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GLOSSARI

GLOSSARI

AAS: activitat d’asparaginasa en sérum

ADN: acid desoxiribonucleic

AIEOP: Associazione Italiana di Ematologia e Oncologia Pediatrica
AR: alt risc

ASNS: asparagin-sintetasa

ASP: asparaginasa

BFM: Berlin-Frankfurt-Miinster

CAR-T: chimeric antigen receptor-modified T cells

CCG: Children Cancer Group

Cl: interval de confianca

COG: Children Oncology Group

CTCAE: Common Terminology Criteria for Adverse Events
DCOG: Dutch Childhood Oncology Group

DFCI: Dana-Farber Cancer Institute

DMSO: Dimetilsulfoxid

DTMP: desoxitimidina monofosfat

ECG: electrocardiograma

E. coli-ASP nativa: asparaginasa d’Escherichia coli nativa
EMA: European Medicines Agency

ETP: Early T-cell precursor

EV: endovends

Erwinia-ASP: asparaginasa d’Erwinia chrysanthemi
FDA: US Food and Drug Administration

G-CSF: granulocyte colony-stimulating factor

GWAS: Genome-Wide Association Studies

HSJD: Hospital Sant Joan de Déu

IC: incidéncia acumulada

IM: intramuscular

IS: inactivacio silent

LALA: leucémia aguda de linia ambigua

LCR: liquid cefalorraquidi

29



LLA: leucémia limfoblastica aguda

LLA-B: leucémia limfoblastica aguda de fenotip B

LLA Ph+: leucemia limfoblastica aguda amb cromosoma Philadelphia
LLA-T: leucemia limfoblastica aguda de fenotip T

LMA: leucémia mieloide aguda

MAR: molt alt risc

MRM: malaltia residual minima

NGS: next generation sequencing

NOPHO: Nordic Society of Paediatric Haoematology and Oncology
OR: Odds ratio

PCR: proteina C reactiva

PEG-ASP: asparaginasa d’Escherichia coli polietile glicolat
PETHEMA: Protocolo para el Estudio y Tratamiento de las Hemopatias Malignas
POG: Pediatric Oncology Group

PREM: patient-reported experience measure

PRO: patient-reported outcome

PROM: patient-reported measure

PdL: Ponte di Legno Consortium

PTWG: Ponte di Legno Toxicity Working Group

RE: risc estandard

RI: risc intermedi

RC: remissio completa

scFV: regio variable de cadena Unica de les immunoglobulines
SEHOP: Sociedad Espafola de Hematologia y Oncologia Pediatricas
SG: supervivencia global

SIADH: sindrome de secrecid inadequada d’hormona antidilirética
SICRH: Saint Jude Children’s Research Hospital

SLE: supervivéncia lliure d’esdeveniment

SLTG: supervivencia lliure de toxicitat greu

SNC: sistema nervids central

TEV: tromboembolisme vends

TPH: transplantament de progenitors hematopoietics

TPMT: tiopurinmetiltransferasa

VP-16: etoposid
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ARTICLES QUE COMPONEN LA TESI

Tesi en format classic amb un treball no publicat i 1 article annexat. Els dos treballs s’enfoquen
en l'estudi de factors de toxicitat al tractament de la leucémia limfoblastica aguda (LLA)

pediatrica.

Treball 1: Estudi de factors clinics i biologics associats a toxicitat en el tractament de la LLA

pediatrica.

Treball 2: Estudi de la incidéncia d’al-lergia clinica a I'asparaginasa (ASP) en una série de pacients
pediatrics amb LLA tractats amb el mateix protocol terapeutic i emprant diferents formulacions
i esquemes d’administracié del farmac. Treball publicat en forma d’article: Mesegué M, Alonso-
Saladrigues A, Pérez-Jaume S, et al. Lower incidence of clinical allergy with PEG-asparaginase
upfront versus the sequential use of native E. coli asparaginase followed by PEG-ASP in pediatric
patients with acute lymphoblastic leukemia. Hematol Oncol. 2021;39(5):687-696. Factor

impacte 4,850, quartil 2, area de coneixement Hematologia.
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1. LEUCEMIA AGUDA PEDIATRICA

