técnica té les seves
limitacions. Per exemple, la FISH no va detectar alguns casos de P2RY8::CRLF2 (4/10),
reordenaments de ZNF384 (3/6) i la fusid KMT2A::AFF3 (1/1); mentre que la t-NGS tampoc
va detectar reordenaments com IGH::CRLF2 (1/1), KMT2A::UPS2 (1/1) o de ZNF384 (1/6).
Aix0 subratlla que els reordenaments que impliquen KMT2A requereixen la confirmacié
mitjangant multiples tecniques a causa de la seva complexitat. De manera similar, l'alta
heterogeneitat dels subtipus BCR::ABL1-like i B-other fa que sigui necessari utilitzar

diverses técniques per a un diagnostic precis.

Toti aixd, encara que el 58% dels casos de B-other van romandre sense classificar, aquest
resultat és comparable al d’altres estudis grans, com el de Schwab i col-laboradors®®, on

fins i tot utilitzant WGS, el 53% van quedar sense classificar.

En resum, el cariotip i la FISH sén técniques robustes i accessibles que permeten una
avaluacio rapida de la majoria de les anomalies cromosoOmiques, permeten la
classificacio genética de la majoria de pacients. No obstant aix0, téecniques més
avancades com la NGS, tot i tenir un cost més elevat i no estan disponibles en tots els
laboratoris, sén necessaries per completar Uestudi genétic i detectar biomarcadors que
només es poden determinar mitjangant técniques moleculars (com PAX5 P80R o IKZF1
N159Y). L’OGM és relativament nova i encara no esta implementada en la majoria de

laboratoris, t¢ un cost elevat i requereix formacié especialitzada, pero ofereix bons
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resultats en Uestudi de variants estructurals i CNV en un sol analisi. Malgrat aix0, no
detecta tots els biomarcadors presents en la LLA™4%% especialment aquells que afecten

regions centromeriques o telomeriques’®®, com els reordenaments de DUX4 o CRLF2.

En definitiva, cap métode és capac de capturar tota la complexitat genética de la LLA-B de
forma unica. Per tant, és fonamental adoptar un enfocament combinat per analitzar de
manera exhaustiva tot el perfil genétic de la leucémia, establir un diagnostic precis i
comprendre la dinamica i evolucié clonal de la malaltia. Una bona estratégia, accessible
i rapida per a tots els laboratoris, podria ser comencgar amb cariotip i FISH, i si no es
detecten anomalies genetiques definidores, continuar ’estudi amb NGS. Si és necessari,

es podria ampliar amb OGM o tecniques més avangades com el WGS o RNA-seq.

4.2. Alteracions citogenetiques primaries de la LLA-B

Tal com es descriu a la literatura, el 71% dels pacients de la nostra serie van presentar
anomalies recurrents primaries classiques, mentre que el 29% restant es van classificar
com a B-other. En concret, les anomalies es van distribuir, per freqliencia, de la seglient
manera: alta hiperdiploidia (26%), ETV6::RUNX1 (21%), BCR::ABL1-like (10%),
reordenaments de KMT2A (5%), TCF3::PBX1 (3%), BCR::ABL1 (2%), iAMP21 (2%) i
hipodiploidia (2%). Dins del grup B-other, es vanidentificar set subtipus genétics concrets,
ordenats per frequencia: reordenaments de ZNF384 (3%), alteracions de PAX5 (2%), PAX5
P80R (2%), reordenaments d’/IGH (2%), reordenaments de DUX4 amb delecid d’ERG (2%),
reordenaments de NUTM1 (<1%) i la mutacio IKZF1 N159Y (<1%). La distribucié de la
majoria dels subtipus genétics identificats va coincidir amb estudis previs>®3>791¢7  No
obstant aixo, DUX4r, ZNF384r i PAX5alt es van observar amb una freqliéncia més baixa en
el nostre estudi en comparacié amb l'interval reportat (2% vs 4-7%, 3% vs 6% i 2% vs 10%,
respectivament)>®370167 Cal destacar que els reordenament de DUX4 no es van identificar
directament amb cap de les tecniques utilitzades; tots els casos detectats es van inferir a

partir de la delecié d’ERG.

A més, no es van identificar casos de reordenaments de MEF2D ni fusions ETV6::RUNX1-
like, malgrat que habitualment es troben en el 2-4% i el 2-3% de les LLA-B pediatriques®**.

Tot i utilitzar tecniques amb cobertura suficient, la falta d’identificacio d’aquests subtipus
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podria ser deguda avariacions en les poblacions estudiades, ja que la ubicacio geografica
o l'eétnia poden influir en la prevalenca de certs subtipus'®. Tampoc es van identificar
casos de TCF3::HLF, ZNF384-like, BCL/MYC, ZEB2 H1038R/IGH::CEBPE ni CDX2/UBTF,
pero tots ells es troben en molt baixa freqliencia (<1%)%%, per la qual cosa no és

d’estranyar que no estiguin presents en la nostra serie.

L'estudi també identifica la preséncia d'alteracions genetiques recurrents concurrents,
fet que coincideix amb observacions prévies'®. El reconeixement d'aquestes alteracions
concurrents, com els reordenaments de CRLF2 amb iAMP21, ETV6::RUNX1 o amb altres
fusions BCR::ABL1-like, aixi com el cariotip hiperdiploide amb ETV6::RUNX1 i BCR::ABL1,
és crucial per garantir un diagnostic genetic precis i una estratificacié de risc adequada.
En aquests casos, tant els reordenaments de CRLF2 com el cariotip hiperdiploide sén de

naturalesa subclonal.

4.2.1. LLA-B amb iAMP21

En la nostra serie es van identificar quatre casos d'iAMP21, la majoria en pacients de sexe
masculi (4:1), amb una edat mediana de 9,5 anys i un baix recompte de globuls blancs
(mediana de 4,4x10°%/L), concordant amb el que es descriu a la literatura®25*°. Només un
pacientvarecaure, i amb una mediana de seguiment de 83 mesos, actualment tots estan
vius i sense malaltia activa. Habitualment, 'iAMP21 s'ha associat a un mal prondstici a
altes taxes de recaiguda, tot i que s'ha observat una millora amb tractaments
intensius®*%5. No obstant aix0, en el protocol SEHOP-PETHEMA 2013%*, aquest subtipus
genetic es classifica dins del grup de risc intermedi. En concret, els nostres pacients es
van tractar segons el risc intermedi (n=2) i alt (n=2, classificats per la MMR a dia +14
superiors al 20%). Malgrat aix0, sembla que la intensitat del tractament de risc intermedi

ha estat suficient per tractar eficientment aquests pacients.

La LLA-B amb iAMP21 presenta la mediana més alta de variants estructurals i carrega
mutacional respecte a la resta de subtipus de LLA®:. No obstant aixd, no hem pogut
confirmar aquestfet en la nostra serie, jague només disposavem de material per a l'estudi

d'un unic pacient, el qual, de fet, no presentava cap mutacié acompanyant.
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A nivell del grup cooperatiu espanyol, vam col-laborar en Uestudi d’un cas clinic que es
descriu al tercer treball’®®, on s’introdueix un aspecte interessant de iAMP21 en la
leucémia limfoblastica aguda pediatrica. Es presenta una situacid no descrita
previament, on l'estat del nombre de copies de iIAMP21 disminueix en la recaiguda en
comparacio amb el diagnostic. Tradicionalment, es considera que UiAMP21 és una
alteracio geneética primaria i persistent®>8, associada a un perfil genetic caracteristic®®, on
Uestat del nimero de copies pot variar a mesura que progressa la malaltia, perdo sempre
descrivint-se un increment del CNV en la zona amplificada®’. Aixi, les troballes del nostre
cas, amb la disminucié del nombre de copies a la recaiguda, planteja preguntes sobre el
clon original i la dinamica de l'evolucié genOmica durant la progressio de la malaltia,
guestionant la consistencia de iAMP21 com un esdeveniment impulsor en la

leucemogenesi.

