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INTRODUCERE

Leucemia acutd limfoblastica desi este o afectiune rara in cadrul populatiei pediatrice, ea
reprezintd cea mai frecventa malignitate intalnitd la copii. Rafinarea continua a metodelor de
diagnostic, evaluare si tratament au crescut mult supravietuirea si rata de vindecare. Dezavantajul
major al patologiei il reprezintd recaderea, cu aceeasi clond sau cu o clona diferita, de aceea
monitorizarea atenta a acestor pacienti ce au obtinut o remisiune completa reprezinta provocarea
de baza 1n obtinerea curabilitatii acestei afectiuni pediatrice. Evaluarea uzuald clasica presupunea
doar examinarea citomorfologica a aspiratului medular. Limitarile metodei, mai ales cu privire la
sensibilitatea de detectie, cu descoperirea tardivda a recdderilor, cdnd maduva osoasd era deja
plind de celule maligne, a condus la o supravietuire scazutd pacientilor cu recadere. Odata cu
introducerea metodelor cu sensibilitate crescutd: imunofenotipare, polymerase chain reaction
(PCR) 1n diagnosticul si monitorizarea acestor copii a crescut atat rata de supravietuire generala
cit si cea post-recadere. Identificarea precoce a recaderilor a permis interventia rapidd cu
adaptarea intensitatii tratamentului, obtinerea unor remisiuni secundare cu oferirea alternativei
terapeutice de sustinere a remisiunii: transplantul de celule stem hematopoietice. Se impune
deschidere spre cercetare continud in vederea obtinerii unei rate maxime de vindecare a
leucemiei. Analiza genomul uman pentru identificarea anomaliilor genetice ce stau la baza
patogeniei acestei afectiuni, pentru identificarea predispozitiei de a dezvolta malignitati in

incercarea eluciddrii acelor cazuri ce dezvolta clone derivate pe parcursul chimioterapiei, utild si
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pentru evaluarea raspunsului la tratament folosind ca target chiar anomalia de baza, reprezinta
viitorul in ceea ce priveste BMR. Clinica IC Fundeni depune efort sustinut si continuu in
adaptarea la noile metode de diagnostic, monitorizare si tratament, in abordarea patologiei

similar centrelor hematologice pediatrice de referinta.

Eforturile continue ale unei echipe multidisciplinare, cu scopul raportarii rezultatelor, similar
centrelor hematologice de referinta a fost obiectivul clinicii de Pediatrie, IC Fundeni. Astfel inca
dinaintea anului 2014 s-au aplicat protocoalele de chimioterapie generate de Asociatia Italiana de
Hematologie si Oncologie pediatrica - Berlin-Frankfurt-Miinster (AIEOP-BFM). In incercarea
standardizarii monitorizarii prin boala minima reziduala (BMR), sub atenta coordonare a dlui
prof.univ. dr Arion, C'" si a dnei conf dr Colita, am inceput studiul de fatd in ianuarie 2014.
Obiectivul principal, propus si atins, subliniaza contributia personala ce denotad din faptul ca am
efectuat primul studiu prospectiv, de acest tip pe teritoriul Romaniei ce a evaluat valoarea
prognostica a monitorizarii prin BMR la copii cu LAL efectuata in zilele: 15,33,78 de tratament.
Rezultatele obtinute: remisiunea, recdderea, mortalitatea si supravietuirea pe o duratd de 5 ani,
sunt reperele de baza ce evalueaza efectele unei monitorizari standard, similar cu centrele de
referintd, de hematologie pediatrica. Pana in anul 2014 aceasta monitorizare nu se facea in
Romania. Se incerca o evaluare « modestd », neomogena si nestandardizatd in zilele 33, 78 de
tratament. Am urmadrit atent 147 de pacienti diagnosticati complet: morfologic, imunofenotipic si
genetic, evaluati in acealeasi etape terapeutice, zile prestabilite (time point-uri: z15,2z33,278), prin
BMR efectuatd prin imunofenotipare si/sau PCR si tratati uniform, conform protocolului
standard ALL-BFM-IC 2002/2009 incepand din ianuarie 2014. Monitorizarea s-a incheiat in
decembrie 2018 ca sd includd un pas de minim 12 luni de monitorizare inclusiv la ultimii

pacienti diagnosticati in decembrie 2017, cand am incheiat perioada de inrolare.

Rezultatele sunt referintd deoarece centrul pediatric-hematologic IC Fundeni are cea mai mare
adresabilitate din Romania scopul propus al studiului a fost atins: toti pacientii, inca din 2016, au
o monitorizare standard a BMR efectuatd prin tehnici cu sensibilitate crescutd, conform
recomandarilor consortiului BFM. Supravietuirea din cadrul cohortei studiate, este in

concordantda cu AIEOP-BFM 2009 si cu literatura de specialitate curenta.



Cazurile particulare prezentate in analiza cohortei, provocatoare din punct de vedere terapeutic si
monitorizare, au demonstrat un bun management medical, experienta clinica si paraclinica
continud, dovada fiind si multitudinea optiunilor terapeutice accesate: transplant de celule stem,
imunoterapie (Blinatumumab), terapie salvage, noi terapii: nelarabina, ce sustin un act medical si

terapeutic de nivel Tnalt prezent si in Romania. (vezi cazuri particulare descrise la «discutii«)

Lucrarea prezenta este compusd din doua parti: partea generald prezintda LAL in populatia
pediatrica trecand 1n revistd notiunile de bazad cu referire la definitie, epidemiologie, etiologie,
diagnostic, clasificare, tratament, complicatii, recddere cu completarea de noi notiuni obtinute
din meta-analiza personald efectuatd in literatura de specialitate curentd existentd publica.
Lucrarea analizeazd metodele de monitorizare a pacientilor pediatrici cu LAL, mai ales prin
analiza Bolii Minime Reziduald (BMR), denumire generica utilizata pentru detectarea celulelor
maligne restante/ persistente in organismul unui pacient cu LA in timpul/ dupa tratamentul
chimioterapic, la un nivel sub capacitatea de detectie a examenului citomorfologic clasic. [1]
Determinarea BMR la copii cu LAL este extrem de importantd, conform studiilor actuale
reprezinta factor independent de prognostic, cu valoare direct propotionald cu riscul de recadere.
[3] Instrumentele utilizate pentru determinarea BMR sunt impartite Tn doud mari categorii:

clasice, uzuale si inovative. [1-4, 5-9]

Figura nr. 1: Metodele de determinare BMR [10-14]
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1. “Cele mai utilizate tehnici” pentru monitorizarea BMR la pacientii pediatrici cu LAL, rdman si
in prezent asa zisele “metode clasice” BMR: IFT, RQ-PCR (identificarea ,,rearanjarilor clonale”
ale Ig &TCR) si RT-PCR. [1-3] BMR efectuate pe parcursul acestui studiu au fost majoritatea
determinate prin IFT (peste 80% din probe) si/sau prin RT-PCR.

2. Diagnosticul IFT al LAL se poate considera primul pas in monitorizarea BMR, deoarece
metoda identifica de la inceput caracterele fenotipice ale celulei maligne, tipul si subtipul
limfoblastului, utilizand markerii specifici de pe suprafatd sau din interiorul celulei. Un dezantaj
al BMR-IFT, important de mentionat este: cautarea blastilor bazata pe identificarea celulelor cu
aceeasi markeri de la debut, provocator in cazul formelor de LAL ce isi schimba fenotipul pe
parcurs sau a formelor ce recad cu altd clona decat cea initiala. Sensibilitatea actuala a metodei

IFT, utilizata de rutind la scard internationald, este de 10'4, max 107, [15-18]

3. Pentru diagnosticul complet al formei de LAL se utilizeaza si fehnica PCR pentru analiza
moleculard a limfoblastilor. Se identifica rearanjdrile clonale genice (RQ-PCR=real time
quantitative polymerase chain reaction) si/sau prezenta genelor de fuziune (RT-PCR=reverse

transcription PCR).

In cazul prezentei genelor de fuziune, monitorizarea BMR se efectueaza prin monitorizarea
transcriptului patologic BMR-RT-PCR. Avantajele majore fiind: sensibilitate crescutd 10°-107

si limitarea manevrelor invazive de punctionare a MO. [19]

4. In ceea ce priveste alegerea metodei de determinare a BMR, aceasta depinde de mai multi
factori: forma de LAL, de prezenta/ absenta anomaliilor genetice, de cunoasterea avantajelor si
dezavantajelor metodelor (sensibilitate, specificitate, cost, timp, experienta, buget etc). Cele trei
metode utilizate si In prezent pe scard larga prezinta urmatoarele avantaje si dezavantaje conform

tabelului alaturat:

Figura nr. 2 : Avantajele/Dezavantajele metodelor clasice BMR
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RTPCR (

Sensibilitate 3-dculori 1073 10 1010 10r4-10%
6-8 culori 107

Aplicabilitate LAL-E >20% LALB »05% LAT-B 2540% ( depinde de

varsta pacientului

LAL-T >00% LAL-T 90-95% LAL-T 10-15%

Avantaje Rapida Sensibila Relativ simpla
Analiza la nivel celular/ populatieclonale  Standardizata Sensibila
b e T L B R
el e i b L Ll Ll

Deiavantaje Sensibilitate variabila_ limitata de markerii ~ Rerultatele dureaza Standardizare limitata
celulani similari depe suprafata/ din Scumpa Avplicabilitate limitata
interiorul celulelor nommale/vs malizne Necesita experienta si Risc contaminare proba
Nestandardizata cunoastere mdelunzata

Utilizand aceste metode s-a demonstrat ca: riscul de recadere a unui pacient cu LAL, raportat la
sensibilitatea metodei de determinare BMR, este direct proportional cu nivelul acesteia,

(valoarea de 107 fiind pragul limitd minim admis pentru un rezultat fiabil) motiv pentru care s-a
impus dezvoltarea continud de noi metode BMR, mai sensibile, mai rapide si cat mai accesibile.

[20]
5. BMR din sange periferic (SP) sau din aspirat medular MO?

Acest aspect dezbatut intens a condus la cunoasterea scenariului diferit intre proliferarile
clonale de linie B sau T. Indiferent de tehnica clasica utilizata nivelul BMR din SP in LAL-B,
tinde si fie mai scizut cu 1/og pani la 3log comparativ cu cel din MO. In LAL-T s-a demonstrat
ca SP este o sursd fiabild pentru monitorizarea BMR, atat la populatia pediatrica cat si la adult,
nivelul BMR in SP fiind cu pana la 1/og mai crescut comparativ cu cel din MO. Cu toate acestea
studiile demonstreaza ca este de preferat ca BMR atit in LAL-B cat si in LAL-T sa fie
determinata din MO. [21]

6. BMR-LAL a devenit un marker de anticipare prognostica, puternic si independent, atat in
formele de LAL pediatrice cat si la adulti deoarece recoltat in timpul/dupa tratamentul
chimioterapic, in evaludrile pre/post transplant de celule stem hematopoietice are sensuri
prognostice diferite corelandu-se cu contextul clinic. [22] Pacientii cu BMR detectabila au risc

crescut de recidiva dupd chimioterapia conventionald. Riscul variaza cu multiplii factori printre

11



care si momentul evaludrii BMR, sensibilitatea metodei de determinare a BMR si caracteristicile

clinice si paraclinice complementare ale pacientului.

7. Studiul de fata a urmarit BMR la pacientii pediatrici cu LAL, conform protocolului standard

ALL-BFM 2002, respectiv 2009.

- Prima evaluare prin BMR, s-a efectuat in ziua 15 prin IFT. Nivelul detectat a incadrat pacientii

in grupa de risc astfel:

BMR-IFT z15 < 0.1% => SRG BMR-IFT z15 0.1-10%=>IRG BMR-IFT z15 >10% =>HRG
BMR-IFT z33 > 0.01% => HRG
- A doua metoda de determinare BMR-PCR presupune, conform protocolului standard, evaluari
initiale in zilele: 33,78.
BMR-RT-PCR: TEL-AML1+ => SRGg; BMR-RT-PCR: BCR-ABL1+=>HRG

- Clasificarea pacientilor in grupa de risc in functie de BMR, conform protocolului ALL- BFM

2002/ 2009:

Figura nr. 3 Clasificarea conform ALL-BFM-2009

ALL IC-BFM 2009 CLASSIFICATION

Age 1-5y and Age<1 or>=6y =
Diagnosis | WBC<20,000 or WBC>=20,000 ?‘3_5212 ds >l 41.?(1)0 or
Day 8 And blasts d8<1,000 | | And blasts d8<1,000 H(Ipbd‘:j'\;rc; < 4-'1‘Co:

BM Day 15 [m1/m2] -\MHM

Day: 15 i iillonc Allothers! || 21088
FCM MREY \
\\\\\

Day 33 |M1\ M2/M3| IM1|M2/M3| [M1/m2rm3 |

Risk groups

ARGHhe

8. Evaluarea raspunsului la tratament, prin BMR, in anumite momente prestabilite, conform

protocolului standard a condus la adaptarea atitudinii terapeutice urmatoare. BMR dicteaza
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escaladarea/ minimalizarea intensitatii chimioterapiei.