INTRODUCCIO

La leucemia aguda és una malaltia neoplasica caracteritzada per I'expansio clonal de

cél-lules malignes originades a partir de cel-lules progenitores hematopoetiques de linia limfoide

(leucémia limfoblastica aguda, LLA) o mieloide (leucemia mieloide aguda, LMA). La LLA es

classifica en LLA-B o LLA-T segons el seu immunofenotip. L'immunofenotip més freqiient és la

LLA-B i representa el 85% dels casos pediatrics, tot i que aquest percentatge pot variar en funcio

de I'edat al diagnostic o I'etnia(1). En una proporcio infreqliient de casos (1-5%) la leucemia

aguda és de linia ambigua (LALA). La LALA inclou els casos amb fenotip complex amb multiples

llinatges leucemics de forma simultania, ja sigui com a poblacions cel-lulars diferents o com una

sola poblacié que expressa diferents caracteristiques, i les leucémies indiferenciades(2).

La LLA és el cancer pediatric més freqlient i representa aproximadament el 25% dels

cancers diagnosticats en I'edat pediatrica(1), tal i com mostra la figura 1.
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= Sarcomes de parts toves

= Tumors renals

m Tumors germinals
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= Tumors epitelials
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m Altres

Figura 1. Incidéncia del cancer infantil a Espanya a I'lany 2020. Figura realitzada a partir de les

dades publicades en el registre RETI-SEHOP(3) de la incidéncia del cancer infantil a Espanya a

I"any 2020.
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La incidéncia de la LLA pediatrica és de 36,2 casos/1.000.000 habitants I'any, amb un pic

d’edat entre els 2 i els 5 anys(1) (veure figura 2).

Acute Lymphocytic Leukemia (ALL)
SEER Incidence Rates by Age at Diagnosis, 2015-2019
Observed SEER Incidence Rate By Sex, All Races
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Figura 2. Distribucio per edat de la incidéncia de leucémia limfoblastica aguda. Extret de
National Cancer Institute. Surveillance, Epidemiology, and End results program (SEER)

explorer(4).
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2. SUPERVIVENCIA

INTRODUCCIO

La supervivéncia dels pacients pediatrics afectes de LLA ha augmentat de forma molt

important en les Ultimes décades gracies a una millor estratificacié dels pacients en grups de

risc, 'adaptacio de la intensitat del tractament quimioterapic per a cada cas segons el seu risc

de recidiva i la millora en el tractament de suport (p.e.: tractament i profilaxi de les infeccions).

Actualment la taxa de supervivéncia als 5 anys dels pacients pediatrics afectes de LLA en paisos

de renda alta supera el 90%(1,5) (veure figura 3).

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

Probability of overall survival

0.2

0.1

843414
90.9+ 158

Total XVI (n=598) 2007-2017
4 \n3_511.1
~ 021414 917430
i T VLT IRPON Total XIIA, XIIIB, and XIV (n=465) 1991-1999
b \80.6 1.7 e -
T Jotal Xi and Xil (n=546) 19841991
1 Td 121
PPy Total X (n=428) 1979-1983
Total V—IX (n=825) 19671979
E AFATNT 410817 ——aﬁ-‘_
] e Total |-V (n=90) 1962-1966
T 10.0+3.0 L
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Years from diagnosis

Figura 3. Supervivencia global (SG) de pacients pediatrics afectes de LLA segons I'any de

tractament en la institucio Saint Jude Children’s Research Hospital (SJICRH)(1).

Un altre factor que ha contribuit en gran part a aconseguir aquesta alta taxa de supervivéncia

son les millores en les noves combinacions de farmacs i esquemes quimioterapics. Molts

d’aquests farmacs ja eren coneguts des de fa decades. De forma empirica, i dins del marc de

protocols internacionals, s’han anat introduit canvis en els esquemes quimioterapics basats en

els resultats d’estudis comparatius amb cohorts historiques i assajos clinics aleatoritzats(6). La

creacio de grans grups cooperatius nacionals i internacionals per a I’estudi i tractament de la LLA

ha sigut clau per a avancar gracies a I'aplicacié de protocols en el context d’assaigs clinics.
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Algunes de les troballes rellevants en les Ultimes dues decades en els diferents protocols d’estudi
de LLA son les seglients. En el protocol de la Associazione Italiana di Ematologia e Oncologia
Pediatrica (AIEOP)/Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM) ALL 2000 s’evidencia que I'administracio de
dexametasona en induccid, en canvi de prednisona, no aporta beneficis en termes de
supervivencia exceptuant el subgrup de pacients amb LLA-T i bona resposta a prednisona.