L'extensa heterogeneitat observada en UiAMP21 suggereix que aquesta alteracié no és
fixa, sin6 que pot evolucionar amb el temps. En el nostre cas, tot i que la disminucidé del
numero de copies en la recaiguda, els punts d’amplificacid i delecié del cromosoma 21 es
mantenen, suggerint la persistencia delclon iAMP21, perd amb un perfilde CNV baix. Aix0,
junt amb el fet que U'iAMP21 i Ualta hiperdiploidia es situen adjacents en els estudis
d’expressioé genica®%, pot indicar que els guanys del cromosoma 21 tenen un paper
crucial en la leucemogeénesi. Aixi, la presencia de tres cOpies de la regié 21q, juntament
amb altres alteracions secundaries, pot ser suficient per contribuir a la manifestacio de la

leucémia tali com hem pogut veure al nostre cas.

Amb tot aix0, la definicio original de iIAMP21 de ’OMS necessita ser ampliada. Toti que la
citogeneética i el FISH per RUNX1 ajuda a identificar amb éxit la majoria dels casos tipics
de iAMP21, el perfildel nombre de copies obtingut mitjangant tecniques com el SNP-array
identifica amb eéxit la gamma més extensa de perfils gendbmics del cromosoma 21,

permeten fer un diagnostic meés precis d’aquests casos.
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4.2.2, LLA amb reordenaments de KMT2A i fenotip B madur

Dins dels pacients amb LLA-B i reordenaments de KMT2A, es va identificar un subgrup
moltconcretde tres pacientsamb lat(9;11)(p22;923)/KMT2A::MLLT3i un fenotip B madur.
Es va dur a terme una recerca bibliografica, trobant pocs casos previament descrits amb
les mateixes caracteristiques (n=28) i, juntament amb els casos de la nostra série, es va
fer una revisié extensa'’?. Aquest grup de pacients presenta caracteristiques cliniques i
biologiques distintives: sén nens menors de 2 anys, amb cel-lules blastiques de
morfologia FAB L1-L2 i expressio d'IgM citoplasmatica i de superficie, predominantment
tenen la fusié KMT2A::MLLT3, i s’associen amb un pronodstic molt desfavorable i altes

taxes de recaiguda.

En comparacid, cap dels casos mostra una morfologia FAB-L3 tipica de la
leucemia/limfoma de cel-lula B madura amb reordenament MYC, els quals poden mostrar
una expressié variable de d’immunoglobulines de superficie i antigens immadurs®®.
Tampoc tenen el fenotip pro-B tipic de la LLA-B amb reordenament de KMT2A, ni el
reordenament més comu d’aquestes leucémies, la t(4;11)/AFF1::KMT2A. En canvi, el
nostre grup de pacients presenta tipicament el reordenament t(9;11)/MLLT3::KMT2A, que
és més frequent en la LMA i menys comu en la LLA (1% dels casos, predominant en nens
majors d'un any i adults)®’. El pronostic dels pacients amb reordenaments de KMT2A és
dolent, especialment els infants i lleugerament millor en els casos pediatrics (SG 48% i
69,8%, SLE 36,4% i 58,2%, respectivament)'®'"1, Els nostres casos, independentment de
Uedat, presentaven altes taxes de fracas al tractament i un elevat risc de recaiguda (SG

46,8%, SLE 47,5% i 1AR 74,3% als 2 anys).

En resum, el nostre estudi suggereix que els casos de LLA amb fenotip B madur i
reordenaments de KMT2A sén una entitat diferenciada que es distingeix tant de la LLA-B
amb reordenaments de KMT2A com de la leucemia/limfoma de Burkitt amb
reordenaments de MYC. Es molt important identificar correctament aquests pacients, ja
que presenten un pronostic extremadament desfavorable; malgrat que l'estrategia
terapéutica Optima encara no esta clara, essent necessaris més estudis per millorar el

coneixement d'aquesta malaltia.
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4.3. Alteracions secundaries de la LLA-B

Es van observar delecions de gens rellevants en el 60% de la nostra cohort (mediana: 1
delecid). Les CNV més comunes van incloure delecions en ETV6 i 9p (incloent CDKN2A/B
i PAX5) i delecions IKZF1, similar al descrit en estudis previs*"'72, Es van observar certes

delecions coexistents, com IKZF1 amb PAR1 o CDKN2A/B amb PAX5.

L'associacio entre els gens delecionats i el subtipus genétic subjacent també és coherent
amb la literatura*', amb delecions d’/IKZF1, PAX5 i PAR1 observades en pacients
BCR::ABL1-like, delecions de PAX5 i CDKN2A/B en pacients B-other i delecions d’ETV6 en
pacients ETV6::RUNX1. Curiosament, el nostre estudi també va identificar una associacio
entre la delecio JAK2 i els subtipus d’alteracions de PAX5 i PAX5 P80R; aixi com la delecid
de RB1 i el subgrup ZNF384r, la qual no va conduir a un pronostic més desfavorable, a

diferéncia del reportat anteriorment a la literatura®'.

La nostra série va presentar una mediana de dues mutacions per pacient, inferior a la
mediana de quatre alteracions somatiques descrites per Brady i col-laboradors'’. Els
subtipus amb alteracions de PAX5, alta hiperdiploidia i reordenaments de DUX4 van
mostrar el nombre més alt de mutacions (mediana 3-3,5). Les mutacions més freqlients
trobades en la nostra cohort van ser en els gens KRAS, NRAS i PAX5, similar amb estudis
previs'®. A més, vam trobar associacions especifiques entre subtipus genétics i
mutacions, com les fusions CRLF2 amb mutacions en JAK2 i els reordenaments de

ZNF384 amb mutacions en EGFR i EZH?2.

Les mutacions de TP53 i NT5C2 es van trobar en el 16% dels pacients amb recaiguda, tot
i que la majoria tenia un grup genétic de bon pronodstic (hiperdiploidies elevades i
ETV6::RUNXT), corroborant l'associacio d'aquestes mutacions amb la resisténcia al

tractament!’3%74,

4.4. Pronostic associats a les alteracions citogenetiques

En la leucemia limfoblastica aguda B pediatrica s’han aconseguit excel-lents taxes de
curacio gracies a l'aplicacio de protocols adaptats al risc, a la deteccid de la malaltia
residual mesurable, i a la integracié de noves terapies dirigides i immunoterapia amb els

103



Discussio |
regims de quimioterapia tradicionals. Aixd ha millorat les taxes de supervivencia,amb una
supervivencia global als 5 anys del 92% en nens®. A la nostra série de pacients amb LLA-B
tractats homogeniament segons les guies de tractament SEHOP-PETHEMA 2013, es van
obtenir bones dades de supervivéncia als 5 anys, amb una SG del 88,9%, una SLE del

78,9% i una taxa de recaiguda del 17,4%.

Els resultats varien considerablement segons el grup de risc, amb resultats similars en els
pacients de grup estandard i intermedi, i pitjors taxes de supervivencia en pacients d’alt
risc. A més, el nostre analisi confirma el paper critic de la genética en el prondstic de la
leuceémia limfoblastica aguda. Els pacients van ser classificats en tres grups basats en el
risc genetic: favorable (GEN-GR: hiperdiploidia alta i ETV6::RUNX1), desfavorable (GEN-
PR: hipodiploidia, reordenaments de KMT2A, BCR::ABL1) i intermedi (GEN-IR: la resta
d’alteracions genétiques no classificades). Les diferencies entre aquests grups van ser
significatives, amb excel-lents taxes de supervivéncia als 5 anys en els pacients de bon
pronostic i molt desfavorables en els pacients de mal pronostic (GEN-GR: SG 98,5% i SLE
94,9%; GEN-IR: SG 83,0% i SLE 64,1%; GEN-PR: SG 38,1% i SLE 42,9%), similar als

resultats preéviament descrits en la literatura®70175,

Les taxes de supervivencia dels grups de pronostic favorable i desfavorable es van alinear
amb els grups de risc del protocol SEHOP-PETHEMA 2013. En canvi, la supervivéncia del
grup GEN-IR va ser notablement inferior a la del grup de risc intermedi del protocol (SG
83% vs SG 97%), suggerint que, independentment de la genetica, 'estratificacié precisa

basadaenlaresposta altractamentil'edat afavoreix 'evolucio d’aquest grup de pacients.