Figura nr.4: Efectuarea BMR conform protocolul ALL-BFM2002-2009:

ALLBEM Protekoll I (DEXA)

T = e Alter <10 Jahred =

ALL IC-BFM 2002 May 2002 e / ek
DO B gt _{_J, = . [, ame

Table 9: Baselne, Check-point & Follow.up BMPs / LPs bode — .

h - # two weeks pause (recovery BM)

Population LP
Al pes:
SR IR HR onsolsdation (mMM, 1. HR=17,
End of Mainienance (w: 104)
HR: NR 33 atof 3. ARA-C Block of Protocol 152) |
HR MR 52 Start of 1, HR=1" Block . [l
Start of 1. HR-T Block s

HRNR | HR-T'
HE ST

Pre-conditioning, + 30, + 60, + 100, + 180, + 360 LN Tt

D, 8%, 18, 33, Stan of Consoludation (mMM. 1. HR- 1)
1]

RO e ™

ASopoudy o wmay a0y
171 Snreduag . Asancy

[\
MRD by FC

SR pis }| ADy, 35, Stant of Consalidaben (mMM)T8 g e 0 [t
MRD by PCRY | b Db sz T T )
¥ Betr pusserich for Mot Lo vmem Tl ¥ "
) Optional Tankiithivboges smfillen ! % Corn Cjaimglam_
+ Extent & contents heyond 12 months. post transplant: wp 1o mansplantation center & — -
BMT registry roquirements g Bopes vk b e Py
¢+ Optional: research projects cnly A et o B Comtit e

9. Majoritatea anomaliilor cromozomiale au valoare prognostica, de aceea detectarea lor trebuie
efectuata 1n toate cazurile inca de la diagnostic, astfel incat fiecare pacient sa poata fi monitorizat

pe parcursul bolii prin BMR-RT-PCR utilizand markerul predefinit.

- Rezultatele BMR-PCR se definesc d.p.d.v calitativ ca fiind: +/- si/ sau prezenta/ absenta

produsului de fuziune.
- Evaluarea raspunsului terapeutic vs nivelul BMR

IFT: BMR-IFT z15 => Raspuns terapeutic foarte bun < 0.1%
Raspuns terapeutic bun 0.1-10%
Raspuns terapeutic slab >10%
Esec terapeutic BMR IFT z33 > 0.01%

RT-PCR: BMR-PCR 233,778 => negativ/pozitiv
10. Nivelul BMR defineste remisiunea la nivel molecular.

Remisiunea completd conform ALL-BFM 2002: Tabel nr. 1

Remisiune completd 1= RC1 | Clinic si Paraclinic - Criterii
Clinica Fara semne de infiltrare blastica

Hematologica M1, exam morfologic < 5% blasti (MO cu celularitate
scazutd/ normala si cu semne de refacere a hematopoiezei
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La nivel molecular BMR-IFT z15 < 0.1%

BMR-IFT z33 < 0.0%

BMR-RT-PCR = fara gene de fuziune detectate
LCR z33- fara blasti

Remisiune completd 2= RC2 | BMR + dupd o RC1= Recadere

SNC

11. Conform studiilor exista o corelatie semnificativa intre nivelul BMR si riscul de recadere
ulterioara. [24, 25] Rezultatele multiplelor studii focusate pe nivelul BMR in monitorizarea
pacientilor pediatrici cu LAL sunt in concordanta cu cele obtinute si de studiul Italian AIEOP.
Acesta a inclus 830 copii cu LAL, iar nivelul BMR din ziual5 de sub 0.1 % (valoare intalnita la
42% dintre pacientii inclusi in studiu) a fost corelat cu un risc mic de recadere la 5 ani de 7,5%

comparativ cu cei cu nivelul BMR din ziua 15 de peste 10%, incadrati in grupul HRG, unde

recdderea a fost intalnitd in 47,2% din cazuri. [26]

Utilizarea BMR 1in identificarea recaderilor moleculare, ce preced cu cateva luni recaderea

hematologica este extrem de importanta in vederea interventiei terapeutice mai rapide pentru a

creste sansa obtinerii unei a doua remisiuni (RC2) si a cresterii supravietuirii. [27]

Figura nr.5: Nivel de detectie BMR raportat la metoda de determinare [28]

Minimal Residual Disease
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= Disease status after the initiation of therapy

= MRD often results in eventual growth of residual cells and
increased risk of disease relapse
* MRD is associated with shorter PFS and OS

MRD=Minimal Residual Disease ; PFS= Superior Progression Free Survival; OS= Overall survival
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Cresterea sensibilitatii reprezintd provocarea continua a metodelor de determinare a BMR.
Metodele inovative ca: NGF, ddPCR si NGS au potential ridicat deoarece depasesc limitarile

metodelor standard. [29]
12. BMR si noile terapii

In martie 2018, FDA aprobi prima imunoterapie pentru pacientii adulti cu LAL-B aflati in
remisiune, dar cu BMR detectabil. Blinatumomab-ul a indus o ratd de raspuns complet, in peste
80% din cazurile cu LAL-B,RC,BMR+. Deoarece pacientii cu nivel detectabil de BMR sunt mai
susceptibili la recadere aceastd optiune terapeutica noua elimina cantitati mici de celule

leucemice reziduale sustinand mai mult timp remisia. [31]

13. Studiile multicentrice sustin rolul BMR in evaluarea rdspunsului la tratament cu incadrarea
pe grupe de risc a pacientilor hematologici cu individualizarea chimioterapiei/ grupa de risc;
monitorizarea clonei prin BMR pentru identificarea recaderilor si/sau evaluarea pre si post SCT
(stem cells transplantation) cu impact major asupra cresterii ratelor de supravietuire a acestor

pacienti. [30, 32]

14. BMR-NGS probabil va deveni standardul de monitorizare al LAL deoarece tehnica este
extrem de sensibila si identificd multiple caractere ale clonei/ clonelor maligne (Ig/TCR,
rearanjari genice) prin secventierea intregului genom al pacientului. Metoda a generat noi ipoteze
si In ceea ce priveste patogeneza LAL si a condus la aplicarea, in cazuri selectionate, de noi

terapii individualizate. [4]
15. Cercetarea bolii remanente in timpul/ dupa tratament ramane un domeniu activ continuu.

,»BMR va reprezenta principalul instrument in viitor pentru a proiecta algoritmi de tratament
inovator, inclusiv strategii imunoterapeutice si limitarea chimioterapiei si/sau a transplantului de

SCT, cu scopul final de a vindeca mai multi pacienti cu LAL”. [22]

Figura nr. 6 : Metodele curente de determinare a BMR [33]
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A doua parte a lucrarii este partea speciala, studiul personal, ce cuprinde: scopul, criteriile de
includere, excludere si de discontinuitate, metodologia de Inrolare a subiectilor si de calcul si

analiza a datelor, rezultatele finale, discutiile si concluziile.

Obiectivul principal propus:

Evaloarea valorii prognostice a monitorizarii standard a subiectilor pediatrici cu LAL prin
BMR efectuata cu sensibilitate crescuta in zile prestabilite de tratament, zilele: 15,33,78 in raport
cu remisiunea, recaderea, mortalitatea si supravietuirea la 5 ani intr-o cohorta reprezentativa

tratata uniform

Obiectivele secundare propuse au fost urmatoarele:

e Descrierea caracterelor epidemiologice si hematologice in randul copiilor diagnosticati cu
LAL in clinica IC Fundeni

e Analiza acestor caractere si corelatiile existente intre ele in ceea ce priveste prognosticul
si atitudinea terapeutica

e Identificarea si analiza particularitatii lotului studiat

e Compararea rezultatelor obtinute cu date din literature de specialitate

Protocolul de inrolare a pacientilor a presupus urmatoarele criterii de includere:

e Copii diagnosticati cu LAL 1n cadrul clinicii IC Fundeni in perioada mentionata,
conform fisei de diagnostic pozitiv T
e Copii cu varstd peste 1 an si sub 18 ani
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e Copii cu LAL tratati conform protocolului ALL-BFM 2002
e Monitorizare prin examen citomorfologic al MO si prin BMR (IFT=FCM si/ sau BM)
pana la finalul studiului, decembrie 2018

Toti pacientii inclusi 1n studiu au indeplinit toate aceste criterii, iar parintii/ tutorele legal al
fiecarui copil ( in functie de caz) si-au exprimat acordul in scris semnand consimtdmantul de
informare. Monitorizarea prin BMR reprezinta monitorizarea actuala, obligatorie, a tuturor

pacientilor diagnosticti cu LAL conform protoalelor ALL-BFM 2002/2009.
Criteriile de excludere stabilite au fost urmatoarele:

e Copii cu LAL cu varsta sub 1 an, deoarece au urmat alt protocol de chimioterapie. (ALL-
IC-BFM-INTERFANT)

e Copii cu diagnostic de: LAL cu celula B matur (Burkitt like), LAL bifenotipica, LAL
bilineala

e Copii cu LAL a caror monitorizare nu a fost efectuata strict in time point-urile prestabilite

e Pacientii a caror monitorizare a presupus doar examen citomorfologic al MO, fara BMR
(BMR-IFT=BMR-FCM si/ sau BMR-BM)

e Copii decedati/ emigrati inainte de prima evaluare BMR (inainte de z15 sau z33)

e Orice pacient inclus in studiu ce a indeplinit minim un criteriu din cele mai sus
mentionate a fost exclus.

Criterii de discontinuare:

e Pacientii pediatrici cu LAL in remisiune (RC1) ce au prezentat recadere, deoarece au
primit alt tip de tratament chimioterapic.

e Copii cu LAL cu evolutie nefavorabild sub tratamentul chimioterapic standard, LAL
refractar, la care s-a impus escaladarea la un tratament chimioterapic mai agresiv.

e (Copii cu LAL la care s-a impus efectuarea procedurii de transplant de celule stem
hematopoietice.

e Copii cu LAL a caror parinti au optat pentru continuarea tratamentului in alta clinicd din
tara/ din strainatate.

e Copii cu LAL ce au implinit varsta de 18 ani pe parcursul tratamentului si au fost
transferati in serviciul de hematologie adulti.

Figura nr 7 : Dinamica de inrolare a subiectilor
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MONITORIZARE tuturor pacientilor panain Dec. 2018
28 pacienti EXCLUSI | | Gryp 1 - monitorizare BMR Z33,Z78

Grup 2: monitorizare BMR Z15, Z33_Z78

Lotul studiat: 147 copii cu LAL, monitorizati conform planului

METODOLOGIE:

Includerea pacientilor pediatrici diagnosticati cu LAL 1n perioada ianuarie 2014-
decembrie 2017 si monitorizati prin BMR pana in decembrie 2018

Descrierea caracterelor epidemiologice ale cohortei

Stabilirea diagnosticului complet si complex al formei de LAL parcurgind toate cele trei
etape (morfologic, imunofenotipic si genetic). Analiza acestor date 1n detaliu

Analiza caracterelor morfologice (L1,L2), imunofenotipice (B: preB, proB, Bcom / T:
preT, proT, Tcortical) si genetice (cariotip, anomalii de gene)

Evaluare FSP, efectuatd in ziua 8 de tratament = Prima monitorizare a raspunsului
terapeutic (PGR / PPR)
Includerea pacientilor in grupe de risc conform criteriilor standard protocolului ALL-
BFM 2002 (Nr Leucocite, Z8, MO, genetica) alaturi de BMR a1 -BrM2009

Evaluare prin examen morfologic al MO (z15,33,78) cat si prin BMR (z15,33,78) in
aceleasi puncte ale tratamentului conform protocolului de chimioterapie.
Evaluare BMR prin IFT si/ sau PCR: Z15, Z33, Z78

Calcularea ratei de remisiune, de supravietuire fard evenimente (Event Free Survival
=EFS), de supravietuire globald (Overall Survival=0S) etc.
Identificarea pacientilor cu recddere, calcularea ratei de recadere si compararea
rezultatelor cu rezultatele studiilor de specialitate.

Calcularea ratei de mortalitate altd decat cea data de progresia bolii (TRM), mortalitate

data de progresia bolii.
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e Compararea tuturor rezultatelor obtinute cu studiile internationale care au utilizat acelasi
protocol de chimioterapie ALL-BFM 2002- 2009 si/ sau cu alte studii din literatura de
specialitate.

e Stabilirea importantei unei monitorizarii standardizate prin BMR la pacientii pediatrici
diagnosticati cu LAL. Limitarea procedurii invazive de recoltare a MO vs BMR-BM
(Boala minima reziduala - prin biologie moleculara) la esantionul selectionat.

e Discutii&Concluzii

Fisa pacientului pediatric cu diagnostic de LAL, inclus 1n studiu- vezi anexa 2

REZULTATE si DISCUTII:

Pe parcursul studiului s-au inrolat 147 pacienti in numar progresiv crescand incepand cu

ianuarie 2014 si pana in decembrie 2017.

Figura nr 8: Dinamica lotului
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In Romania Centru de Hematologie Pediatrica IC Fundeni are cea mai mare adresabilitate, astfel

ca rezultatele studiului devin referinta la nivel national.

Rezultatele obtinute au fost in concordanta cu datele din literatura de specialitate la care fac
referire prin notele bibliografice, astfel: cea mai frecventa forma de diagnostic de LAL la copii
inclusi in studiul prezent este LAL-B, 84,25% (n=124) din cazuri. [36] LAL-T fiind de 5 ori mai
rard (15,75%, n=23). [37] Conform OMS 2017 peste 80-85% dintre cazurile de LAL sunt cele cu
precursori B si 10-15% cele cu fenotip T rezultatele obtinute in urma analizei cohortei studiate

fiind similare. [36]
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Figura nr 9: Distributia tipului de diagnostic; EFS-ul raportat la tipul de diagnostic
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A predominat LAL la subiectii pediatrici de sex masculin, proveniti din mediul urban [39]; cu
precadere la formele de LAL-T cu o corelatie semnificativa statistic, intre distributia tipului de

LAL si sexul subiectilor (p =.03).

Figura nr 10: Distributia mediului de provenienta si a sexului subiectilor;, EFS-ul raportat la sexul

subiectilor
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Intervalul de varsta cu frecventa cea mai mare in cadrul cohortei a fost 1.5-2.5 ani, iar raportat la
tipul de diagnostic: LAL-B a predominant in intervalul de varsta 1-5 ani (81/124), iar LAL-T
(n=12/23) incidenta mai mare la subiectii cu varsta peste 10 ani similar cu literatura. [40] SEER
Cancer statistics review & Children withcancer UK citeaza acelasi interval de varsta

predominant, 2-3 ani, pentru diagnosticul de LAL la copii. [41, 42]

Figura 11: Distributia tipului de diagnosticin raport cu categoriile de varsta stabilite
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Conform WHO 2017, peste 75% dintre cazurile cu LAL-B sunt la copii cu varsta sub 6 ani. [36]
Corelatiile semnificativ statistic intre categoriile de varsta si tipul de LAL (p = .00); si categoriile

de varsta si mediul de provenienta (p = .04) sustin datele de mai sus.