Els resultats del protocol COG AALLO331 van mostrar que, en els pacients de risc estandard (RE),
una intensificacié de la consolidacié no millora el pronostic. El Dana-Farber Cancer Institute
(DFCl) ALL Consortium protocol 05-001 confirma que ambdues vies d’administracio
d’asparaginasa pegilada (PEG-ASP), endovenosa (ev) i intramuscular (im), presenten un perfil
similar d’eficacia i de toxicitat. L’adaptacid de la intensitat del tractament en funcié dels nivells
de malaltia residual minima (MRM) pot millorar els resultats i ha estat util en diversos protocols

com el DCFI, DCOG entre altres(5) (veure taula 1).

Study ________lvearsofstudy|

AIEOP/BFMALL2000  2000-2006 Dexamethasone in induction resulted in less relapse but more treatment-related mortality
than did prednisone. There was no survival benefit with dexamethasone except for T-ALL
patients with good prednisone response.

COG AALL0232 2004-2011 5-y EFS and OS were better with HD-MTX than with C-MTX. Patients aged 1-9y who received
dexamethasone and HD-MTX had better outcomes than those in other groups.

COG AALLO331 2005-2010 SR patients had excellent outcomes. Adding intensified consolidation did not improve
outcomes in patients with SR-average disease.

COG AALLO434 2007-2014 5-y DFS and OS were better with C-MTX than with HD-MTX.

DFCI ALL Consortium  2005-2010 IV PEG-asparaginase had similar toxicity and efficacy and resulted in less anxiety when

Protocol 05-001 compared with IM native E. coli asparaginase.

DCOG ALL10 2004-2012 MRD-based therapy reduction and intensification were successful.

MRC UK ALL 2003 2003-2011 MRD-based therapy reduction and intensification were successful.

NOPHO ALL2008 2008-2014 Pediatric-based protocol is tolerable and effective for young adults.

SJCRH Total XVI 2007-2017 Additional intrathecal therapy during early induction improved CNS control (any CNS relapse
at 5-y: 1.5%).

AIEOP/BFM: Associazione Italiana di Ematologia e Oncologia Pediatrica/Berlin-Frankfurt-Miinster; ALL: acute lymphoblastic leukemia; B: B-lineage; Cl:
confidence interval; CNS: central nervous system; C-MTX: Capizzi methotrexate; COG: Children’s Oncology Group; DCOG: Dutch Childhood Oncology
Group; Dex: dexamethasone; DFCI: Dana-Farber Cancer Institute; DFS: disease-free-survival; EFS: event-free survival; HD-MTX: high-dose methotrexate;
HCT: hematopoietic cell transplantation; HR: high-risk; IM: intramuscular; IR: intermediate-risk; IV: intravenous; k. x 103/uL; LR: low-risk; MRC UK:
Medical Research Council United Kingdom; MRD: minimal residual disease; MTX: methotrexate; n: number; NA: not available; NOPHO: Nordic Society
of Pediatric Hematology and Oncology; OS: overall survival; PEG: polyethylene glycol; Pred: prednisolone; pts: patients; R: randomization; SE: standard
error; SER: slow early response; SJCRH: St. Jude Children’s Research Hospital; SR: standard-risk; T: T-lineage; WBC: white blood cell; y: year.

Taula 1. Troballes rellevants en les Ultimes dues decades en els diferents protocols d’estudi de LLA. Taula adaptada

de (5).