Globalment, els pacients classificats com a B-other tenien taxes de supervivéncia propies
d’un risc intermedi (SG 87,8% i SLE 66,8% als 5 anys), per0 aquests resultats van variar
segons el subgrup genetic especific. Per exemple, els subgrups ZNF384r i PAX5 P80R van
mostrar resultats excel-lents, diferint del risc intermedi descrits previament per aquests
subtipus®. D’altra banda, els pacients amb BCR::ABL1-like amb reordenament de CRLF2
van presentar un pronostic molt desfavorable (SG 52,5% i SLE 26,5% als 5 anys), similar a
subtipus tipicament associats a mal pronostic, com KMT2Ar i hipodiploidia (SG del 50%

als 5 anys).
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Malgrat el que es descriu a la literatura*>'’2, i probablement a causa de la mida reduida de
la mostra, les CNV no van mostrar diferencies pronostiques significatives en les taxes de
supervivéncia en la nostra cohort. A més, a diferéncia dels adults®, la preséncia de
cariotip complexa no va mostrar rellevancia pronostica independent en la nostra cohort

pediatrica.

4.5. Limitacionsifortaleses de Uestudi

El nostre estudi presenta diversos punts forts i febles que val la pena destacar. Entre els
punts forts, cal esmentar que la cohort de pacients és homogenia i ha estat tractada
seguint el mateix protocol (SEHOP-PETHEMA 2013), cosa que ha permes una uniformitat
en les dades i una comparacio6 fiable entre els subgrups genétics. Un altre avantatge
important ha estat la integraciéo de multiples tecniques diagnostiques, com el cariotip,
FISH, MLPA, t-NGS i OGM, la qual cosa ha permés una classificacio genética precisa de la
LLA-B. A més, s'han pogut caracteritzar subgrups genetics rars, com els pacients amb
reordenaments de KMT2A i fenotip B madur, proporcionant informacioé valuosa sobre la
seva biologia i prondstic. La combinacié d’analisi prospectiva i retrospectiva ha permes
verificar la viabilitat de les tecniques utilitzades en un laboratori diagndstic de rutina, i els
resultats obtinguts han estat en linia amb la literatura existent, la qual cosa reforga la
validesa de U'estudi. A més, s’ha demostrat que ’Us de tecniques diagnostiques meés
assequibles i ampliament disponibles, com el cariotip i FISH, permet una aplicacid
practica en la majoria de laboratoris clinics, facilitant la transferencia dels resultats a la

practica diaria.

No obstant aixo, 'estudi també presenta algunes limitacions. La mida de la mostra no és
prou elevada per detectar alteracions genetiques poc freqlients ni per obtenir resultats
estadisticament significatius en certs subgrups genetics, cosa que limita la generalitzacio
dels resultats. A més, no tots els pacients disposaven de material geneétic suficient per
completar l'estudi amb totes les tecniques disponibles, fet que ha provocat que un total
de 12 pacients quedessin sense diagnodstic genétic complet. També s'ha d'esmentar que
el panell comercial de NGS utilitzat (Oncomine Childhood Cancer Research Assay,

ThermoFisher) no permet la deteccié de certs reordenaments critics, com els de DUX4 o
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IGH, limitant la capacitat de diagnostic en alguns casos. Aixi mateix, 'OGM no detecta
tots els reordenaments que es produeixen en regions subtelomeériques (p.e. DUX4 o
CRLF2), i no esta disponible en tots els laboratoris i presenta un cost elevat, la qual cosa
restringeix la seva utilitzacié generalitzada. Finalment, tot i l'Us de técniques avancades,
l'estudi no incorpora analisis més amplies com el WGS o RNA-seq, que podrien haver

aportat una millor comprensié de ’evolucié clonal i la complexitat genetica de la LLA-B.

4.6. Perspectives de futur

Aquest treball obre possibles noves linies d'investigacio:

v' Aplicacié de noves técniques diagnostiques per identificar correctament
determinats biomarcadors genétics, especialment en grups dificils d’identificar,
com son els reordenament d’/GH o DUXA4.

v' Col-laboracié amb altres grups per ampliar el nhombre de casos estudiats i
establir amb més precisio 'limpacte pronostic dels subtipus geneétics.

v' Estudis d’expressié en pacients amb LLA amb reordenaments de KMT2A i
fenotip B madur, per tal d’entendre quins gens estan sobre o infraexpressats i
identificar les vies cel-lulars alterades, cosa que permetria definir estrategies
clinigues més apropiades.

v Ampliar la série de casos amb guanys de 21q per confirmar si es tracta d’una

iAMP21 segons els perfil de CNV.
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1. LaLLA-B pediatrica presenta una elevada heterogeneitat genética. En el nostre estudi
hem identificat 17 subtipus genetics diferents utilitzant una combinacié de técniques

citogenétiques i moleculars.

2. L’aplicacié de tecniques diagnostiques com el cariotip, FISH, MLPA, t-NGS i OGM és
fonamental per obtenir un diagnostic genetic precis en la LLA-B. Cap técnica és
suficient per si sola, per tant, cal un enfocament integrat.

I.  El cariotip i la FISH sén tecniques robustes i accessibles que permeten una
avaluacio rapida de la majoria d'anomalies cromosomiques. Ens han permeés
classificar el 73% dels pacients.

II. La NGS és necessaria per a aconseguir una classificacio genetica completa,
perd té limitacions per detectar algunes alteracions, com DUX4 i IGH.

. L'OGM té gran potencial per identificar variants estructurals complexes, pero
encarano esta ampliamentimplementatité limitacions per detectar anomalies
en regions centromeriques i telomeriques, com les alteracions de CRLF2.

IV. Especificament, els reordenaments de KMT2A requereixen confirmacié amb
diverses técniques, ja que cap d’elles és prou precisa per detectar tots els

casos.

3. ELl71% dels pacients presentaven anomalies recurrents primaries classiques. El 29%
restant es van classificar com a B-other, dins dels quals es van identificar set subtipus
genetics.

.  Un 58% dels pacients amb LLA B-other no s’ha pogut classificar en cap dels
subtipus genetics coneguts, un resultat que s'alinea amb altres séries més

amplies.

4. Els pacients van presentar un nombre baix d'alteracions secundaries, amb una
mediana d’'una CNV i de dues mutacions per pacient. Aquestes alteracions no han

mostrat un impacte pronostic significatiu.

5. S'han detectat mutacions de TP53i NT5C2 en el 16% dels pacients amb recaiguda, la
majoria amb genética de bon prondstic, confirmant el paper d’aquestes mutacions en

la resistencia al tractament.
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Els pacients amb reordenaments de KMT2A i fenotip B madur representen un subgrup
distintiu. S6n nens menors de 2 anys amb cél-lules blastiques FAB L1-L2, expressio
IgM, i tenen la fusio KMT2A::MLLT3. Estan associats a mal pronostic i altes taxes de

recaiguda.

La definicio original de iAMP21 necessita ser ampliada i incloure el perfil gendomic

complet de laregié dels 21q.