Descrierea cohortei studiate d.p.d.v al caracteristicilor hematologice reprezinta prima etapa in

diagnosticul LAL, conform protocolului ALL-BFM2002/2009. Datele obtinute in urma analizei
HLG sunt in concordanta cu studiile recente cum releva si studiul efectuat de José Carlos Jaime-
Pérez & co, publicat in 2018 cu titlul ”Revisiting the complete blood count and clinical findings
at diagnosis of childhood acute lymphoblastic leukemia: 10-year experience at a single center”.

[43]

Analizand FSP in z0 am observat ca rezultatul cu 0% blasti in sangele periferic a fost prezent in
8.84% (n=13) din cazuri, ceea ce atrage atentia si demonstreaza ca lipsa acestora pe FSP nu
exclude un diagnostic de LAL, conform literaturii de specialitate [44]; cum nici restul valorilor
hematologice normale nu exclud un diagnostic de LAL. Important de remarcat deoarece se poate

intarzia diagnosticul de LAL, impunandu-se examinarea aspiratului medular, fara intarziere.

b) Diagnosticul complet si complex al formelor de LAL din clinica este in concordanta cu

etapele de diagnostic conform protocolului standard aplicat cohortei ALL-BFM2002/2009 si cu
sablonul international generat de clasificarile limfoblastilor date de WHO2017. Acestea

presupun diagnostic morfologic, imunofenotipic si genetic. [34-36]

Diagnosticul morfologic a identificat cele trei tipuri, conform clasificarii FAB a limfoblastilor

(L1,L2,L3). [45] S-a exclus din cohorta pacientul cu LAL- L3 deoarece conform clasificarii
WHO, LAL-L3 este Incadrat ca si entitate distincta, Burkitt Leukemia presupunand alt regim
chimioterapic. [46] Cel mai frecvent tip morfologic, asociat si cu un prognostic favorabil este

limfoblastul tip L1. Rezultatul cohortei: L1 intdlnit in 95,24% (n=140) din cazuri, fiind superior
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celui citat de literatura de specialitate: LAL-L1 peste 85% din cazuri, iar pentru tipul L2 rezultat

inferior 4,08% (n=6) vs 14%. [46, 47]

Diagnosticul imunofenotipic a presupus recoltare de aspirat medular si analizare prin FCM cu

aplicarea ,,protocolului ALOT-ul” conform Euroflow & ALL-BFM 2002/2009. [34, 35, 49]

Figuranr 12: ,, Protocolul ALOT-ul” [34, 35, 49]

TABLE 1. Single tube EuroFlow screening binati for acute leukemias (ALOT)*
PacicBe bl FITC PE PerCP-Cy55  PECYT APC APCHT
range
cyCD3 CD45 cyMPO cyCD79a CD34 cD19 cor smCD3

*Further information about the markers and the availability of hybridoma clones is summarized in Appendix A. Backbone markers are
indicated in bold; cy= cytoplasmic; sm= surface membrane.

® ESLHO-EuroFlow™: The EuroFlow™ antibody panels are property of the EuroFlow Consortium and can not be reproduced or
published without prior written permission by the EuroFlow coordinator (www.surofiow.org)
418

S-au identificat subclasele imunofenotipice de limfoblasti, conform WHO 2017, si s-a stabilit

urmatoarele rezultate:

Figura nr 13: Distributia tipurilor si subtipurilor identificate in cohorta
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Valorile sunt asemanatoare cu cele citate de literatura: cea mai frecventa forma fiind LAL-B

comun pana la 63% dintre cazuri, LAL-preB 16% si proB sub 5%, iar LAL-T pana la 20%. [50]

Deoarece identificarea anomaliilor numerice si structurale, ce stau la baza patogeniei proliferarilor
hematologice din LAL, conduc la o incadrare pe grupe de risc cu adaptarea terapiei si cu posibilitatea

monitorizarii utilizand ca target chiar anomalia identificata, diagnosticul genetic a presupus: examen

citogenetic dublat de raportul FISH, pentru validarea analizei genetice si un plus de sensibilitate, si

analiza de biologie moleculara (RT-PCR)

Figura nr 14: Distributia modificarilor genetice identificate in cohorta
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Analiza de biologie moleculara a fost efectuatd prin RT-PCR. Aceasta a identificat prezenta

genelor de fuziune in 29.45% (n=43) din cazuri. Gena de fuziune TEL-AMLI1+ se citeaza ca
fiind cea mai frecventd modificare din analiza moleculara a pacientilor pediatrici cu LAL, iar in
cazul cohortei s-a decelat in 21.23% (n=31). A fost cea mai frecventd modificare genica si in
studiu prezent. Asocierea ei, In 20-25% din cazurile cu LAL-B, imprima un prognostic favorabil,
chiar si dupa o posibild reciadere tardiva; impune un screening uzual. [51] In cadrul cohortei din
cei n=31 de pacienti cu LAL-TEL-AMLI1+ majoritatea au avut varsta intre 1-5 ani (n=23), au
fost incadrati 1n categoria de risc scazut si au asociat un prognostic bun evidentiat de rezultatele
finale: remisiunea celor cu TEL-AML1+ a fost de 100%, n=31/31, o singura recadere tardiva
n=1/31(3.2%); la finalul studiului acest copil era in viata, in RC2. Mortalitatea n cadrul acestui
grup TEL-AMLI1+ a fost de n=2/31, cauza decesului fiind sepsis-ul si nu progresia bolii
hematologice, iar alti n=2/31 au emigrat/ transferat in alt centru. Literatura citeaza diferite rate
scazute de recadere pentru copii cu LAL-TEL-AMLI, similare cu cele ale LAL-B fara gene 5-
10%. [52-54]

Prezenta BCR-ABLI1+ la copiii mai mari, adolescentii cu LAL cu prognostic rezervat, cu
raspuns slab la chimioterapie candidati la allotrasplant de CSH este citatd in 10-13% din cazuri,
ajungand chiar pana la 21% la adolescenti. [55, 56] Rezultatul studiului este mai scazut, 5.48%
din cazuri BCR-ABL1+. Acesti subiecti au avut varstd mediana 7 ani, comparativ cu cei cu TEL-
AMLI1+ a caror mediand de varsta a fost 4 ani si au fost Incadrati in grupa de risc crescut. Cifrele
ratei de recadere: 30% vs 6.45% (0=3/9pcr-aBL1+ VS N=2/311pL-amL1+) S1 de mortalitate au fost
mai mari comparativ cu a celorlalti, confirmand ca aceste forme necesita tratament mai agresiv si
monitorizare mai atentd. Acelasi numar de subiecti cu BCR-ABL1+ au recazut n=3/9 si au
decedat n=3/9. D.Kumar si colaboratorii au efectuat un studiu in 2015 pe 97 pacienti pediatrici

cu LAL au identificat prin RT-PCR prezenta genelor de fuziune in 20% TEL-AMLI1+ si 8%

23



BCR-ABLI1+. Rezultatele finale, similare, cu privire la remisiune, recadere, mortalitate

concluzioneaza: o atentie sporitd pentru formele BCR-ABL1+[57-59]
Descrierea cohortei studiate d.p.d.v. a monitorizarii subiectilor:

S-a aplicat chimioterapia, conform protocolului ALL-BFM 2002. Monitorizarea a presupus
etapele de evaluare impuse de protocolul chimioterapeutic standard aldturi de BMRz15,33,78

astfel:

Prima evaluare s-a efectuat in ziua 8, dupa administrarea a 7 zile de cortizon, prednison p.o.

60mg/m™ Este esentiald deoarece incadreazi pacientul precoce in grupa de risc, evalueaza primul
raspuns terapeutic si traseaza coordonatele prognosticului. Studii recente sustin importanta
acestei evaluari J.Gao 2018 & Girish Kamat 2019. [60, 61] Cei mai multi subiecti au avut
raspuns bun la terapia cu cortizon 84.25% din cazuri. Raspunsul slab prezent in 15.75% (n=23)
din cazuri a fost mai frecvent intalnit la pacientii cu LAL-T 56.5% (n=13) comparativ cu LAL-B
12.09% (n=15) rezultat cu semnificatie statistica (p=.00). In concluzie tipul de LAL se coreleaza
cu raspunsul la prednison, mai ales in cazul celor cu LAL-T, dar si cu valorile leucocitelor de la
debut. Raspunsul evaludrii din z8 este direct proportional cu cel din z15 J.Gao 2018 & Girish

Kamat 2019& Borowitz 2015. [60-62]

Figura nr 15: Distributia raspunsului din z8; Distributia evaluarii din z8 in raport cu tipul de diagnostic;
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A doua etapa in evaluarea raspunsului la tratament a fost examinarea aspiratului medular din

z15,33,78 atat citomorfologic MO cat si imunofenotipic IFT.
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Conform protocolului ALL-BFM2002 valoarea blastilor determinata din examinarea
citomorfologica a aspiratului medular se imparte in trei categorii: M1(sub 5% blasti), M2(5-25%
blasti), M3 (peste 25% blasti). Categoriile stabilite sunt criterii de Incadrare pe grupe de risc.
Valoarea fiind direct proportionala cu gradul de risc, cu raspunsul la tratament si cu

supravietuirea. [34, 35]

Rezultatele MO z15 demonstreaza raspunsul la chimioterapie. Raspunsul cel mai favorabil este
considerat M1; M2 raspuns bun, iar M3 raspuns slab, cazuri candidate la chimiorezistentd. M1 si
M2 incadreaza pacientul in categoria de risc SRG/IRG, iar M3 in grupul cu risc crescut de
recadere HRG. Cel mai frecvent rezultat obtinut in cadrul studiului a fost M1 1n toate cele trei

puncte de evaluare z15,33,78. [34,35]

Un singur subiect a avut la MOz33 rezultat M3 (65% blasti). Este acelasi subiect care siin z15 la
examinarea citomorfologica MOz15 a avut 80% blasti. Acest caz refractar este un subiect in

varsta de 15 ani, de sex masculin, provenit din mediu urban, LAL-proT, PPR, HRG, RC1.= cazl

Clasificare rezultat citomorfologic Nu s-a efectuat | Explicatii, Observatii

MO z15: - sunt cei diagnosticati in 2014-2015 cand
MI1(sub 5%) = 60.27% (n=88) monitorizarea presupunea BMR-MOz33 si 78
M2(5-25%) =15,07% (n=22) 13,7% (n=20)

M3 (peste 25%) = 6,85% (n=10)
(MOz15>60% blasti = 4,11% (n=6/10)

MO z33: n=1 (0.68%) a decedat inainte de evaluarea din z33

- M1 95,21% (n=139) n=4 (2.73%) au avut gene de fuziune prezente la

- M2 0.68% (n=1) diagnostic (n=3 TEL-AMLI1+, n=1 E2a-BPX+), iar in
- M3 0.68% (n=1) 3,42% (n=5) cazul acestora evaluarea din z 33 s-a efectuat prin
MOz33 > 60% blasti = 0.68% (n=1/1) BMR-BMz33.

MO z78: n=6 pacienti (4,12%) au decedat inainte de evaluarea

- M1 95,21% (n=139) 15,07% (m=22) | din Z78

- M2 0.68% (n=1) n=8 (5,47%) pacienti au emigrat inainte de evaluarea

- M3 0.68% (n=1) din ziua78 n=8 pacienti (5,47%) au avut decelate la

diagnostic prezentd genelor de fuziune: 7 pacienti
TEL-AMLI1+, 1 pacient E2A-PBX1+ si evaluarea din
z78 s-a efectuat prin BMR-BMz78.

Indiferent de protocolul aplicat examinarea citomorfologica a maduvei si incadrarea nivelului
detectat in cele trei categorii de risc, ramane gold standardul si in prezent. Studiul efectuat de
Schrappe M & colaboratorii in 2012, releva faptul ca recaderea pacientilor pediatrici este direct

proportionald cu nivelul blattilor detectat In MO in time-point-urile prestabilite, doar ca EFS-ul
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obtinut la pacientii monitorizati doar prin MO a fost inferior comparativ cu alte studii ce au

presupus monitorizare BMR-IFT, aceasta fiind evident de sensibiliate mai ridicata.

-A treia etapd de monitorizare $i cea mai importantd a presupus evaluarea raspunsului la

tratament prin imunofentipare=BMR-IFT. Aceasta a reprezentat metoda de baza. Evaludrile,
prin BMR-IFT, la pacientii inclusi in anii 2014-2015 erau efectuate cu flowcitometrul Navios
(Beckmann Coulter) - 4 culori si software-ul Kaluza si presupunea analiza in zilele 33 si 78,
exceptional si in ziua 15. Incepand cu anii 2016 experienta profesionala castigata treptat si
dotarea laboratorului a permis IFT-8 culori, Software Infinicy pentru interpretarea datelor si-a
dovedit eficienta astfel ca tuturor pacientilor diagnosticati in clinica li s-a efectuat monitorizare

standard prin BMR-IFT=BMR-FCM in zilele 15,33,78 cu o sensibilitate crescuta.

BMR-IFT z15 evaluaza raspunsul la tratament, dupa primele doze de chimioterapie. Nivelul
acesteia este direct proportional cu raspunsul la tratament, Borowitz M.J. 2015. [62] Conform
protocolului standard ALL-BFM2002/2009 aplicat cohortei nivelul BMR-IFTz15 < 0.1% este
considerat raspuns bun, nivelul BMR-IFTz5 0.1%-10% este raspuns bun/ favorabil, iar BMR-
IFTz5 >10% releva un raspuns slab si este rezervat formelor cu risc crescut de recadere, Uma H.