A Espanya, I'aplicacié dels diversos protocols terapeutics consecutius dins el context de la
Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatricas (SEHOP), també s’ha traduit en un
increment progressiu de la supervivencia global (SG) i lliure d’esdeveniment (SLE) (veure figura

4).
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Figura 4. Supervivencia lliure d’esdeveniment (SLE) de pacients pediatrics amb LLA segons I'any
de tractament obtinguda amb els protocols successius de la SEHOP. Extret de la guia
Recomendaciones terapéuticas LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 Version 2.0 (09.10.2014). Sociedad

Espafiola de Hematologia y Hemoterapia. [internet](7).

Donades les altes taxes actuals de SG, aconseguir una millora encara més gran en el pronostic
utilitzant la quimioterapia convencional és tot un repte. De fet, si comparem les taxes de SG als
5 anys de dos dels protocols de tractament de referéncia més recents (St. Jude Total Therapy XV

i XVI), no es troba milloria (93,5% vs. 94,1% respectivament)(8,9).

La intensitat terapéutica dels regims quimioterapics actuals ha arribat al limit de la tolerancia.
Per tant, una major intensificacié de la quimioterapia convencional només comportaria un
minim increment en la supervivencia a expenses d’un augment dels efectes adversos o, fins i
tot, cap millora degut a I'augment de mortalitat secundari a la toxicitat. Com a estrategies
prometedores per a millorar el pronostic d’aquests pacients, recentment han aparegut diverses
terapies dirigides a nivell molecular i nous tractament basats en immunoterapia. Per a poder
optimitzar I'ds d’aquets nous tractaments son imprescindibles la caracteritzacié genética
detallada de les cel-lules leucemiques i I'avaluacié de la resposta al tractament personalitzada

mitjancant la determinacio dels nivells de MRM.
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Estratificacio

Els protocols de tractament quimioterapic actuals estratifiquen als pacients dins dels
diferents grups de risc en funcié de factors clinics (p.e.: edat 1-9,9 anys vs. < 1 any o > 10 anys),
xifra de leucocits al debut (<50.000/mm?3 vs. >50.000/mm?3), caracteristiques citogenétiques i

genomiques dels blasts i la resposta al tractament avaluada mitjan¢ant la MRM(1) (veure figura

5).
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Figura 5. Supervivencia lliure d’esdeveniment (SLE) en LLA-B pediatrica en funcié dels grups de

risc citogenetics(10).

L’edat (< 1 any 6 = 10 anys d'edat), la xifra de leucocits (220 é =50 x 10°/L segons el protocol), la
raca (hispans i negres), el sexe masculi, el llinatge T, la infiltracié del sistema nervids central
(SNC) i els pacients afectes de sindrome de Down sén factors de mal pronostic (taula 2), tot i

que el seu efecte pot estar matisat pels nous esquemes quimioterapics i un millor tractament

de suport.
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Patient and clinical characteristics

Age at diagnosis
Sex

Race

Down syndrome

WBC counts at diagnosis

CNS involvement at diagnosis

Testicular involvement

INTRODUCCIO

Factor ______________Better ___________________ _Jworse |
1to<10years <lyearor210years
Female Male
Caucasian, Asian African American, Hispanic
No Yes
<50 x 10°/L >50x 10°/L
CNS 1 CNS 2 and CNS 3, traumatic tap with blasts
No Yes
B-ALL T-ALL

Immunophenotype

Cytogenetic and genetics

Minimal residual disease

High hyperdiploidy (51-65 chromosomes)
ETV6-RUNX1: t(12;21)(p13.2;q922.1)
NUMTI1 rearrangement

Negative
Continuously decreasing and becoming
negative

Hypodiploidy (<44 chromosomes)
KMT2A rearrangement: t(v;11923.3)
BCR-ABL1: t(9;22)(q34.1;011.2) (Ph+)
BCR-ABL1-like (Ph-like)

TCF3-HLF : 1(17;19)(q22;p13)

MEF2D rearrangement

iAMP21

BCL2 or MYC rearrangements
Positive

Increasing and/or persistently positive while
monitored

WBC: white blood cell; CNS: central nervous system; ALL: acute lymphoblastic leukemia; Ph: Philadelphia chromosome.

Taula 2. Factors de risc en LLA pediatrica. Taula adaptada de (5).