Els resultats de supervivencia de la nostra cohort sén comparables a altres estudis. El
pronostic esta fortament influenciat per les alteracions genetiques, amb grans
diferéncies segons el subtipus genétic.
l. Destacar els casos de BCR::ABL1-like amb reordenaments CRLF2, que han
presentat taxes de supervivencia significativament inferiors, semblants als

subtipus d’alt risc amb reordenament de KMT2A i hipodiploidia.
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7.3. Resum del subtipus genetics de la LLA-B pediatrica

Subtipus genétic Freqiiéncia Caracteristiques
Hiperdiploidia 25-30% e Tipicament entre 51-67 cromosomes
e Mutacions en la via de senyalitzacié Ras (NRAS, KRAS, FLT3, PTPN11) i modificadors d'histones
(KMT2D, CREBBP, EZH2, SETD?2)
e Pronostic favorable
Hipodiploidia 1-3% e Hipodiploidia baixa (32-39 cromosomes): associades a mutacions de TP53, delecions de RB7 i IKZF1
e Gairebé haploidia (24-31 cromosomes): associades a mutacions en la via de senyalitzacié Ras (NF1,
NRAS, FLT3) i en modificadors d’histones (CREBBP), i inactivacié de IKZF3 i PAG1
e Pronostic desfavorable
iIAMP21 2-3% e =3 copies addicionals de RUNXT en un Unic cromosoma 21 anormal (total de =5 copies de RUNX1 per
cel-lula), amb un perfil de variacié del numero de copies distintiu
e Requereix un tractament intensificat per reduir el risc de recaiguda
t(12;21)/ETV6::RUNX1 | 20-25% e Reordenament criptic, detectable mitjangant FISH
e Mutacions de NSD2, KRAS i NRAS i delecions d’ETV6 i PAX5
e Pronostic excel-lent
t(1;19)/TCF3::PBX1 5-6% e Incidencia incrementada en poblacié afroamericana
e Pronostic favorable-intermedi; associat a recaigudes del SNC
Reordenaments de <1% e Generalmentt(17;19)/TCF3::HLF it(17;18)/TCF4::HLF
HLF e Pronostic molt desfavorable
Reordenaments de 2-4% e Més comu en infants (>80%)
KMT2A e >100 fusions amb diferents socis descrits, més comu amb AFF1, MLLT1 i MLLT3
e Poques mutacions concurrents, normalment en la via de senyalitzacié de RAS (NRAS, KRAS, FLT3)
e Associades amb l'expressié desregulada de la familia de gens HOXA, especialment HOXA9
e Pronostic desfavorable
t(9;22)/BCR::ABL1 2-5% e Frequentment presenten delecions de IKZF1, aixi com PAX5 i CDKN2A/B, i mutacions de RUNX1

Tipicament de pronostic desfavorable, millorat amb els TKi
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BCR::ABL1-like

Reordenaments de
NUTM1
Reordenaments de
DUX4

Reordenaments de
MEF2D

Reordenaments de

ZNF384

ZNF384-like

KMT2A-like

ETV6::RUNX1-like

10-15%

1-2%

4-7%

2-4%

3-6%

<1%

<1%

2-3%

Desregulacio de les vies de senyalitzacié del receptor de citocines i de la cinasa a causa d'alteracions
genetiques (principalment ABL-class i cinases Janus)

Els reordenaments de CRLF2 (~50% dels pacients) s6n comuns en pacient amb Sindrome de Down, i
s’associen amb delecions de IKZF1 i mutacions de JAKT i JAK2.

Generalment pronostic desfavorable, segons el reordenament present poden ser candidats a TKi
Exclusivament en nens, i més comu en infants

Pronostic favorable

Sobreexpressié de DUX4, normalment per fusié IGH::DUX4

Desregulacio transcripcional d'ERG; 50-70% presenten delecio de ERG (exclusiu d’aquest subtipus)
Expressié de CD2i CD371

Pronostic favorable

Augment de l'activitat transcripcional de MEF2D, activacio de l'expressié HDAC9 i augment de la
sensibilitat al tractament amb inhibidors de la histona desacetilasa

Baixa o nula expressié de CD10 i alta expressié de CD38

Major edat en el moment del diagnostic (mediana de 12 anys)

Pronostic desfavorable

Tipicament immunofenotip pro-B o mitxe; baixa expressié de CD10 i expressié aberrantde CD13 i/o
CD33 (expressio de marcadors mieloides)

Expressié incrementada de FLT3

Pronostic intermedi

Fusié de ZNF362, habitualment amb SMARCAZ2 i TAF15

Pronostic desconegut

Fusio de MED12::HOXA9 i AFF1::TMEM156

Pronostic desfavorable

Perfil d'expressio genica similar al de la LLA amb ETV6::RUNX1, sense presentar la fusié

Presenta alteracions en ETV6 i IKZF1 coexistents

Expressié de CD27, i expressié nula o baixa de CD44

Pronostic intermedi a favorable
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Alteracions de PAX5

PAX5 P8OR

IKZF1 N159Y

ZEB2 H1038R/
IGH::CEBPE

BCL/MYC

CDX2/UBTF

8-10%

2%

<1%

<1%

<1%

<1%

Informacié adaptada de 570123133176

Fusions, mutacions o amplificacions de PAX5

Pronostic intermedi

Mutacio definitoria PAX5 p.Pro80Arg (P80R)

Concourents alteracions en vies de senyalitzacié (NRAS, KRAS, FLT3 i PTPN11)
Mutacio definitdria IKZF1 p.Asn159Tyr (N159Y)

Pronostic desconegut

Fusié de IGH::CEBPE en combinacié amb la mutacié ZEB2 p.His1038Arg (H1038R)
Mutacions acompanyants de NRAS, KMT2D, KRAS, KMT2A i CDKN2A

Pronostic desconegut

Fusions de IGH::BCL2, IGH::MYC i IGH::BCL6

Pronostic desfavorable

Translocacié UBTF::ATXN7L3 i sobreexpressié de CDX2
Pronostic desfavorable
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7.4. Material suplementari “How to Combine Multiple Tools for
the Genetic Diagnosis Work-Up of B-Cell Acute

Lymphoblastic Leukemia”

Methods

Morphology and immunophenotype

Bone marrow (BM) aspirate smears were stained with May-Grinwald-Giemsa according to
standard laboratory protocols for cytochemical stains, including myeloperoxidase and Periodic
Acid-Schiff (PAS). The diagnosis of ALL was based on the morphologic features of the cells, namely

the presence of more than 20% cells showing lymphoblast morphology.

Immunophenotyping was performed by flow cytometry on BM samples according to standardized
procedures. Antibodies used included anti-CD45, CD34, CD123, CD10, CD19, CD20, CD22, CD9,
CD24,CD25,CD38,CD73,CD15,NG2, CD66¢c (KORSA), CD33,CD13, citlgM, citMPO, nucTdT and
citCD3 (from Beckman Coulter, CA, USA), CD304 (from Mitenyi Biotec, Germany).

Cytogenetic analysis

G-banded chromosomal analyses were performed on BM samples using standard techniques.
Karyotypes were described according to the International System for Cytogenetic Nomenclature

(ISCN 2020)%.

Fluorescent in situ hybridization (FISH) assay was carried out on interphase nuclei using
commercial probes for BCR::ABL1, KMT2A, ETV6::RUNX1, TCF3, CRLF2, ABL1, ABL2, PDGFRB,
JAK2, IGH (MetaSystems Probes, Germany), EPOR, MEF2D, ZNF384 and PAX5 (Empire Genomics,

NY, USA), according to the manufacturer’s protocol.

MLPA analysis

MLPA reactions were performed using the SALSA MLPA probemix P335 ALL-IKZF1 and P327
iAMP21-ERG (MRC-Holland, Amsterdam, Netherlands) according to the manufacturer’s
instructions. DNA samples from three healthy donors served as controls. For MLPA studies, a
minimum infiltration of 230% blasts in bone marrow and high-quality DNA was required. The P335
probemix contains probes for IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, EBF1, ETV6, BTG1, RB1, as well as genes
from the X/Y PAR1 region (CRLF2, CSF2RA, IL3RA and P2RY8). The P327 probemix contains probes
for RUNX1 and ERG genes. MLPA amplification products were analysed on an ABI 3130XL Genetic

Analyzer (Applied Biosystems), using the Genescan 500LIZ internal size standard (Applied
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Biosystems). MLPA analysis was performed on the Coffalyser.NET Software (MCR-Holland). CNA
were defined, following Schwab et al.(Schwab et al.,, 2010), as: biallelic deletion (<0.25),

monoallelic deletion (20.25 to <0.75), normal (=0.75 to <1.3) and gain/amplification (=1.3).