2016. [34, 63]

Evaluarea cohortei a condus la: un raspuns bun, favorabil terapeutic in 55.48% din cazuri
esalonat astfel: 18.49% (n=27) pacienti au avut BMR-IFTz15=negativa, 8.22% (n=12) pacienti
au avut BMR-IFTz15 detectabild, dar sub 0.1% blasti, iar 28.77% (n=42) BMR-IFT z15 cu nivel
intre 0.1-10%. Toti acesti pacienti cu raspuns bun/favorabil la chimioterapie au intrat in
remisiune completa, RC1 incepand cu z15. Majoritatea au fost incadrati in grupul de risc SRG
respectiv MRG/IRG, exceptie cazurile cu genetica pozitiva (BCR-ABL1+) detectata la
diagnostic. Conform protocolului ALL-BFM 2002 acestea sunt formele agresive de LAL, cu un
prognostic rezervat prin asocierea unui raspuns terapeutic slab si a unui risc crescut de recadere.
[49] Au fost trei pacienti n=3 (2.05%) care desi au avut raspuns bun terapeutic evaluat prin
BMR-IFTz15=negativa (n=2 cazuri) si BMR-IFTz15 intre 0.1-10% (n=1 caz) avand la
diagnostic gena de fuziune BCR-ABLI1 au fost incadrati in HRG si au urmat tratament cu doze
adaptat, crescute de chimioterapie obtindnd un rezultat final favorabil, pacientii au obtinut RC1

in z33 si au mentinut-o pana la finalul studiului. Adaptarea chimioterapiei in functie de nivelul
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BMR-IFT cu cresterea ratelor de remisiune moleculara cu impact asupra supravietuirii este
dovedit si de alte studii precum Short 2017 &Bruggemann 2017& Vora A 2013& Campana 2010
[11, 55-57] Supravietuirea medie a celor cu raspuns favorabil a variat in functie de nivelul BMR
astfel EFSsaiuni BMRzi56ub 0.1%9=100%, EFSso1uni BMR ;1560 0.1%-10%=82.1%. Rata medie de recddere

a acestora a fost de 8.8%, iar mortalitatea 11.25%.

Pacientii cu nivel crescut de BMR-IFTz15 > 10%, au fost 11.64% (n=17) din cazuri. Dintre

acestia 2.05% (n=3) au prezentat un nivel extrem al BMR-IFTz15 > 80%, fiind considerate

cazuri refractare/ chimiorezistente. Au fost incadrati in HRG: un subiect (n=1), sex masculin,
provenit din mediu urban, varsta peste 6 ani diagnosticat in 2014 LAL-B,BCR-ABL1+, RCI,
recddere moleculara in octombrie 2017, chimioterapie intensiva salvage urmata de AlloTMX,
RC2, in viata la finalul studiului (caz 2); al doilea subiect (n=1) de sex feminin, varsta 2 ani,
LAL-Bcom,PPR,HRG,RC1 pana la finalul studiului, iar al treilea subiect (n=1) de sex feminin,
diagnosticat in 2017 cu LAL-B, Sdr Down asociat,PPR,HRG, RC1, a decedat la aproximativ 1

an (august 2018) dupa diagnostic prin sepsis. Discutie face acest pacient cu Sdr Down, deoarece
aceasta patologie predispune la hemopatii maligne mai uzual LAM, iar cand asociaza LAL desi
dezvolta forme cu raspuns favorabil la tratament mortalitatea raméane crescuta prin boala genetica
de baza ce implica afectiuni la nivelul mai multor aparate si sisteme (malformatii cardiace,
deficite imune etc). Particular, acest pacient nu a prezentat o forma standard risc de LAL [64, 65]
Concluzia: pacientii cu nivel extrem al BMR-IFTz15 au prezentat ca rezultat final: o recadere, un

deces si o remisiune. Pacientii cu BMR-IFTz15 peste 10%, au avut rata crescuta de recadere

=14.28%, mortalitatea mare de 23.8% si supravietuirea medie fard evenimente scazuta

EFSs21uni=85.7%. Aceste valori sunt cele mai nefavorabile intre categoriile din cohorta.

Rezutatele au fost relevante: un singur pacient a recazut dintre cei cu BMR-1FTz15 sub 0.1%,
EFS=93.3% comparativ cu cei zece pacienti recizuti cu BMR-IFTz15 peste 0.1%, EFS=82%. In
concluzie: rata de recadere a cohortei este direct proportionald cu nivelul BMR din ziua 15
similar cu Centrele mari de referintd St Jude Children’s Research Hospital si Asociatia Italiana
de Hematologie si Oncologie pediatrica - Berlin-Frankfurt-Miinster (AIEOP-BFM) ALL 2009.
[62, 66, 67]
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Figura nr 16. Distributia BMR-IFTz15 in cohorta; EFS raportat la BMR-1FTz15
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Cei mai multi dintre subiecti 30.82% (n=45) nu au avut evaluare prin BMR-IFTz15. Dintre
acestia 26.02% (n=38) pacienti au fost inclusi in studiu in 2014 (n=21, fara BMR-IFTz15), iar
11.64% (n=17) in 2015 cand prima evaluare prin BMR era efectuata in ziua 33.Dintre cei fara

BMR-IFTz15, n=9 subiecti au avut monitorizare prin BMR-BMz15.

Analizand BMR-IFT in raport cu prezenta genei de fuziune TEL-AML1+ s-a observat ca: n=3
BMR-IFTz15=negativa si LAL-TEL-AML1+, n=3 cu BMR-IFTz15 sub 0.1% si LAL-TEL-
AMLI1+, n=9 BMR-IFTz15 intre 0.1-10%, dar n=2 BMR-IFTz15>10% si LAL-TEL-AMLI1+;.
Acesti doi pacienti au efectuat protocol ALL-BFM-HRG,au obtinut RC1 in-z33 si respectiv z78,
nu au prezentat recadere pe parcursul studiului, iar in decembrie 2018 erau in viata si in RC1.
Discutie face prezenta unor gene de fuziune asociate cu un prognostic favorabil conform
protocolului ALL-BFM2002, de exemplu TEL-AMLI1+, dar care la evaluarea din z15 au avut
nivel crescut de BMR-IFTz15>10%, situatie intalnita in 1,36% din cazuri (n=2). Ambii pacienti
cu evolutie favorabila sub tratament HRG, au obtinut remisiunea completa in ziua 78 si si-au
mentinut-o pana la finalul studiului, se poate considera o particularitate de caz. Este important de
urmarit molecular, pe termen lung acesti pacienti in vederea identificarii eventualelor recaderi,
deoarece literatura sustine ca formele cu TEL-AMLI1+ desi au raspuns favorabil, au risc de
recadere tardiva, iar prin interventie rapida terapeutic se obtin rate crescute de supravietuire chiar
si dupa a doua remisiune completa. [68, 69] Discordante intre BMR-IFT/BM sunt citate si de alte
studii, Hector Sarmiento Palao 2019. [70]

Analizand rezultatele BMR-IFTz33: am observat ca cei mai multi pacienti 71.92% (n=105) au
avut BMR-IFTz33 = negativa si 3.42% (n=5) dintre subiecti au avut nivelul BMR-IFTz33 sub
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0.01%=negativa, dar detectabila. Toti acesti pacienti au avut raspuns favorabil la chimioterapie.
Dintre cei cu BMR-IFTz33 < 0.01% nu a recazut nici un pacient. Studiile sustin cd evaluarea
BMR de la sfarsitul inductiei este un marker important de prognostic asociat unei rate scazute de
recadere. [65, 66] Cei 15.07% (n=22) cu nivel BMR-IFTz33 > 0.01% au fost incadrati in grupa
HRG. Acestia au asociat si alti parametrii de incadrare in grupa HRG de exemplu: n=8 LAL-T;
n=4 pacienti au avut genetica modificata: n=1I hipodiploidie, n=1 trisomie 7, n=1 Monosomie
11, si n=1 complex, n=1 BCR-ABLI1+. Evaluarea in z33 impune ajustarea intensitatii
tratamentului si escaladarea chimioterapiei la cei cu raspuns nefavorabil. [71] Acestia, inclusi in
HRG au primit tratament chimioterapic intensiv, conform ALL-BFM-HRG si au obtinut un
EFSurc=76.9%, scazut comparativ cu literatura de specialitate. Studiul ,,Stronger intensity but
not prolonged duration of post induction intensification improved outcome for patients with
higher-risk ALL” efectuat pe 2000 de copii si adolescenti cu raspuns nefavorabil in ziua 33 si

ajustarea chimioterapiei postinductie a ridicat supravietuirea la 5 ani de la 72% la 89%. [72]

Totusi, dintre cei cu BMR-IFTz33>0.01%, unii au asociat parametrii de incadrare cu prognostic
favorabil: n= 8 au avut LAL-B com, n=2 au avut hiperdiploidie si n=1 TEL-AMLI1+. Aceste
cazuri cu parametrii cu prognostic favorabil in ciuda unui raspuns terapeutic neadecvat devin
provocatoare pentru hematolog. Desi sunt exceptii, fac parte din procentul de LAL cu prognostic
rezervat prin riscul mare de recadere asociat unui BMR crescut ce traduce nivel crescut de blasti
dupa administrarea blocurilor de chimioterapie si impune tratament escaladat, intensiv;

Literatura citeaza astfel de situatii dovada este si studiul Hala M.& co, 2018. [73]

Figura nr 17: Distributia BMR-1FTz33 in cohorta; EFS raportat la BMR-IFTz33
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Din urmatoarea evaluare BMR-IFT7z78 a rezultat: majoritatea 77.40% (n=113) au avut BMR-

[FTz78= negativa; iar 2.74% (n=4) au avut BMR-IFTZz78> 0.01%, pozitiva. Dintre cei cu
29



raspuns slab in z78, n=3 au avut LAL-T (n=2: LAL-proT,PPR,RCI1 (cazl) si n=1: LAL-
Tcortical PGR,RC1) si n=1 pacient LAL-preB,PGR,BCR-ABL1+,RC1 (caz4). Doi dintre
pacientii cu BMR-IFTZ78 pozitiva si LAL-proT au efectuat Allo transplant pana la finalul
studiului, unul a decedat deoarece a recazut cu alta clona, chimiorezistenta (caz3), iar celalalt a
obtinut remisiunea si a mentinut-o pana la finalul studiului (cazl). Literatura mentioneaza ca
pacientii cu raspuns nefavorabil la chimioterapie pana in ziua 78 sunt candidati la trasplantul de
celule stem hematopoietice in prima remisiune completa ca unica solutie terapeutica pentru
sustinerea acesteia pe timp indelungat Flohr et al., 2008. [70] Cel de-al treilea pacient cu BMR-
[FTz78>0.01% a ales sa continue tratamentul in alt centru hematologic, iar al patrulea pacient cu
BMR-IFTZ78 pozitiv, LAL-B,BCR-ABL1+, a recazut molecular la peste 18 luni de la
diagnostic, a efectuat chimioterapie intensiva si a obtinut RC2, ulterior a efectuat AlloTMX.La
finalul studiului era in viata, in RC2 (caz2). In concluzie dintre cei cu BMR-IFTZ78 pozitiva la

finalul studiului: o remisiune, doua recaderi, un deces si un pacient pierdut din evidenta.

Un procent de 19.86% (n=29) au fost pacienti la care nu s-a efectuat BMR-IFTz78 din cauza
decesului (n=7) sau a emigrarii pacientului (n=7) inainte de evaluarea din z78 sau s-a efectuat

prin RT-PCR, BMR-BMz78 (n=15).

La pacientii cu gene de fuziune prezente la diagnostic monitorizarea s-a efectuat prin BMR-IFT
si/sau prin RT-PCR (BRM-BM). [10, 74] Majoritatea dintre subiecti 82.88% (n=121) nu au avut
BMR-BMz15 deoarece 67.35% (n=98) nu au necesitat evaluare prin BMR-BMz15, acesti

pacienti nu au prezentat gene de fuziune la diagnostic. Dintre ceil5.53% (n=23) la care BMR nu

a fost efectuata prin RT-PCR au avut BMR-IFTz15.

Cele 17,12% (n=25) BMR-BMz15 examinate au avut BMR-BMz15= negativa 11.64% (n=17) si
BMR-BMz15= pozitiva 5.48% (n=8): n=5 BMR-BMz157g.amL1+ $1 =3 BMR-BMz155cRr-ABLI-.
Dintre acestia s-au mentinut pozitivi si in z33 urmatorii: n=2 TEL=AMLI1+ si n=1 BCR-ABL1+.
Cei cu TEL-AMLI1+ au avut BMR-IFTz33= negativ, deci au continuat tratamentul conform SRG
si au obtinut remisiunea pe care si-au mentinut-o pana la finalul studiului. Pacientul cu BCR-
ABLI1+ a fost incadrat in grupa HRG si a raspuns la tratamentul cu TKI, obtinand RC1 in z78;
nu a prezentat recadere pana la finalul studiului. Roberts si colaboratorii au demonstrat

sensibilitatea TKI si la cele de generatie a doua (dasatinib), asupra celulelor maligne cu
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ABL+,JAK2+,CRLF2+ obtinand un raspuns favorabil si generand o alternativa terapeutica la

astfel de pacinti. [75]

Majoritatea dintre subiecti 76.71% (n=112) nu au avut BMR-BMz33. La n=98 BMR-BMz33 nu
a fost necesard analiza, iar la n=14 subiecti fara BMR-BMz33 a survenit decesul/emigrarea
inainte de evaluarea din z33. La n=29 dintre subiecti BMR-BMz33= negativa (fara gene de
fuziune), iar restul de n=3 au avut un rezultat pozitiv. (n=2 TEL=AMLI1+ si n=1 BCR-ABLI1+).
(vezi mai sus BMR-BMz15).