Targeted next generation sequencing (t-NGS)

t-NGS was performed using Oncomine Childhood Cancer Research Assay (ThermoFisher
Scientific, Life Technologies Corporation, CA, USA), which includes 203 genes involved in
childhood cancer and allows the analysis of point mutations and fusions. Libraries were
automatically prepared using the lon Chef and sequenced on the S5 sequencer (ThermoFisher
Scientific, Life Technologies Corporation, CA, USA), with an average coverage of 2500x. Variant
alignment and detection were performed in lon Reporter with the human reference genome (hg19).
Variants with >1% allelic frequency were considered and manually reviewed with the Integrated
Genome Viewer and classified according to the VARSOME23 software. Fusions were considered
when transcript levels were >0.1%. Data from the literature and the Catalogue Of Somatic
Mutations In Cancer (COSMIC) database were used for the interpretation of the somatic nature of
the fusions and mutant calls. Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) listed in the SNP database

(dbSNP) and the Genome 10K Project were excluded.

Optical Genome Mapping

Optical Genome Mapping (OGM) requires ultra-high molecular weight (UHMW) DNA. It was
extracted from ~1.5x108 cryopreserved cells (from bone marrow or peripheral blood) according to
the manufacturer's instructions (Bionano Genomics, San Diego, USA). DNA was labeled using a
sequence-specific DLE-1 (Direct Labeling Enzyme), that attaches a green fluorophore to a specific
6bp sequence, present around 15 times per 100 kb in the human genome. The labeled DNA was
loaded onto a Saphyr chip and scanned on the Saphyr instrument (Bionano Genomics, San Diego,
USA). Changes in the patterning or spacing of the labels were identified by software solutions to
accurately detect all classes of SVs. For each sample, an effective genome coverage of about 300x

is achieved, with a theoretical mean variant allele frequency sensitivity of 5%.

Stratification risk of SEHOP-PETHEMA 2013 treatment guidelines

This protocol incorporates risk-adapted treatment regimens based on factors such as age, white
blood cell count (WBC), extramedullary infiltration (specifically CNS or testes involvement),

immunophenotype, minimal residual disease (MRD), and cytogenetics.

For standard-risk group, patient must meet all of the following criteria: age >1 and <10 years,

leukocytes <20x10%L at diagnosis, non-T immunophenotype, absence of CNS and/or testicular
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infiltration, cytogenetics with high hyperdiploidy (51-67 chromosomes) and ETV6::RUNX1 positive,
and not presenting t(1;19) or KMT2A rearrangement. Additionally, they must have <1,000
blasts/mm?in peripheral blood on day +8 of induction, <5% blasts and <0.1% MRD in bone marrow

on day +15 of induction and at the end of induction I’A.

The existence of any of the following criteria determines inclusion in the high-risk group:
t(4;11)/KMT2A::AFF1, hypodiploidy (<44 chromosomes or DNA index <0.81), presence of >1,000
blasts/mm? in peripheral blood on day +8 of Induction, > 25% blasts and > 10% MRD in bone
marrow on day +15 of induction, MRD > 1% on day +33 of induction or MRD >0.1% before

consolidation in bone marrow.

Those patients who do not meet the standard-risk or high-risk criteria will be included in the

intermediate-risk group.

Statistical methods

Overall survival (OS) was defined as time to death, censoring at date of last contact. Event-free
survival (EFS) was defined as time from randomization to relapse, second tumour or death,
censoring at date of last contact. All survival rates are quoted at 5 years. Kaplan-Meier methods
were used to estimate survival rates. Other comparisons were performed using chi-square,

Fisher’s exact, and Mann-Whitney tests, as appropriate.
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Supplementary figures

Figure S1. Bar chart and table showing the frequency and co-occurrence of copy number alterations (CNA)
ofthe genes studied by P335 MLPA our paediatric B-ALL cohort. Significant (p<0.05) concurrent deletions are
marked in light blue.
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Figure S2. Outcomes according to SEHOP-PETHEMA 2013 Protocol risk classification for our paediatric B-ALL cohort. (A-C) Kaplan—-Meier survival curves showing
the overall survival, event-free survival and relapse incidence according to SEHOP-PETHEMA 2013 risk classification.
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E Figure S3. Outcomes according to the genetic defining subtype for our paediatric B-ALL cohort. (A-C) Kaplan—-Meier survival curves showing the overall survival, event-
free survival and relapse incidence according to genetic subtype.
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Figure S4. Outcomes according to the genetic risk classification plus the information of CNA profile for our paediatric B-ALL cohort. (A-C) Kaplan-Meier survival
curves showing the overall survival, event-free survival and relapse incidence of the GEN-GR and GEN-IR by adding the CNA risk profile (CNA-GR: blue; CNA-PR: red).
The results for the GEN-PR group are likely not shown due to a small sample size.
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Table S1. Results of karyotype and FISH analyses of our paediatric B-ALL cohort.

1D Genetic Subtype Karyotype FISH

1D_001 Hypodiploid; Low- 39,XX,-3,-7,-13,-15,-16,-17,-20[18]/46,XX[2] No alterations
Hypodiplody

ID_002 B-other; B-rest 47 XY,+Y[12]/49,idem,+X,t(7;19)(p15;q13),+21[4] No alterations

ID_003 ETV6::RUNX1 46,XX,add(12)(p13)[14]/48,XX,idem,+13,+14[2]/46,XX[6] ETV6::RUNX1r

ID_005 HeH 56,XX,+X,+4,+6,+10,+16,+17,+18,+21,+21,+22[3]/46,XX[17] SHeH

ID_007 B-other; PAX5alt 45,XY,-7,der(9)del(9)(p12pter)t(7;9)(q11;p12)[19]/46,XY[1] No alterations

ID_009 BCR::ABL1-Like; PDGFRBr | 48-49,XY,t(5;21)(q35;921.2),+der(5)t(5;21)(q35;21.2),+mar1[2],+mar2[3][cp25]/46,XY[14] PDGFRBr

ID_010 HeH 62,XX,+X,+4,+5,+6,+8,+8,+9,+10,add(14)(932),+15,+17,+18,+18,+21,+21,+mar[16] SHeH

ID_011 ETV6::RUNX1 47 ,XY+21[13]/46,XY[7] ETV6::RUNX1r

ID_012 B-other; ZNF384r 45,XX,del(12)(p12),-17[12] ZNF384r

ID_013 HeH 60,XY,+X,dup(1)(q21932),+4,+5,+6,+7,+8,+10,+12,+14,+17,+18, add(19)(p13),+21,+21,+22[17]/46,XY[3] SHeH

ID_014 iAMP21 46,X,der(Y),iamp(21)[12]/46,idem,del(3)(p11)[6]/46,XY[6] RUNX1amp; CRLF2r

ID_016 B-other; B-rest 46,XX[20] No alterations *

ID_017 ETV6::RUNX1 46,XY[7] ETV6::RUNX1r

ID_018 | B-other; B-rest 46,XX[20] NA

ID_019 B-other; ZNF384r 46,XX,del(6)(g13q25)[81/46,XX,del(6)(q13925),del(9) (q22933)[3]/46,XX,del(6)(q13q25),del(16)(q22q24)[6]/46,XX[1] No alterations

ID_020 ETV6::RUNX1 56,XX,+X,+4,+5,+8,+9,+14,+15,+17,+21,+21[17]/46,XX[3] ETV6::RUNX1r

1D_021 B-other; B-rest 46,XY,del(9)(p21p24)[19]/46,XY[4] No alterations

ID_025 HeH 55,XX,+X,+4,+5,+8,+14,+17,+18,+21,+22[4]/46,XX[1] SHeH

ID_026 BCR::ABL1 46,XY,t(2;10)(p11;924),t(9;22)(934;911.2)[15]/46,XY[5] BCR::ABL1r

ID_027 KMT2Ar; KMT2A::MLLT3 46,XY,t(9;11)(p21;923)[5]/47,idem,+5[3]/48,idem,+5,+21[2]/46,XY,der(9)del(9)(q22932)t(9;11)(p21;q23)[2]/47,XY,+5,der(9)del(9)(q22q32 | KMT2Ar

)t(9;11)(p21;923)[2]/48,XY,+5,der(9)del(9)(022932)t(9;11)(p21;023),+21[4]/46,XY[3]

ID_028 KMT2Ar; KMT2A::AFF1 46,XY,t(4;11;12)(921;923;922)[20] KMT2Ar

ID_029 ETV6::RUNX1 47,XY,+21[8]/48,XY,+10,+21[5]/47,XY,del(6)(q25),add(7)(q36),+10,-18,+21[3]/46,XY[9] ETV6::RUNX1r

ID_030 ETV6::RUNX1 89,XXYY,-1,iso(3)(p10),del(6)(q22),-8,del(12)(p12),-13,-17,+21[4]/46,XY[16] ETV6::RUNX1r

ID_031 | HeH 56,XY,*X,+4,+6,+8,+10,+14,+17,+18,+21,+21[20] No alterations

ID_032 ETV6::RUNX1 46,XX,t(3;12;21)?(g25;p13)[20] ETV6::RUNX1r

ID_033 iAMP21 46,XX,der(21)[3]/46,XX[7] RUNX1amp

ID_034 BCR::ABL1-Like; CRLF2r 45,XY,-7,del(9)(p13pter),der(12)t(7;12)(q11.2;p11.2)[20] CRLF2r

ID_035 BCR::ABL1-Like; CRLF2r 45,XX,-20[8]/46,XX[12] CRLF2r

ID_036 Hypodiploid; Near- 27,XX,-1,-2,-3,-4,-5,del(6)(q21925),-7,-8,-9,-10,-11,-12,-13,-14,-15,-16,-17,-17,-19,-20,-22,+mar[5]/46,XX[15] No alterations
Haploidy

ID_037 B-other; B-rest No mitosis No alterations

ID_038 HeH 57,XX,+X,dup(1)(921925),+4,+6,+10,del(12)(p11),+14,+17,+18,+21,+21,+mar[9]/46,XX[11] SHeH

ID_040 ETV6::RUNX1 46,XY,del(11)(q22)[8]/46,XY[12] ETV6::RUNX1r

ID_041 ETV6::RUNX1 46,XX,del(12)(p12)[20] ETV6::RUNX1r

1D_043 HeH 55,XX,+4,+6,+8,+10,+14,+17,+18,+18,+21[17]/46,XX[3] SHeH

ID_044 B-other; B-rest 46,XY[20] No alterations

ID_046 iAMP21 45,XY,-12,der(13;15)(q10;910),der(21)[5]/46,XY[15] RUNXTamp

ID_047 HeH 64,XX,+X,+X,+3,+4,+5,+6,+8,+8,+10,+11,+12,+14,+14,+17,+18,+21,+21,+22[16]/46,XX[6] SHeH

ID_050 B-other; B-rest 46,XX,i(5)(q10)[9]/46,XX[11] No alterations
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ID_052 KMT2Ar; KMT2A::MLLT3 46,XX,t(9;11)(p22;923)[20] KMT2Ar

ID_053 ETV6::RUNX1 46,XX,del(12)(p12)[7]/46,XX[13] ETV6::RUNX1r

ID_054 BCR::ABL1-Like; CRLF2r 46-48XY, del(5)(p12),+8,-15,+1-2mar[20] CRLF2r

ID_055 B-other; ZNF384r 46,XY,t(9;14)(p24;q12)[41/46,XY[16] No alterations

ID_056 ETV6::RUNX1 46,XY,del(12)(p13)[8]/47,idem,+21[3]/46,XY[9] ETV6::RUNX1r

ID_059 ETV6::RUNX1 49,XY,+10,del(12)(p12),+21,+22[4]/46,XY[16] ETV6::RUNX1r

1D_060 B-other; B-rest 46,XY,del(1)(p22p34),der(1)t(1;?)(p13;?),add(2)(p21),t(3;3)(p21;929),dup(4)(925931),-8, add(18)(q23),add(22)(q13),+mar[18] No alterations *

ID_061 B-other; PAX5alt 46,XY,dup(2)(q21931),del(3)(q21),der(20)t(9;20)(p13;q13)[13]/46,XY[7] PAX5r

ID_062 B-other; ZNF384r 46,XX,add(19)(p13)[4]/46,XX[26] IGHr

ID_063 HeH 46,XY[20] Hyperdiploid

ID_064 HeH No mitosis Hyperdiploid

ID_065 HeH 46,XY[20] Hyperdiploid

ID_067 B-other; B-rest 47,XX,add(3)(p25),-9,+10,der(16)t(9;16)(q13;924),+22[13]/45,XX,idem,i(17)(q10)[3]/46,XX[4] No alterations

ID_068 B-other; B-rest 46,XX,del(12)(p12)[6]/46,XX[6] No alterations *

ID_069 ETV6::RUNX1 46,XY,del(12)(p11),-20,+21[3]/46,idem,del(6)(q12)[9]/46,idem,+mar[5]/46,XY[3] ETV6::RUNX1r

ID_071 ETV6::RUNX1 46,XY[20] ETV6::RUNX1r

ID_073 B-other; B-rest 46,XY,inv(2)(p11.2913)[13]/46,XY[22] No alterations *

ID_074 BCR::ABL1-Like; CRLF2r 48,XY,+X,+21c[7]/47,XY,+21c[13] No alterations

ID_075 ETV6::RUNX1 46,XX,del(3)(p21),del(6)(q21),del(11)(q23),add(12)(p13),add(16)(q22)[3]/46,idem,+10[1]/46,idem,+21,46,idem,add(9)(p24)[16]/46,idem, | ETV6::RUNX1r
add(9),+21[1]

ID_076 B-other; B-rest 47,XY,del(9)(p21)x2,+21[cp4]/46,XY[cp6] No alterations *

ID_078 ETV6::RUNX1 50,X,-X,ins(1;1)(p36;921-qter),+2,-4,add(6)(q25),+10,del(10)(g25),add(19)(q13.3),+21,+21,+mar1,+mar2[10]/46,XX[10] ETV6::RUNX1r

ID_079 HeH 54,XX,+X,+4,+9,+10,+14,+17,+21,+21[15]/46,XX[5] SHeH

1D_080 ETV6::RUNX1 No mitosis ETV6::RUNX1r

ID_081 BCR::ABL1-Like; CRLF2r 46,XY[20] No alterations

ID_082 ETV6::RUNX1 47 ,XX,+21[3]/47,XX,del(12)(p12),+21[9]/46,XX[8] ETV6::RUNX1r

1D_083 HeH 56,XY,+X,+4,+6,+8,+10,+14,+17,+18,+21,+21[7]/56,idem,dup(1)(q21qter)[12]/46,XY[2] SHeH

ID_086 ETV6::RUNX1 46,XY,del(12)(p11p12),der(21)[9]/46,XY[15] ETV6::RUNX1r

ID_087 BCR::ABL1-Like; CRLF2r 50,XY,+X,+21,+21,i(21)(q10)x3,+mar[20] CRLF2r

ID_088 | HeH 52,XY,+X,+10,+17,+18,+21,+21[10]/46,XY[10] SHeH

ID_089 | HeH 62,XX,+2,+4,+5,+6,+9,+10,+10,+11,del(11)(q23),+14, +17,+19,+20,+21,+21,+mar1,+mar2[20] SHeH

ID_091 HeH 55,XX,+X,+4,+6,+10,+17,+21,+21,+2mars[10] SHeH

ID_093 HeH 54,XY,+X,dup(1)(q21q42),+4,+6,+10,+14,+17,+21,+21[13]/46,XY[7] SHeH

1D_094 TCF3::PBX1 46,XX,+1,der(1)t(1;12)(q10;p10),der(19)t(1;19)(q23; p13)[61/46,XX[4] TCF3::PBX1r

ID_095 HeH 57,XX,+X,dup(1)(921931),+3,+6,+8,+9,+10,+14,+17,+ 18,+21[13)/46,XX[7] SHeH