Majoritatea dintre subiecti 78,77% (n=115) nu au avut BMR-BMz78 efectuata prin RT-PCR/ nu
a fost necesara. La 19.18% (n=28) dintre subiecti BMR-BMz78 au avut un rezultat negativ (fara
gene de fuziune), iar restul de 3.42% (n=3) au avut un rezultat pozitiv,acestia au fost discutati la
BMR-IFTZ78. Rezultatele privind corelatii semnificative statistic intre evaluari: MOz15,33,78 vs

BMR-1FTz15,33,78 au fost relevante astfel:

Corelatie intre MO si [FT Semnificatie statistica: p<0.05
MO z15 vs BMR- IFTz15 p=.00
MO z33 vs BMR-IFTz33 p=.00
MO 778 vs BMR-IFTz78 p=.00
MO z15 vs Evaluare z8 p=.01
BMR-IFTz15 vs Evaluare z8 p=.00
BMR-IFTz15 vs BMR-IFTZ33 p=.00
BMR-IFTz15 vs BMR-IFTZ78 p=.01
BMR-IFTz33 vs BMR-IFTz78 p=.00
MOz33 vs BMR-BMz33 p=.00
BMR-IFTz33 vs BMR-BMz33 p=.00

Analizand incadrarea pe grupe de risc a pacientilor ce a presupus aplicarea criteriilor conform

protocoalelor ALL-BFM 2002-2009, cu urmatorii parametrii: varsta, valoarea leucocitelor in

ziua 0, tipul morfologic, subtiul imunofenotipic, genetica, status SNC si evaluarile: Raspuns la

prednison (Elgsp), Examinarea citomorfologica a aspiratului medular: MOz15,z33: M1,M2,M3
si monitorizare prin: BMR-IFT z15,33,78 sau BMR-BMz15,33,78 s-au obtinut rezultatele:
SRG=32.19% (n=47), IRG=40.41% (n=59) si HRG=27.40% (n=40).
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Analizand pe rand parametrii de incadrare pe grupe de risc: varsta, nr leucocite la
debut,fenotip,BCR-ABL/TEL-AML am observat ca rezultatele au avut semnificatie statistica
(p=.00-.02) si sunt in concordanta cu ALL-BFM2002-2009:

Stratificarea pe grupe de risc ramane un puct important in adaptarea intensitatii chimioterapiei
acestor copii in ideea scaderii morbiditatii si mortalitatii date de alte cauza exceptand progresia
bolii cu impact direct asupra cresterii supravietuirii. Studiul meu a relevat o supravietuire fara
evenimente, recadere, a celor din grupul HRG inferioara EFSpr=76.9% celorlalte doua grupari
EFSsr=95.7%; EFSirg=95% Comparand cu studiul efectuat de A.V Mooman& co, UK 2014,

rezultatele cohortei de studiu au avut valori similare: EFSsrg=94%, iar EFSurg=80%. [63, 77]

Figura nr 18: EFS raportat la grupele de risc
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17.24% dintre subiecti (n=25) au fost monitorizati mai putin de un an de zile (12 luni). Dintre
acesti subiecti n=12 pierduti din evidenta, iar n=13 desi au decedat au avut un raspuns bun
terapeutic evaluat prin BMR-IFT z15/z33, cauza mortalitatii fiind infectia. (vezi interpretare

date ,,mortalitatea globala a cohortei”).

33.56% (n=46) au fost monitorizati intre 12 si 24 de luni; Dintre acestia n=3 pacienti pierduti
din evidenta, iar n=3 pacienti au decedat din cauza progresiei bolii hematologice n=2 si n=1

sepsis. (vezi interpretare date ,,mortalitatea globala a cohortei”)
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51.04% (n=74) au supravietuit intre 24 si 36 de luni; Dintre acestia n=2 pacienti pierduti din
evidenta, n=2 pacienti au decedat, cauza principala de mortalitate fiind infectia. (vezi interpretare

date ,,mortalitatea globala a cohortei”)
In total n=18 pacienti au decedat, iar n=19 pacienti pierduti din evidenta.

Analizand aceasta variabila ,,pierduti din evidenta” in cadrul cohortei am observat ca acesti
pacienti fie au fost transferati in alt centru de hematologie adulti din tara, dupa implinirea varstei
de 18 ani, cei nescolarizati, fie parintii au optat pentru continuarea tratamentului in alt centru
european de hematologie pediatrica. Important pentru clinica este ca toti acesti pacienti aveau
deja raspuns favorabil prin aplicarea protocolului nostru standard de chimioterapie dovada este
rezultatul monitorizarii prin BMR cu obtinerea unei rate crescute de remisiune moleculara a
tuturor acestor subiecti “emigrati”. Dintre acesti pacienti 94,7% (n=18) se aflau in RC1 la
momentul emigrarii/transferului si doar 5,2% (n=1) nu intrase in RC. Acest pacient de sex
feminin, 13 ani, diagnoasticat cu LAL-B, PPR, HRG,BMR-1FTz33>30%, BMR-IFTz78>0.1% a

emigrat imediat dupa ziua 78(caz5).

Analiza Remisiunii Complete (RC) in raport cu Recaderea a relevat ca pacientii pediatrici cu
LAL au un raspuns mai favorabil, cu un prognostic superior adultilor cu acest diagnostic
evidentiat si de rezultatul studiului nostru cu privire la rata crescuta a obtinerii remisiunii
complete. Un numar de n=146 pacienti, 99.31% erau in remisiune moleculara la finalul acestui
studiu. Rezultat in concordanta cu literatura de specialitate: Moricke A citeaza o remisiune de
98% in randul copiilor cu LAL, iar conform WHO2017, remisiunea la copii cu LAL are o

valoare peste 95%, comparativ cu adultii care abia ating 80%. [36, 40]

La 89,72% (n=131) s-a obtinut RC1 prin aplicarea tratamentului chimioterapic standard ALL-
BFM 2002. Remisiunea la finalul studiului RC1+RC2 raportata la tipul de diagnostic are
rezultat: LAL-B n=124/ LAL-T n= 22. S-a obtinut o asociere semnificativa statistic intre tipul de
LAL si remisiune (p=.04). Cei ce au prezentat recadere dintre cei cu LAL-B (n=11) au raspuns
mai favorabil, obtinand si 0 a doua remisiune pe care si-au pastrat-o pana la finalul studiului
comparativ cu cei cu LAL-T(n=3) care au decedat, prin progresia bolii. Un singur pacient cu

LAL-T si cu recadere SNC, a obtinut RC2 si a supravietuit pana la finalul studiului. Concluzia
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mea este in concordanta cu literatura de specialitate: formele de LAL-B au un prognostic
favorabil dovada este: rata crescuta de remisiune, rata scazuta de recadere si raspunsul pozitiv
terapeutic chiar si dupa recadere. BFM raporteaza EFS | A1 5,rc2=15-60% vs EFS A1 1,rc2=15-

20%. [78-81]

Un procent de 10.27% (n=14) au obtinut si a doua remisiune completa, acestora li s-a aplicat alt
regim chimioterapic conform ALL-BFM-REZ. Rata de recadere a celor cu LAL-B 8.87% este
mai scazuta comparativ cu cea a celor cu LAL-T 13.04%, date citate si in literatura de

specialitate. [82]

Un singur subiect (n=1) nu a inregistrat remisiunea completa: acesta este un pacient de sex
masculin, in varsta de 7 ani, provenit din mediul urban, diagnosticat in noiembrie 2014 cu LAL-
L1,Bcomun,PPR,HRG,BCR-ABLI1+, recadere moleculara in octombrie 2017, efectueaza cura
FLAG, se obtine BMR-IFT<0.01%, se efectuecaza in februarie 2018 allotransplant de celule stem
hematopoietice (AlloTMX), iar in martie 2018 BMR-IFT si BMR-BM negativa=RC2, se

mentine in remisiune RC2 pana la finalul studiului.

La evaluarea cohortei d.p.d.v a recaderii bolii hematologice s-a observat o rata scazuta de
recadere de 9.59%, datele generate de literatura de specialitate situeaza recaderea intre 10%-20%

Rosenberg A. 2017 & Gayon P.2005 & Francco L. 2012 & Bhojwani 2013. [78, 83-85]

Figura nr 19: Distributia recaderii in cohorta
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Scopul studiului cu privire la importanta monitorizarii BMR este demonstrat si sustinut si de

rezultatele recaderii. Cel mai frecvent tip de recadere identificat pe parcursul studiului este
recaderea identificata la nivel molecular 57.1% dintre recaderi, identificata fie prin IFT,
majoritatea, fie prin RT-PCR. Cele mai multe recaderi au fost cele precoce si foarte precoce
avand aceeasi valoare 35.71%. Mortalitatea celor cu recadere este de doar 14.28%, valoarea

sustine importanta evaluarii prin BMR cu detectarea rapida a acestor pacienti in vederea
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interventiei chimioterapice prompte, chimioterapie intensiva si TMX deoarece exista
posibilitatea obtinerii unei rate de vindecare a bolii si dupa recadere de 30-50%. [78, 86] Asa

cum am discutat si mai sus la fiecare etapa analizata concluzia punctata despre recaderea este:

- LAL-T este o forma agresiva comparativ cu LAL-B, cu raspuns mai slab la tratament si cu un
risc crescut de recadere fapt sustinut si demonstrat si de rezultatele din cohorta: rata recaderii
LAL-T= 13.04% (23/3) fiind mai mare comparativ cu rata recaderii-LAL-B=8.87% (124/11). De
mentionat ca dintre pacientii cu recadere, cinci (n=5) au fost cu LAL-B,HRG,BCR-ABL+,
diagnostic care, prin prisma prezentei mutatiei genice, au prognostic rezervat si risc crescut de

recadere [75]

-Rezultatele recaderii raportate la grupele de risc sunt si ele relevante: SRG 4.44% (2/45);
IRG/MRG 5.26% (3/56) si HRG 30% (9/30). Inca din 2006 Bruggemann si colaboratorii au
restratificat grupele de risc in functie de nivelul BMR si riscul de recadere, astfel au citat: SRG
0% risc de recadere; IRG 47% si HRG 94%. [87] Analizand monitorizarea pacientilor in raport

cu recaderea am observat ca:

a) un procent de 35.71% (n=5) cu PPR(in ziua 8) au recazut, iar n=3 dintre acestia erau LAL-T.
Concluzia: cei cu LAL-T au raspuns slab la prednison, acesta este primul marker de prognostic,
au risc crescut de recadere, iar atunci cand recad prognosticul lor este si mai rezervat comparativ

cu LAL-B (Vezi si discutii Evaluare z8). [88]

b) Toti cei care au recazut au avut BMR pozitiva atat in ziua 15 (nivel intre 0.1-10%) 78.57%
dintre cei recazuti, cat si in ziua 33: 42.85% dintre cei recazuti. De remarcat ca cei mai multi
pacienti cu recadere au avut BMR-IFTz15 peste 10%.Concluzionand datele cohortei releva: ca
nivelul BMR este direct proportional cu riscul de recadere, la fel ca si Borowitz 2016 & Short N.
2017 (Vezi si discutii BMR-IFTz15 si BMR-IFTz33). [89, 91]

c) Majoritatea subiectilor cu BMR-IFTz78>0.01% au prezentat recadere, au efectuat alloTMX.
Un singur pacient pozitiv in ziua78 a ramas in RC1 pana la finalul studiului. (Vezi si discutii

BMR-IFTZ78)

La evaluarea cohortei d.p.d.v a supravietuirii subiectilor inclusi in studiu s-a esalonat perioada

de 60 de luni de monitorizare in 5 etape, utilizand pasul de 12 luni. S-a considerat, initial ca fiind
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eveniment recaderea ulterior si recaderea si decesul si s-au calculat curbele de supravietuire
obtinand urmatoarele rezultate: Valoarea medie a supravietuirii fara evenimente

EFSiccadere=90.4% la 54.031uni, valoare citata si de alte studii similare.

EFSI EFS2 Test statistic
(recadere) (recadere+ deces)

EFS medie 90.4% 80.1% -
54.031uni 48.7 luni

LAL-B/LAL-T | 91.1% vs 87% 78.9% vs 87% EFS1(p =.621)
54.3 vs 52.0 luni 47.94 vs 52.02 luni EFS2(p =.362)

Grupe de risc EFSsrg95.7% EFSsrc87.2% EFS1(p =.00)
EFSirg95% EFSirc86.7% EFS2(p =.00)
EFSyrg76.9% EFSyrg61.5%

Evaluare z8 EFSpgr 92.7% - EFS1(p=.02)
EFSppr 78.3%

BMR-IFTz15 EFSgmRrnegativ93-3% EFSgmrotrrzisnegativ82.1% EFS2(p = .26)
EFSpyr>10%82.1% EFSgmrorrrzis>10%69 %0

Analizand mortalitatea globala a cohortei (n=18) 12.24% am observat ca un procent de 10.95%
(n=16) pacienti au decedat de orice alta cauza exceptand progresia bolii hematologice (NRM
=Non relapse mortality). Dintre cauzele frecvente literatura citeaza infectia, ca prim trigger de
deces urmata de reactiile produse de chimioterapie: Tromboza/ Hemoragie cerebrala, Enteropatie

neutropenica s.a. [91]

Mortalitatea data de infectie (IRM= infection related mortality) s-a observat in 7.53% din
cazuri (n=11). Principala cauza de deces a fost sepsisul. Acesta este urmarea activarii cercului
vicios al oricarui pacient hematologic creat de chimioterapia ce conduce la imunodepresie (cu
aplazie postchimioterapie, neutropenie) asociata germenilor plurirezistenti
(ESBL+,CARBA+,VRE+) ce precipita infectiile severe. Numarul celor decedati din cauza
infectiilor este n=10. Etiologiile bacteriene identificate pe ultima hemocultura: BGN=bacili gram
negativi=3, Gram pozitivi=2, n=3 neidentificati si respectiv coprocultura: n=2 Clostridium

difficile. Un pacient a decedat de cauza infectioasa de etiologie virala, Gripa porcina.