ID_096 iAMP21 47,XY,-13,+21+21,der(21),der(21)[11]/46,XY[9] CRLF2r

ID_097 HeH 52,XY,+X,+4,+10,+14,+21,+21[3] Hyperdiploid

ID_098 B-other; PAX5 P8OR 45,XY,del(9)(p21),-20[15]/46,XY[5] No alterations

ID_100 TCF3::PBX1 49,XY,t(1;19)(q23;p13),add(1)(942),dup(5)(q13921),inv(6)(p21926),+8,+8,+20[20] TCF3::PBX1r

ID_101 B-other; ZNF384r 46,XY,del(6)(921925),del(12)(p11.2)[11]/46,XY[9] ZNF384r

ID_102 HeH 54,X,+X,-Y,+6,+8,+10,+14,+17,+18,+21,+21[4]/46,XY[16] SHeH

ID_103 HeH 56,XY,+X,+4,+6,+10,+14,+17,+18,+18,+21,+21[17]/46,XY[3] SHeH

ID_106 B-other; B-rest 53,XY,+X,+Y,+4,+6,-7,+10,+11,-13,+14,+21,+21[5]/53,XY,+Y,idem,add(16)(q24),+17[15] No alterations

ID_107 ETV6::RUNX1 46,XY[20] ETV6::RUNX1r
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ID_109 HeH NA Hyperdiploid

ID_110 BCR::ABL1-Like; CRLF2r 47,XY,t(4;10)(931;p11.2),+21c[71/47,XY,+21c[13] CRLF2r

ID_111 ETV6::RUNX1 47,XY,+10,der(21)[81/47,XY,+21,der(21)[8]/46,XY[4] ETV6::RUNX1r

ID_112 KMT2Ar; KMT2A::USP2 46,XX,der(16)t(1;16)(q23;q13)[9]/46,XX[11] KMT2Ar

ID_114 B-other; PAX5alt No mitosis No alterations

ID_115 B-other; B-rest 45,XX,-13,der(20)del(20)(q12)[20] No alterations

ID_116 HeH 57 ,XY,+X,+4,+6,+7,+8,+10,+11,+14,+18,+21,+21[20] SHeH

ID_117 KMT2Ar; KMT2A::AFF1 46,XX,t(1;4)(p36;012),t(4;11)(q21;923)[141/46,XX[6] KMT2Ar

ID_118 ETV6::RUNX1 45,X,-X,t(10;12)(q22;p13)[11]/45,idem,del(6)(q24)[5]/88,idem[6] ETV6::RUNX1r

ID_119 HeH 55,XX,+X,+4,+8,+10,+14,+17,+18,+21,+21[1]/46,XX[19] SHeH

ID_120 B-other; B-rest No mitosis No alterations

ID_121 ETV6::RUNX1 No mitosis ETV6::RUNX1r

ID_122 ETV6::RUNX1 46,XY,del(1)(q32),t(2;11)(p12;p15),del(12)(p12)[7]/46,XY[93] ETV6::RUNX1r

ID_123 B-other; PAX5 P8OR 46,XY,+1,der(1;16)(q12;911.2)[19]/46,XY,idem,dup(2)(q11.2921)[61/47,XY,+13[2] No alterations

ID_126 HeH 64,XY,+X,+4,+5,+6,+7,+9,+10,+11,+12,+14,+15,+17,+18,+19,+21,+21,+22[8]/46,XY[9] SHeH

ID_127 ETV6::RUNX1 46,XY[20] ETV6::RUNX1r

ID_128 ETV6::RUNX1 46,X,-X,del(3)(p12),add(4)(q34),del(5)(q21933),del(6)(q21q24),del(12)(p12),+mar[cp9]/90,idem[5]/46,XX[6] ETV6::RUNX1r

ID_129 B-other; B-rest 46,XX[20] No alterations *

ID_130 B-other; B-rest 46,XX[20] No alterations

ID_131 BCR::ABL1-Like; CRLF2r 46,XY,del(9)(p21),t(11;12)(q22;924)[191/46,XY[1] No alterations

ID_133 KMT2Ar; KMT2A::MLLT3 46,XY[20] KMT2Ar

ID_134 TCF3::PBX1 54,XY,+X,+5,der(5)t(1;5)(g21;931),+6,+6,+18,+19,der(19)t(1;19)(q21;p13),+20,+21[11]/46,XY[9] TCF3r

ID_135 B-other; PAX5 P80OR 46,XY[20] No alterations

ID_136 HeH 56,XX,+X,+4,+6,+8,+10,+14,+17,+18,+21,+21[19]/46, XY[1] SHeH

ID_138 HeH 54, XX,+X,+4,+6,+10,+14,+17,+18,+21[5]/54,idem,dup(1)(q23942)[4]/46,XX[11] SHeH

ID_139 HeH 56,XX,+X,+4,+5,+6,+8,+14,+17,+18,+21,+21[20] SHeH

ID_140 B-other; IGHr No mitosis IGHr

ID_141 B-other; B-rest 46,XX,t(2;16)(p12;p11)[171/46,XX[3] No alterations

ID_142 TCF3::PBX1 No mitosis TCF3::PBX1r

ID_143 ETV6::RUNX1 46,XX[20] ETV6::RUNX1r

ID_144 ETV6::RUNX1 46,XY,del(12)(p11.1p12)[6]/46,XY[14] ETV6::RUNX1r

ID_145 BCR::ABL1 65-66,XY,+X,+1,+2,+4,+4,+5,+6,+8,+9,del(9)(p21),t(9;22)(q34;911.2)x2,+10,+11,del(12)(p12),+13 BCR::ABL1r
,+14,+17,+18,+19,+21,+21,del(21)(q22)x2,+22,+22[18]/46,XY [2]

ID_146 HeH 54, XX,+X,+4,+10,+14,+17,+18,+21,+21[10]/46,XX[5] SHeH

ID_147 B-other; B-rest 46,XY,der(10)t(1;10)(g21;p15),der(22)[5]/46,XY,idem,add(8)(p12)[7]/46,XY,del(9)(q13),t(10;?),der(10)t(1;10)(q21;p15)[8] No alterations

ID_148 ETV6::RUNX1 46,XY[20] ETV6::RUNX1r

ID_149 BCR::ABL1-Like; ABL1r 45,XY,der(9)del(9)(p24)dic(9;12)(p13;p13),der(12)del(12)(p11p12)dic(9;12)[18]/46,XY[2] ETV6r

ID_150 HeH 57,+X,+4,+6,+10,+11,i(12)(q10),+14,+17,+18,+21,+21,+22[20] SHeH

ID_151 B-other; IGHr 45,XY,-7,der(12)t(7;12)(q11.2;p13),add(19)(p13)[151/46,XY[5] IGHr

ID_152 HeH 56,XY,+X,dup(1)(q22942),+4,+6,+10,+14,+17,+18,+2 1,+21,+22[20] SHeH

ID_153 ETV6::RUNX1 47,XY,+21[4]/46,XY[6] ETV6::RUNX1r

ID_155 ETV6::RUNX1 46,XY,dup(1)(925932),der(3)add(3)(g27),der(9)del(9)(p13),del(12)(p12)[14]/46,XY[6] ETV6::RUNX1r

ID_156 BCR::ABL1-Like; CRLF2r No mitosis CRLF2 ::IGHr

ID_157 HeH 64,XY,+X,+1,der(1),+2,+4,+6,+8,+9,+10,+11,+12,+14, +15,+17,+18,+19,+21,+21,+21[20] SHeH

ID_158 B-other; B-rest 46,XX[20] No alterations
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ID_159 BCR::ABL1-Like; ABL1r 46,XX[20] No alterations