D.p.d.v al localizarii focarului infectios am concluzionat: n=5/15 punct de plecare digestiv;
n=3/15 punct de plecare respirator si n=1/15 punct de plecare ORL (Mastoidita);

n=1/15(Meningoencefalita), n=3/15 nu se cunoaste punctul de plecare al infectiei.
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Analizand mortalitatea d.p.d.v a celorlalte cauze, exceptand progresia bolii hematologice am
observat ca 10.22% au decedat din cauza reactiilor adverse postchimioterapie (TRM =Treatment
related mortality) astfel: un numar de n=2/15 pacienti au decedat de Enteropatie neutropenica,
Perforatie intestinala, Clostridium difficile; Relatia stransa de tip cauza efect, bilaterala, intre
TRM si IRM, este sustinuta si in acest studiu. Acesti doi pacienti cu LAL au decedat in final de
sepsis cu Clostridium desi initial au dezvoltat Enteropatie Neutropenica post administrare
chimioterapie. Statusul lor precar s-a complicat cu megacolon toxic, perforatie intestinala cu
evolutie fulminanta cu peritonita si sepsis cu Clostridium Difficile. De aici si diferenta de
procent 2.92%. (n=5+/-2 => 7.3%+/- 2.92%=10.22%). Enterocolita neutropenica ramane o
comorbiditate frecvent asociata LAL,ce creste mortalitatea acestei patologii. Un studiu efectuat
pe 118 copii cu LAL a evidentiat o frecventa a acestei complicatii la peste 50% dintre acestia.
[89] Literatura de specialitate intruneste ambele segmente sub denumirea generica de TRM in
prezent, exceptional pentru evidentierea infectiei ca si cauza secundara importanta de deces la
acesti pacienti se foloseste TRM+/-IRM. Stabilirea exactd a cauzei de deces pentru fiecare
pacient este dificil de identificat datoritd multitudinii complicatiilor postchimioterapie per
pacient ce precipita infectia/infectarea, demonstrand astfel relatia stransa de tip cauza-efect intre

TRM si IRM. [92]

b) n=2/15 pacienti au decedat de Tromboza cerebrala neresponsiva farmacologic/ Hemoragie
cerebrala incompatibila cu viata,n=1 pacient decedat, este un caz complex de sex feminin
cunoscuta in APP cu Atrezie de valva pulmonara operata, diagnosticata si tratata in clinica IC
Fundeni pentru LAL-B,BCR-ABL1+,PGR,HRG,RC1, intoleranta la Imatinib, tratament cu
Dasatinib, recadere, FLAG, RC2,AlloTMX, GVHD sever (cutanat,ocular),RC2-deces.

Alte afectiuni asociate, prezente anterior diagnosticului de LAL,cu posibil rol in precipitarea
decesului, sunt afectiunile ce implica aparatul cardiovascular: n=3/17 Sdr Down, n=1/17 Atrezie
de valva pulmonara operata in prima copilarie a unei paciente adolescente. Este cunoscuta
cardiotoxicitatea pacientilor cu LAL tratati cu antracicline, de aceea pacientii ce asociaza si
patologie cardiaca implica un risc crescut de mortalitate, independent de hemopatia maligna sau

de chimioterapie. [93]
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Rezultatele: NRM=TRM-+/-IRM atat din punct de vedere al identificarii cauzelor cat si a
procentelor obtinute se coreleaza cu cele ale studiilor internationale, Tran K. 2020 & David

O’Connor 2014. [94, 95]
Evaluarea mortalitatii data de progresia bolii a avut o valoare scazuta 1.36% (n=2).

Se remarca aceste doua cazuri (n=2) extrem de complexe: un subiect n=1 de sex masculin,
provenit din mediu urban, in varsta de 7 ani, diagnosticat in iulie 2017 cu LAL-
T(NK),PPR,HRG,BMR-IFT in dinamica a evidentiat: BMR-IFT z15= 2% limfoblasti T,BMR-
[FTz33=0.97%, limfocite atipice cu acelasi profil imun de la debut, BMR-1FTz78=0.03%
limfocite T-NK like (CD56-,CD16-). S-a continuat tratamentul HRG si s-a monitorizat atent
clona limfocitara. Evaluarea BMR efectuata dupa protocolul de chimioterapie bloc HR3 a
evidentiat BMR-IFT=1.36% T-NK like si 0.14% o noua clona de limfocite T. S-a considerat
recadere la nivel molecular cu alta clona s-a instituit tratament chimioterapic salvage- FLAG cu
un raspuns mai favorabil, dar fara obtinerea unei “remisiuni moleculare” (BMR-IFT NK-LIKE
0.53%, dar noua clona T: 0.9%). In iunie 2018 se decide, ca unica atitudine terapeutica
efectuarea AlloTMX 10/10, dar a grefat in ziua +17 (chimerism 87% celule de la donator,dar si
limfoblasti tip T, diferiti d.p.d.v. imunofenotipic fata de clonele anterior identificate. S-a
administrat: Nelarabina, DLI, Bortezomib VXLD in incercarea stoparii proliferarii progresive a
limfoblastilor, dar fara succes hematologic.Pacientul a decedat prin progresia bolii hematologice

la 12 luni de la diagnostic. (caz3).

Al doilea pacient decedat ca urmare a progresiei bolii n=1, de sex masculin, provenit din mediul
urban, in varsta de 2 ani, diagnosticat in septembrie 2017 cu LAL-T,PPR,HRG,RC1, a prezentat
recadere precoce dupa HR2 (mai 2018), s-a instituit cura salvage FLAG, fara obtinerea
remisiunii moleculare, s-a insistat si s-au administrat doua cure CLOVE, cu obtinerea unui
raspuns favorabil BMR-IFT < 0.01%, RC2, iulie 2018 AlloTMX, recadere post TMX septembrie
2018, deces in octombrie 2018. (caz 6). Aceste cazuri particulare provoaca chimioterapia

standard insistand pe descoperirea, analiza si testarea unor noi terapii. [96, 97]

Desi analiza cohortei demonstreaza o rata crescuta de mortalitate prin infectii, studiile citeaza

IRM intre 2.4% si43.2%, [92, 93], cu TRM=10.2% similar cu valoarea citata de Nordic Society

38


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kiem%20Hao%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32030350

of Paediatric Haematology and Oncology ALL-92 and ALL-2000 trials, [96] TRM=10.8%,
mortalitatea globala a cohortei este scazuta chiar si in grupul celor cu leucemie cu risc crescut
(LAL-HRG). Se impune reducerea la maxim a ratelor de mortalitate prin infectii si/ sau reactii

adverse postchimioterapie in vederea cresterii supravietuirii globale.

Analizand supravietuirea globald (OS=0verall Survival) a cohortei s-a observat un rezultat

relevant 87.75% (n=128) la 52.56 luni, valoare similara cu cea relevata si de metanaliza
efectuata de Eric W.Tai, Atlanta 2017, pe copii cu LAL din SUA, ce a inclus date culese din
registrele de cancer a peste 37 de state ce acopera peste 80% din populatia continentului
Supravietuirea citata fiind de 86% la 5 ani pentru cei diagnosticati 2001-2003 si respectiv 88%
pentru cei din 2004-2009. Societatea Americand de cancer, citeaza pe propriul site in februarie
2019 o supravietuire pentru copii cu LAL de aproximativ 90%, iar ,,Cancer.Net Editorial Board”

citeaza in ianuarie 2020 o ratd de OS de 89%. [98-101]

Figura nr20: OS la 5 ani
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Concluzii finale:

1. La finalul studiului in clinica IC Fundeni toti pacientii pediatrici au conform
protocolului ALL-BFM 2009 un diagnostic complet si complex de LAL:
citomorfologic, imunofenotipic si genetic si 0 monitorizare standard in z15,33,78 prin

IFT si/ sau RT-PCR.

2. S-a atins scopul propus si s-a standardizat monitorizarea tuturor pacientilor
pediatrici cu LAL diagnosticati si tratati in clinica de Pediatrie, IC Fundeni conform

protocolului ALL-BMF2009

3. S-a efectuat acest studiu observational, analitic, prospectiv pe o perioada de 5 ani intr-
un centru de referintd de hematologie pediatrica IC Fundeni, Bucuresti, Roménia cu
scopul culegerii datelor esentiale cu privire la rezultatele aplicarii unui tratament
chimioterapic adaptat si a unei monitorizari stricte ghidata pe etape conform

protoacoalelor in vigoare.

4. Cohorta de studiu a inclus 147 de subiecti, pacienti pediatrici cu LAL, numar

reprezentativ pentru incidenta din tara noastra si nu numai.

5. Caracterele morfologice, imunofenotipice si genetice ale limfoblastilor au fost in

concordanta cu datele din literatura de specialitate.

6. Screeningul hematologic impune o atentie marita pediatrilor prin cazurile
diagnosticate cu LAL dar cu HLG cu valori in limite normale in ziua 0 si fara blasti
existenti pe frotiul de singe periferic. Verificarea statusului central medular ramane

temelia unui diagnostic cert.

7. Monitorizarea atenta a pacientilor pediatrici cu LAL reprezinta cheia succesului in
ceea ce priveste evaluarea raspunsului la tratament cu incadrarea corecta pe grupe de
risc si adaptarea chimioterapiei cu scopul obtinerii unei rate cat mai crescute de
remisiune si supravietuire si, nu in ultimul rand, identificarii precoce a recaderilor

pentru a castiga timp in vederea interventiei terapeutice rapide.
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8. Evaluarea din ziua 8 este un marker de prognostic important, raspunsul la prednison

fiind direct proportional cu rata de recadere mai ales a celor cu LAL-T.
9. BMR ramaéne cel mai fidel marker de evaluare a copiilor cu LAL:

a. nivelul BMR-IFTz1S5 este direct proportional cu raspunsul la chimioterapie,

cu riscul de recadere si cu supravietuirea

b. nivelul BMR-IFTz33 > 0.01% ramane punctul culminant ce decide
escaladarea intensitaitii chimioterapiei in vederea scaderii ratei de reciadere la

pacientii cu LAL-HRG

c. BMR-IFTZz78 pozitiv este markerul celor candidati la transplantul de celule

stem hematopoietice

10. incadrarea pe grupe de risc dictata de nivelul BMR este mai sensibila in adaptarea
chimioterapiei, in vederea scaderii morbiditatii si mortalititii asociate de TRM-ul
direct proportional cu intensitatea chimioterapiei, a ratei de recadere si pentru

obtinerea celui mai inalt nivel de supravietuire posibil.
11. Rezultate releva o monitorizare standard cu impact pozitiv:

a. Rata obtinerii remisiunii complete la finalul studiului 99.31%:;
b. Rata de recaderi raportata la o mie de subiecti cu leucemie = 9.5%;
¢. Mortalitatea generala a cohortei 12.24%;

d. Supravietuirea medie generala a cohortei, la 52.56 luni, de 87.75%.

41



Bibliografie selectiva:

1)

3)

4)

5)

7)

9)

Gaipa G, Basso G, Biondi A, Campana D., et al,” Detection of minimal residual disease
in Pediatric Acute Lymphoblastic Leukemia”.,Cytometry Part B. 2013;84B:359-369
Malec M, van der Velden VHJ, Bjorklund E, et al., “Analysis of minimal residual disease
in childhood acute lymphoblastic leukemia: comparison between RQ-PCR analysis of
Ig/TCR gene rearrangements and multicolor flow cytometric
immunophenotyping”., Leukemia 2004, 18:1630-1636

Juliana Maria Camargos Rocha, Sandra Guerra Xavier, Marcelo Eduardo de Lima Souza,
et al., “Current Strategies for the Detection of Minimal Residual Disease in Childhood
Acute Lymphoblastic Leukemia, Mediterranean Journal of Hematology&Infection
Diseases”, 2016, 8(1): €2016024

Ricardo Séanchez,Rosa Ayala,Joaquin Martinez-Lopez, et al., Minimal Residual Disease
Monitoring with Next-Generation Sequencing Methodologies in Hematological
Malignancies”, International Journal of Molecular Science, iunie 2019; 20(11): 2832

J Flores-Montero, L Sanoja-Flores, A Orfao et al.,”Next Generation Flow for highly
sensitive and standardized detection of minimal residual disease in multiple myeloma”,
Leukemia ian 2017 volume 31, 2094-2103

Dogliotti I., Drandi D., Genuardi E., et al.,”New Molecular Technologies for Minimal
Residual Disease Evaluation in B-Cell Lymphoid Malignancies”. J. Clin.

Med. 2018;7:288

Daniela Cilloni,Jessica Petiti,Valentina Rosso, et al., “Digital PCR in Myeloid
Malignancies: Ready to Replace Quantitative PCR?”, International Journal of Molecular
Sciences, mai 2019,20(9): 2249

Irene Della Starza,Vittorio Nunes,Federica Lovisa, et al., “Digital-Droplet PCR, an
Accurate Method for IG/TR PCR-MRD Stratification in Childhood Acute Lymphoblastic
Leukemia”., Blood Journal 2018; 132 (Supplement 1): 1544

Sam Behjati, Patrick S Tarpey, et al., “What is next generation sequencing?”, Arch Dis
Child Educ Pract Ed. 2013 Dec; 98(6): 236-238.

42


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocha%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27158437
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xavier%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27158437
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Lima%20Souza%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27158437
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848021/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848021/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%26%23x000e1%3Bnchez%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31185671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ayala%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31185671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%26%23x000ed%3Bnez-L%26%23x000f3%3Bpez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31185671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6600313/
https://www.nature.com/articles/leu201729#auth-1
https://www.nature.com/articles/leu201729#auth-2
https://www.nature.com/articles/leu201729#auth-33
https://www.nature.com/leu
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cilloni%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31067725
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petiti%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31067725
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosso%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31067725
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6540058/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6540058/
javascript:;
javascript:;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Behjati%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23986538
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tarpey%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23986538
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3841808/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3841808/

10) Giuseppe Gaipa ,Giuseppe Basso, Andrea Biondi, “Detection of minimal residual disease

in pediatric acute lymphoblastic leukemia”., The official Journal of the international

clinical cytometry, iunie 2013, Vol. 84-6, pag. 359-369

Imagine preluata-sursa: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cyto.b.21101

1 1) https://www.omixon.com/ngs-minimal-residual-disease/

12) Hélene Cavé, “Minimal residual disease in acute lymphoblastic leukemia”, Atlas
Genetics and Cytogenetics Oncology and Haematology, 1999, Vol 3(3), pagl 68-172
Imagine preluata-sursa:http://atlasgeneticsoncology.org/Deep/MinResidDisID20007.html

13)J.J.M. van Dongen, L. Lhermitte, S. Béttche, et al., “EuroFlow antibody panels for
standardized n-dimensional flow cytometric immunophenotyping of normal, reactive and
malignant leukocytes”, EuroFlow™ antibody panels Handout at 14th EHA Congress,
Berlin, Germania, iunie 2009

Imagine preluata-sursa: https://www.cytognos.com/products/alot-acute-leukemia-

orientation-tube/

14) Bing Chen, Lu Jiang, Meng-Ling Zhong, et al.,” Identification of fusion genes and
characterization of transcriptome features in T-cell acute lymphoblastic leukemia”,
PNAS, Proceedings of the National Academy of Sciences, ianuarie 2018, 115 (2), pag.
373-378

Imagine preluata-sursa: https://www.pnas.org/content/115/2/373

15) Inaba H, Greaves M, Mullinghan CG., ,,Acute lymphoblastic leukemia,
Lancet 2013;381(9881):1943-1955;

16) Basso G, Buldini B, De Zen L, et al.& Orfao A.,” New methodologic approaches for
immunophenotyping acute leukemias.”, Haematologica 2001; 86(7):675-692

17)Béné MC, Nebe T, Bettelheim P, et al.,” Immunophenotyping of acute leukemia and
lymphoproliferative disorders: a consensus proposal of the European Leukemia Net Work

Package 10”., Leukemia 2011;25:567-574.

43


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Gaipa%2C+Giuseppe
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Basso%2C+Giuseppe
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cyto.b.21101
https://www.omixon.com/ngs-minimal-residual-disease/
http://atlasgeneticsoncology.org/Deep/MinResidDisID20007.html
https://www.cytognos.com/products/alot-acute-leukemia-orientation-tube/
https://www.cytognos.com/products/alot-acute-leukemia-orientation-tube/
https://www.pnas.org/content/115/2/373

18) Peters JM, Ansari MQ., et al,” Multiparameter flow cytometry in the diagnosis and
management of acute leukemia”., Arch Pathol Lab Med. 2011;135:44-54.

19) Flohr T, Schrauder A, Cazzaniga G, et al.,”’International BFM Study Group (I-BFM-
SG). Minimal residual disease-directed risk stratification using real-time quantitative
PCR analysis of immunoglobulin and T-cell receptor gene rearrangements in the
international multicenter trial AIEOP-BFM ALL 2000 for childhood acute lymphoblastic
leukemia”., Leukemia. 2008;22(4):771-782.

20)Xu XJ, Tang YM, Song H, et al.,” Monitoring of minimal residual disease in children
with acute lymphoblastic leukemia and its prognostic significance”., Zhonghua Er Ke Za

Zhi, 2010 Martie; 48(3):180-4

21)Jacques J. M. van Dongen,Vincent H. J. van der Velden, Monika Briiggemann, et al.,
“Minimal residual disease diagnostics in acute lymphoblastic leukemia: need for

sensitive, fast, and standardized technologies.”, Blood 2015, Vo0l.125(26): 3996-4009.

22)Irene Della Starza,Sabina Chiaretti, Maria S. De Propris, et al., Minimal Residual Disease
in Acute Lymphoblastic Leukemia: Technical and Clinical Advances, Front Oncol. Aug
2019; 9: 726

23)Vora A, Goulden N, Mitchell C, et al.,” Augmented post-remission therapy for a minimal
residual disease-defined high-risk subgroup of children and young people with clinical
standard-risk and intermediate-risk acute lymphoblastic leukaemia (UKALL 2003): a
randomised controlled trial.”,Lancet Oncol. 2014 Jul;15(8):809-18.

24)Bruggemann, M., Raff, T., Flohr, T., et al., “Clinical significance of minimal residual
disease quantification in adult patients with standard-risk acute lymphoblastic leukemia.”

Blood, 2006,107, 1116-1123

25) Mortuza, F. Y., Papaioannou, M., Moreira, I. M., et al.,”Minimal residual disease tests
provide an independent predictor of clinical outcome in adult acute lymphoblastic

leukemia”. Journal of Clinical Oncology, 2002, 20, 1094-1104

44


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20XJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20426951
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tang%20YM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20426951
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20426951
javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Della%20Starza%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31448230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiaretti%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31448230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Propris%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31448230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6692455/

26)Basso G, Veltroni M, Valsecchi MG, et al.,”Risk of relapse of childhood acute
lymphoblastic leukemia is predicted by flow cytometric measurement of residual disease

on day 15 bone marrow.”, J Clin Oncol. 2009;27:5168-5174

27)Raff, T., Gokbuget, N., Luschen, S., et al.,”Molecular relapse in adult standard-risk ALL
patients detected by prospective MRD monitoring during and after maintenance

treatment: Data from the GMALL 06/99 and 07/03 trials.”, Blood,2007, 109, 910-915.

28) Imagine preluata-Sursa imaginii: https://www.medscape.org/viewarticle/849751 2: The

Role of MRD in Hematologic Malignancies

29) Hefazi M, Litzow MR, “Recent advances in the biology and treatment of B-cell acute
lymphoblastic leukemia”, Blood and Lymphatic Cancer: Targets and Therapy,
septembrie 2018 Vol. 8 pg: 47—61 Imagine preluata-Sursa imaginii:
https://www.dovepress.com/recent-advances-in-the-biology-and-treatment-of-b-cell-

acute-lymphobla-peer-reviewed-fulltext-article-BLCTT#

30) van der Velden VH, Cazzaniga G, Schrauder A, et al.,”European Study Group on MRD
detection in ALL (ESG-MRD-ALL). Analysis of minimal residual disease by Ig/TCR
gene rearrangements: guidelines for interpretation of real-time quantitative PCR
data”. Leukemia. 2007;21(4):604-611.

31)FDA briefing document: Oncologic Drugs Advisory Committee Meeting: BLA 125557
S-013 Blincyto (blinatumomab) Applicant: Amgen, Inc. FDA website. www.
fda.gov/downloads/AdvisoryCommittees/CommitteesMeetingMaterials/Drugs/
OncologicDrugsAdvisoryCommittee/UCM599298.pdf. Accessed iunie 2020.

32)van der Velden VH, van Dongen JJ., et al., “MRD detection in acute lymphoblastic
leukemia patients using Ig/TCR gene rearrangements as targets for real-time quantitative
PCR”., Methods Mol Biol. 2009;538:115-150.

33) Imagine preluata-sursa imaginii:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6600313/#B4-ijms-20-02832

Ricardo Sanchez,Rosa Ayala,Joaquin Martinez-Lopez, et al.,”Minimal Residual Disease
Monitoring with Next-Generation Sequencing Methodologies in Hematological

Malignancies, International Journal of Molecular Science, iunie 2019; 20(11): 2832;

45


https://www.medscape.org/viewarticle/849751_2
https://www.dovepress.com/blood-and-lymphatic-cancer-targets-and-therapy-journal
https://www.dovepress.com/recent-advances-in-the-biology-and-treatment-of-b-cell-acute-lymphobla-peer-reviewed-fulltext-article-BLCTT
https://www.dovepress.com/recent-advances-in-the-biology-and-treatment-of-b-cell-acute-lymphobla-peer-reviewed-fulltext-article-BLCTT
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6600313/#B4-ijms-20-02832

34) Myriam Campbell, Luis Castillo, Eduardo A. Dibar et al, “ALL IC-BFM 2002 A
Randomized Trial of the [-BFM-SG for the Management of Childhood non-B Acute
Lymphoblastic Leukemia Final Version of Therapy Protocol” from May 3, 2002 Start
01.11.2002 End 31.10.2006;

35) Myriam Campbell, Luis Castillo, Cecilia Riccheri, et al., “ALL IC-BFM 2009: A
Randomized Trial of the -BFM-SG for the Management of Childhood non-B Acute
Lymphoblastic Leukemia Final Version of Therapy Protocol, Final Version of Therapy
Protocol” from August-14-2009 Start 01.04.2010 End 31.03.2015;

36) Borowitz M.J,Chan J.KC,Downing J.R, et al, B-Lymphoblastic
Leukaemia/Lymphoma,NOS.WHO Classification of Tumors of Haematopoietic and
Lymphoid Tissues,2017 Revised Ed., pag 200-210

37) Sabina Chiaretti, Gina Zini, Renato Bassan, et al.,” Diagnosis and Subclassification of
Acute Lymphoblastic Leukemia.”, Mediterr J Hematol Infect Dis. 2014; 6(1): 2014073

38) Pulte D., Gondos A., Brenner H., et al., ,,Improvement in survival in younger patients
with acute lymphoblastic leukemia for the 1980s to the early 21st centrury”., Blood,
113:1408-11, 2009.

39) Ward E, DeSantis C, Robbins A, et al., ,,Childhood and adolescent cancer statistics.”,
Cancer Clinical Journal 2014; 64:83.

40) Moricke A., Zimmermann M.,Reiter A., et al., ,,Prognostic impact of age in children and
adolescent with acute lymphoblastic leukemia: data from the trials ALL-BFM86,90 and
95”., Klin Padiatr. 2005,217(6): 310-20

41)Robin Foa, “Acute lymphoblastic leukemia: age and biology.”, Pediatr Rep. 2011 Jun 22;
3(Suppl 2): e2.

42) https://www.childrenwithcancer.org.uk/childhood-cancer-info/cancer-types/acute-

lymphoblasticleukaemia/

43)José Carlos Jaime-Pérez, Gisela Garcia-Arellano, José Luis Herrera-Garza, et al.,
“Revisiting the complete blood count and clinical findings at diagnosis of childhood
acute lymphoblastic leukemia: 10-year experience at a single center.”, Hematol Transfus
Cell Ther Jan-Mar 2019;41(1):57-61

44) 0. Gonzélez Llano, ,,The complete blood count in the early diagnosis of acute leukemia
in children”, EXPERT'S CORNER: A PERSONAL APPROACH, Medicina
Universitaria.2017;18(73):216-218, https://www.elsevier.es/en-revista-medicina-
universitaria-304-pdf-S1665579617300030

45) Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, et al. (August 1976). "Proposals for the
classification of the acute leukaemias. French-American-British (FAB) co-operative
group". British. Journal of Haematology, 33 (4): 451-458

46) Bellan C, Stefano L, Giulia de F, et al.,”Burkitt lymphoma versus diffuse large B-cell
lymphoma: a practical approach”., Hematol Oncol 2010; 28:53-56

46


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiaretti%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25408859
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zini%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25408859
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bassan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25408859
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4235437/
https://www.uptodate.com/contents/overview-of-the-clinical-presentation-and-diagnosis-of-acute-lymphoblastic-leukemia-lymphoma-in-children/abstract/2
https://www.uptodate.com/contents/overview-of-the-clinical-presentation-and-diagnosis-of-acute-lymphoblastic-leukemia-lymphoma-in-children/abstract/2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fo%26%23x000e0%3B%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22053278
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3206534/
https://www.childrenwithcancer.org.uk/childhood-cancer-info/cancer-types/acute-lymphoblasticleukaemia/
https://www.childrenwithcancer.org.uk/childhood-cancer-info/cancer-types/acute-lymphoblasticleukaemia/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jaime-P%C3%A9rez+JC&cauthor_id=30793106
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Garc%C3%ADa-Arellano+G&cauthor_id=30793106
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Herrera-Garza+JL&cauthor_id=30793106
https://www.elsevier.es/en-revista-medicina-universitaria-304-pdf-S1665579617300030
https://www.elsevier.es/en-revista-medicina-universitaria-304-pdf-S1665579617300030

47) Jelena Roganovic,”Acute Lymphoblastic Leukemia in Children.”,Leukemia May 15th
2013

48)Pan L., Liu G., et al, ,,Machine learning applications for prediction of relapse in
childhood acute lymphoblastic leukemia”. Scientific Reports, 2017; 7(1),7402

49)van Dongen JJ, Lhermitte L, Bottcher S, et al., “EuroFlow antibody panels for
standardized n-dimensional flow cytometric immunophenotyping of normal, reactive and
malignant leukocytes”, Leukemia. sept 2012, 26 (9): 1908-75.

50)Foa R., Vitale A., ,,Acute lymphoblastic leukemia”, Hematology in progress, 2013 &

Lanzkowsky P., et al., Manual of Pediatric Hematology and Oncology, Elsevier, 2011

51) Attarbaschi A, Mann G, Konig M, et al.: Incidence and relevance of secondary
chromosome abnormalities in childhood TEL/AMLI1+ acute lymphoblastic leukemia: an
interphase FISH analysis. Leukemia 2004,18 (10): 1611-6

52)Pui C. H., Robinson L. L, Look T, ,,Acute lymphoblastic leukaemia”. Lancet, 2008;
371(9617):1030-43

53) Stefanos Papadhimitriou, Georgios S. Paterakis, Agapi Parcharidou, et
al.,”TEL/AMLI1" acute lymphoblastic leukemia in the greek pediatric population.”,

Pediatrics January 2008, 121 (Supplement 2) S111-S11

54) Tsang KS,Li CK,Chik KW, et al., “TEL/AMLI1 rearrangement and the prognostic
significance in childhood acute lymphoblastic leukemia in Hong Kong”.,American
Journal of Hematology, 01 Oct 2001, 68(2):91-98

55)Roberts KG, Pei D, Campana D, Payne-Turner D, Li Y, Cheng C, et al.,”Outcomes of
children with BCR-ABL1-like acute lymphoblastic leukemia treated with risk-directed
therapy based on the levels of minimal residual disease”. J Clin Oncol (2014)
32(27):3012-20

56) Moorman AV, Schwab C, Ensor HM, et al.,” IGH@ translocations, CRLF2 deregulation,
and microdeletions in adolescents and adults with acute lymphoblastic leukemia”. J Clin
Oncol 2012; 30:3100.