ID_160 B-other; IGHr 48,XY,+X,t(8;14)(q11.2;32),+21c[20] IGHr

ID_161 B-other; ZNF384r 46,XX[20] ToFr

ID_164 HeH 56,XX,+X,+4,+6,+8,+11,+14,+17,+18,+21,+21[24]/46,XX[3] SHeH

ID_165 HeH 60,XY,+X,+4,+5,+6,+7,+8,+10,+12,+14,+14,+17,+21,+21,+22[15]/46 ,XX[5] SHeH

ID_166 HeH 57,XX,+X,+4,+6,+8,+10+,14,+15,+17,+18,+21+21[1]/57,idem,dup(1)(q21931)[16]/46,XX[3] No alterations

ID_167 B-other; B-rest 46,XY,t(1;15)(g42;914),der(3)?,t(13;20)(q14;911.2)[12]/46,XY[8] No alterations

ID_168 B-other; DUX4-ERGdel 46,XX,del(9)(p21pter)[13]/46,idem,del(7)(p15pter)[2]/47,XX,idem,+16[2]/46,XX[3] No alterations

ID_169 KMT2Ar; KMT2A::AFF1 46,XX,t(4;11)(921;923),t(10;10)(g22;926)[20] KMT2Ar

ID_170 B-other; B-rest 46,XY[20] No alterations

ID_171 ETV6::RUNX1 45,XY,-8,der(9)t(8;9)(q12;p13),del(10)(q22),add(12)(p13),der(13)t(11;13)(q23;932)[191/46,XY[1] ETV6::RUNX1r

ID_172 HeH 60,XX,+X,+2,+3,+4,+6,+10,+11,+12,+12,+17,+18,+21,+22[8]/46,XX[12] No alterations

ID_173 Hypodiploid; Near- 26,XY,-1,-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8,-9,-10,-11,-12,-13,-15,-16,-17,-18,-19,-20,-22[14]/52,idemx2[6] No alterations
Haploidy

ID_174 ETV6::RUNX1 46,XX,add(11)(q23)[14]/46,XX[6] ETV6::RUNX1r

ID_175 B-other; B-rest 47 ,XY,+i(X)(p10),add(2)(q11.1),del(4)(q28qter),add(5)(p16),add(16)(q24),i(17)(q10),add(19)(p13)[20] No alterations

ID_176 BCR::ABL1-Like; CRLF2r 47 ,XX,+21c[4] CRLF2r

ID_179 ETV6::RUNX1 46,XY[20] ETV6::RUNX1r

ID_180 B-other; B-rest 47 ,XX,+mar[6]/46,XX[14] No alterations

ID_181 | B-other; DUX4-ERGdel No mitosis IGHr

ID_183 HeH 56,XXYY,+4,+6,+10,add(11)(p13),+14,+17,+18,+der(19),-20,+21,+21[4]/46,XY[3] SHeH

ID_184 B-other; B-rest 47 ,XX,+21[5] No alterations *

ID_185 HeH No mitosis Hyperdiploid

ID_186 BCR::ABL1-Like; CRLF2r 46,XY[17] No valorable

ID_187 TCF3::PBX1 46,XX,del(9)(p13pter),der(11),der(19)t(1;19)(q22;p13),der(22)t(1;22)?[4]/46,XX[5] TCF3r

ID_188 | B-other; IKZF1 N159Y 47,XY,+21,der(22)t(8;22)(q21;p11)[6]/46,XY[14] No alterations

ID_189 HeH 61,XY,+X,+Y,+1,dic(1;14)(q10:q10),+4,+4,+5,+6,+8,+ 10,+14,+17,+18,+18,+19,+21,+21[9]/46,XY[11] SHeH

ID_190 B-other; DUX4-ERGdel 45,XY,der(5)t(5;11)(q31;q13),dic(8;?)(q11.2;911.2),-11,-12,+mar[17]/49,XY,+X,+4,+5[ 3] No alterations

ID_191 HeH 57,XX,+X,+4,+6,+10,+11,+14,+17,+18,+19,+21,+21[7]/46,XX[13] SHeH

ID_192 KMT2Ar; KMT2A::AFF3 45,X,-Y,t(2;11)(913;923)[10]/44,XY,dic(2;14)(p10;910),der(11)t(2;11),- No alterations

18,i(21)(q10)[11]/44,XY,dic(2;14)(p10;q10),der(7)t(7;13)(q10;910),i(8)(q10),der(11)t(2;11), -18,i(21)(g10)[2]

ID_193 B-other; B-rest 50,XX,+X,+14,+17,+18,add(19)(p13),-20,+21[13]/46,XX[7] No alterations *

ID_196 HeH 56,XX,+X,+4,+5,+10,+17,i(17)(q10),+18,+21,+21,+mar1,+mar2[4]/46,XX[20] Hyperdiploid

ID_198 HeH No mitosis Hyperdiploid

ID_199 HeH No mitosis Hyperdiploid

ID_200 B-other; B-rest 46,X,1(X;10)(p11;p11.2),t(16;19)(p13;q13)[21]/46,XX[2] PDGFRAr

ID_201 HeH 60,XY,+X,+4,+4,+5,der(7),+8,+9,+10,+11,del(12)(p12),+14,+14,+17,+18,+21,+21[7]/60,idem,dup(1)(q12932)[11]/46,XY[2] SHeH

ID_202 BCR::ABL1-Like; JAK2r 46,XY,inv(9)(p13p24)?[4]/46,idem,del(3)(p21pter)[51/46,XY[11] JAK2r

ID_204 BCR::ABL1-Like; PDGFRBr | 46,XY,del(9)(p21)[41/45,X,-Y,del(9)(p21)[14]/46,XY[2] PDGFRBr

ID_205 B-other; B-rest 46,XX[20] No alterations

ID_207 HeH 56,XX,+X,+X,dup(1)(q25qter),+4,+6,10,+14,+17,+18,+21,+21[20] SHeH

ID_208 BCR::ABL1 45,XY,add(9)(g33),der(10)add(10)(p11)t(10;22)(p11;q11),- BCR::ABL1r

13,add(21)(p10),der(22)t(9;22)(q34;911.2)[6]/45,idem,del(4)(q22q28)[4]/47,idem,+2,del(4)(q22928),
+der(22)t(9;22)[71/45,del(4)(q22q28),der(10)add(10)(p11)t(10;22)(p11;q11),add(9)(q33),-
14,der(20)t(14;20)(q13;q13),der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[3]
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ID_209 B-other; NUTM1r 46,XY[20] No alterations
ID_210 | TCF3::PBX1 48,XY,+5,+8,der(19)t(1;19)(q23;p13)[2]/46,XY[18] TCF3::PBX1r
ID_211 BCR::ABL1 52,XX,+X,+4,+4,add(4)(p12),+6,t(9;22)(q34;911.2),+14,+21[9]/52,idem,i(17)(q10)[10]/46,XX[1] BCR::ABL1r
ID_212 BCR::ABL1-Like; PDGFRBr | 46,XY[20] PDGFRBr
ID_213 B-other; B-rest 46,XX[20] No alterations
ID_214 ETV6::RUNX1 47,XY,+X,del(1)(p22p33),del(11)(q21qgter),add(21)(p11)[2]/48,idem,+14[14]/46,XY[4] ETV6::RUNX1r
ID_215 B-other; B-rest 46,XX,der(9)[9]/46,XX,idem,del(6)(q21)[3]/46,XX[8] No alterations
ID_216 ETV6::RUNX1 47,XY,dic(5;12)(p15;p13),+21[71/46,XY[4] ETV6::RUNX1r
ID_217 HeH 64,XY,+X,+4,+5,+6,+7,+8,+9,+10,+11,+12,+14,+14,+15,+16,+17,+18,+21,+21[6]/46,XY[14] No alterations

The FISH study was performed sequentially: first KMT2A, ETV6::RUNX1, TCF3 probes were apply; if no alterations were detected, additional we continued with ABL-Class probes (ABL1,ABL2, PDGFRB, CSF1R),

CRLF2, EPOR, JAK2, MEF2D, ZNF384, PAX5 and IGH probes. (*)Not all cases progress through the complete FISH panel, due to insufficient material or not valuable results. amp: amplification; NA: not available;
r: rearranged; SHeH: suggestive of HeH (by 3-4 copies of RUNXT or other genes studied).
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