57)Kumar, D., Panigrahi, M.K., et al, ,,Molecular analysis of childhood B-acute
lymphoblastic leukemia:Identification and prognosis of rare breakpoints”. Molecular
Biology, 2015; 49(6):843-7

58) Elena Maino,Rosaria Sancetta,Piera Viero, et al.,”Current and future management of
Ph/BCR-ABL positive ALL”., Expert Review of Anticancer Therapy 2014, Vol 14-6,pag
723-740

59) Mullighan C.G., “The molecular genetic makeup of acute lymphoblastic
leukemia”., Hematology. 2012, 389-396

60)J.Gao,W.,J Liu, ,,Prognostic value of the response to prednisone for children with ALL a
meta-analysis.”, European Medical Review for Medical and Pharmacological Science
2018,22:7858-7866

47


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Dongen%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lhermitte%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%B6ttcher%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22552007
https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22C%20K%20Li%22
https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22K%20W%20Chik%22
https://www.uptodate.com/contents/classification-cytogenetics-and-molecular-genetics-of-acute-lymphoblastic-leukemia-lymphoma/abstract/26
https://www.uptodate.com/contents/classification-cytogenetics-and-molecular-genetics-of-acute-lymphoblastic-leukemia-lymphoma/abstract/26
https://www.uptodate.com/contents/classification-cytogenetics-and-molecular-genetics-of-acute-lymphoblastic-leukemia-lymphoma/abstract/26
https://www.tandfonline.com/author/Maino%2C+Elena
https://www.tandfonline.com/author/Sancetta%2C+Rosaria
https://www.tandfonline.com/author/Viero%2C+Piera

61) Girish Kamat, Kanann Subramanian,Shashikant Apte et al., ,,Correlation of Day 8 Steroid
Response with Bone Marrow Status Measured on Days 14 and 35, in Patients with Acute
Lymphoblastic Leukemia Being Treated with BFM Protocol.”, Indian Journal of
Hematology and Blood Transfusion, april 2019, 35(7)

62) Borowitz MJ, Wood BL, Devidas M, et al.,”Prognostic significance of minimal residual
disease in high risk B-ALL: a report from Children's Oncology Group study
AALL0232.”,Blood. 2015 Aug 20; 126(8):964-71

63) H. Athale,Paul J. Gibson,Nicole M. Bradley, et al.,”Minimal Residual Disease and
Childhood Leukemia: Standard of Care Recommendations From the Pediatric Oncology
Group of Ontario MRD Working Group”.,Pediatric Blood&Cancer iunie 2016, Vol 63
(6),973-982

64) de Graaf G, Buckley F, Skotko BG:” Estimation of the number of people with Down
syndrome in the United States”., Genet Med 19 (4): 439-447, 2017

65) Maloney KW, Carroll WL, Carroll AJ, et al.:” Down syndrome childhood acute
lymphoblastic leukemia has a unique spectrum of sentinel cytogenetic lesions that
influences treatment outcome: a report from the Children's Oncology Group”. Blood 116
(7): 1045-50, 2010

66) Pui CH, Pei D, Coustan-Smith E, et al., ,,Clinical utility of sequential minimal residual

disease measurements in the context of risk-based therapy in childhood acute
lymphoblastic leukaemia: a prospective study”., Lancet Oncol. 2015;16(4):465-474.

67) Pui CH, Pei D, Raimondi SC, et al.,” Clinical impact of minimal residual disease in
children with different subtypes of acute lymphoblastic leukemia treated with Response-
Adapted therapy”. Leukemia. 2017;31(2):333-339.

68) Forestier E, Heyman M, Andersen MK, et al.,” Outcome of ETV6/RUNX1-positive
childhood acute lymphoblastic leukaemia in the NOPHO-ALL-1992 protocol: frequent
late relapses but good overall survival”., Br J Haematol. 2008;140(6):665-672

69) Rubnitz JE, Wichlan D, Devidas M, et al.,” Prospective analysis of TEL gene
rearrangements in childhood acute lymphoblastic leukemia: a Children's Oncology Group
study”., J Clin Oncol. 2008;26(13):2186-2191.

70) Hector Sarmiento Palao,Fabian Tarin,Fernanda Martirena, et al.,” A reproducible strategy

for analysis of minimal residual disease measured by Standardized multiparametric flow
cytometry in b acute lymphoblastic leukemia”.,Clinical Cytometry-part B,2019,Vol 94-4.

71) Pieters R., de Groot-Kruseman H., Van der Velden V., et al., » Successful Therapy
Reduction and Intensification for Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia Based on
Minimal Residual Disease Monitoring: Study ALL10 From the Dutch Childhood
Oncology Group”., J. Clin. Oncol. 2016; 34:2591-2601

48


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Sarmiento+Palao%2C+Hector
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Tar%C3%ADn%2C+Fabi%C3%A1n
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Martirena%2C+Fernanda

72) Seibel NL, Steinherz PG, Sather HN, et al.,” Early postinduction intensification therapy
improves survival for children and asdolescents with high-risk acute lymphoblastic
leukemia: a report from the Children’s Oncology Group”., Journal of Clinical
Oncology 2008;111:2548-2555

73)Hala M. Abaza, Mervat A.A. Alfeky, et al.,”Neuropilin-1/CD304 Expression by Flow

Cytometry in Pediatric Precursor B-Acute Lymphoblastic Leukemia: A Minimal
Residual Disease and Potential Prognostic Marker”., J Pediatr Hematol Oncol
2018;40:200-207

74) Aaron Kruse, Nour Abdel-Azim, Hye Na Kim, et al.,” Minimal Residual Disease
Detection in Acute Lymphoblastic Leukemia”,Int J Mol Sci. 2020 Feb; 21(3): 1054
75)Roberts KG, Li Y, Payne-Turner D, et al.,” Targetable kinase-activating lesions in Ph-

like acute lymphoblastic leukemia”., N Engl J Med 2014; 371: 1005-1015.

76) Ladetto M., Bruggemann M., Monitillo L., et al.,” Next-generation sequencing and real-
time quantitative PCR for minimal residual disease detection in B-cell
disorders”., Leukemia. 2014; 28:1299-1307.

777 Anthony V. Moorman, Amir Enshaei, et al.,” A novel integrated cytogenetic and genomic
classification refines risk stratification in pediatric acute lymphoblastic leukemia”., Blood
2014, 124: 1434-1444.

78) Locatelli F, Schrappe M, Bernardo ME, et al., "How I treat relapsed childhood acute
lymphoblastic leukemia”., Blood. 2012;120(14):2807-2816.

79) Freyer DR, Devidas M, La M, et al., » Postrelapse survival in childhood acute
lymphoblastic leukemia is independent of initial treatment intensity: a report from the
Children's Oncology Group”., Blood. 2011;117(11):3010-3015.

80) Pulsipher MA, Langholz B, Wall DA, et al., “Risk factors and timing of relapse after
allogeneic transplantation in pediatric ALL: for whom and when should interventions be
tested?”., Bone Marrow Transplant. 2015; 50(9):1173-1179.

¢1)Bhatla T, Jones CL, Meyer JA, et al., “The biology of relapsed acute lymphoblastic
leukemia: opportunities for therapeutic interventions”., J Pediatr Hematol
Oncol. 2014;36(6):413-418

82) G Henze, A v Stackelberg, C Eckert, et al., “ALL-REZ BFM--the consecutive trials for
children with relapsed acute lymphoblastic leukemia”, Klin Padiatr. 2013 May;225
Suppl 1:S73-8.

49


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kruse%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32033444
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abdel-Azim%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32033444
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20HN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32033444
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7037356/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Henze+G&cauthor_id=23700062
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=v+Stackelberg+A&cauthor_id=23700062
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Eckert+C&cauthor_id=23700062

83) Rosenberg A.S., Brunson A., Paulus J.K., et al.,” Secondary acute lymphoblastic
leukemia is a distinct clinical entity with prognostic significance”. Blood Cancer J. 2017,
7: €605

84) Gaynon P.S.,”Childhood acute lymphoblastic leukaemia and relapse”.,Br J Haematol,
2005, vol.131(5), pag. 579-587

85) Bhojwani D, Pui CH. “Relapsed childhood acute lymphoblastic leukaemia”. Lancet
Oncol. 2013; 14: 205-217

86) Tallen G.,Ratei R.,Mann G., et al., "Long-term outcome in children with relapsed acute
lymphoblastic leukemia after time-point and site-of-relapse stratification and intensified
short-course multidrug chemotherapy: results of trial ALL-REZ BFM 90”., J Clin
Oncol, 2010, vol. 28(14)(pg. 2339-2347

87)Bruggemann M, Raff T, Flohr T, et al. “Clinical significance of minimal residual disease

quantification in  adult patients with standard-risk acute lymphoblastic
leukemia”. Blood 2006; 107: 1116-1123

88) Franco Locatelli,Martin Schrappe,Maria Ester Bernardo, et al., "How I treat relapsed
childhood acute lymphoblastic leukemia”, Blood 2012,120 (14),pag: 2807-2816.

89)Borowitz M.J., Wood B.L., Devidas M., et al.”Prognostic significance of minimal
residual disease in high risk B-ALL: A report from Children’s Oncology Group study
AALLO0232”. Blood J. Am. Soc. Hematol. 2015; 126:964-971

90) Short N.J., Jabbour E., ”Minimal Residual Disease in Acute Lymphoblastic Leukemia:
How to Recognize and Treat It. Curr. Oncol. Rep”. 2017]

91) Weili Sun, Jemily Malvar, et al., ”Outcome of children with multiply relapsed B-cell
acute lymphoblastic leukemia: a therapeutic advances in childhood leukemia &
lymphoma study,Leukemia 2018, vol. 32, pag 2316-2325

92) Serbanica A, Radu L,Colita A, et al, ”Studiu retrospectiv 2014-2017, privind analiza
cauzelor de deces, altele decat progresia bolii, la copiii diagnosticati cu Leucemie acuta
limfoblstica; experienta clinicii de Pediatrie IC Fundeni,Revista romana de pediatrie, mai
2019”.

93) Ceppi F, Stephens D, den Hollander BS, et al.”Clinical presentation and risk factors of

serious infections in children with Down syndrome treated for acute lymphoblastic

leukemia”., Pediatr Blood Cancer 2016; 63:1949.

50


javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://www.nature.com/leu

94)David O’Connor, Jessica Bate, Rachel Wade, et al., ”Infection-related mortality in
children with acute lymphoblastic leukemia: an analysis of infectious deaths on
UKALL2003”,Blood journal Aug 2014..

95) Tran Kiem Hao, Pham Nhu Hiep, Nguyen Thi Kim Hoa, et al., ’Causes of Death in
Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia at Hue Central Hospital for 10 Years (2008-
2018)”, Glob Pediatr Health. 2020; 7: 2333794X20901930.

96) T Terwilliger, M Abdul-Hay, et al., ”Acute lymphoblastic leukemia: a comprehensive
review and 2017 update”, Blood Cancer J. 2017 Jun; 7(6): €577

97)Joanna Pierro, Laura E. Hogan, Teena Bhatla, et al. ” New Targeted Therapies for
Relapsed Pediatric Lymphoblastic Leukemia, Expert Rev Anticancer Ther”., 2017 Aug;
17(8): 725-736.

98) https://www.cancer.org/cancer/leukemia-in-children/detection-diagnosis-
staging/survival-rates.html

99) Leukemia - Acute Lymphoblastic - ALL - Childhood: Statistics Approved by
the Cancer.Net Editorial Board, 01/2020 https://www.cancer.net/cancer-types/leukemia-
acute-lymphoblastic-all-childhood/statistics

100) Mertens AC, Yong J, Dietz AC, et al., ”Conditional survival in pediatric
malignancies: analysis of data from the Childhood Cancer Survivor Study and the
Surveillance, Epidemiology, and End Results Program”., Cancer 2015; 121:1108.

101) Cooper SL, Brown PA, “Treatment of pediatric acute lymphoblastic leukemia.”,
Pediatric Clinics of North America, 18 Oct 2014, 62(1):61-73

51


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kiem%20Hao%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32030350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nhu%20Hiep%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32030350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20Hoa%20NT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32030350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6977218/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Terwilliger%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28665419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abdul-Hay%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28665419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5520400/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pierro%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28649891
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hogan%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28649891
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhatla%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28649891
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=28649891
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=28649891
https://www.cancer.org/cancer/leukemia-in-children/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html
https://www.cancer.org/cancer/leukemia-in-children/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html
https://www.cancer.net/about-us/cancernet-editorial-board
https://www.cancer.net/cancer-types/leukemia-acute-lymphoblastic-all-childhood/statistics
https://www.cancer.net/cancer-types/leukemia-acute-lymphoblastic-all-childhood/statistics
https://www.uptodate.com/contents/overview-of-the-outcome-of-acute-lymphoblastic-leukemia-lymphoma-in-children-and-adolescents/abstract/58
https://www.uptodate.com/contents/overview-of-the-outcome-of-acute-lymphoblastic-leukemia-lymphoma-in-children-and-adolescents/abstract/58
https://www.uptodate.com/contents/overview-of-the-outcome-of-acute-lymphoblastic-leukemia-lymphoma-in-children-and-adolescents/abstract/58