El principal factor pronostic clinic és I'edat. Els pacients entre 1 i 10 anys conformen el

grup de millor pronostic, mentre que el risc de recaiguda és més elevat en adolescents i lactants

menors d’un any (figura 6).
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La diferencia en la supervivencia entre pacients menors de 10 anys i els adolescents pot
explicar-se per les diferents caracteristiques genetiques de la leucemia: els pacients adolescents
tenen una major incidéncia d’alteracions biologiques d'alt risc (reordenament BCR::ABL1, LLA-T,
etc.) i una menor incidéncia d’alteracions biologiques favorables (alta hiperdiploidia, t(12;21)/
ETV6::RUNX1)(5,12), (figures 7 i 8). D’altra banda, els pacients entre 1i 10 anys tenen una millor

tolerancia al tractament.
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Figura 7. Distribucié dels subtipus de LLA-B dins de cada grup d’edat(5).
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Figura 8. Supervivéncia lliure d’esdeveniment (SLE) en LLA segons el subtipus biologic(11).
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Gracies als estudis genomics, la LLA pediatrica s’ha subdividit en més de 30 subgrups
genetics amb importancia pronostica. En la LLA-B els subtipus genomics més freqlients son les
aneuploidies (hiperdiploidia amb més de 50 cromosomes o hipodiploidia amb menys de 40
cromosomes) i els reordenaments genétics (gens de fusié ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1, BCR::ABL1
i el reordenament de KMT2A (MLL). En els ultims anys s’han descrit noves alteracions genétiques
amb pronostic definit, algunes de les quals ja s’han incorporat als protocols terapeutics actuals
per estratificar els pacients. Algunes d’elles sén les LLA BCR::ABL1-like o LLA Ph-like,
I"'amplificacié intracromosomica del cromosoma 21 (iAMP21), els reordenaments de DUX4,
ZNF384, MEF2D, PAX5, NUTM1 i les LLA ETV6::RUNX1-like. Existeixen diverses alteracions
genetiques que es poden detectar en la LLA-T pero, fins al moment, no s’ha descrit una
associacié clara amb el pronostic o sén alteracions en les que la seva relacié amb el pronostic

depen del protocol de tractament utilitzat(13,14) (figura 9).
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Figura 9. Distribuci6 dels subtipus genétics de LLA(1).
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La caracteritzacié de les alteracions genétiques ens les cél-lules blastiques permet la identificacid
d’alteracions de mal pronostic i la possibilitat d’incorporar el tractament amb terapies dirigides

a nivell molecular per a reduir el risc de recaiguda (taula 3).

Category Characteristics Therapeutic Approach
B-lymphoblastic leukemia

Low-risk genetics
ETV6/RUNX1 Excellent prognosis Reduction of intensity, MRD based
Hyperdiploidy Excellent prognosis Reduction of intensity, MRD based
Most have focal ERG deletions and
favorable outcome despite /IKZF1 alterations
Intermediate-risk genetics

DUX4-rearranged Standard dose intensity, MRD based

TCF3/PBX1 Higherincidence in African .Americans, Stan'dard d.ose' intensity, MRD based,
cytoplasmic p-chain intensive intrathecal therapy
PAX5alt PAX5 fusions, mutation, or amplifications  Standard dose intensity, MRD based
. ) i Standard dose intensity, MRD based,
PAX5 p.Pro80Arg Frequent signaling pathway alterations

JAK inhibitors

Peak age and prognosis vary by fusion

ZNF384-rearranged R .
partner, expression of myeloid markers

Standard dose intensity, MRD based

. Additional copies of chromosome 21, worse .
iAMP21 R . . Intensification of therapy
outcome with low-intensity therapy

Rare; more common in infants, excellent

NUTM1-rearranged * . Standard dose intensity, MRD based
prognosis
High-risk genetics
Near-haploid 24-31 chromosomes, Ras-activating Intensification of therapy, MRD
mutations, inactivation of IKZF3 based, BCL-2 inhibitors
32-39 chromosomes, TP53 mutations Intensification of therapy, MRD

Low-hypodiploid
ow-hypodipiol (somatic and germline) based, BCL-2 inhibitors

Prognosis improved with ABL1 inhibitors,
common deletions of IKZF1

BCR/ABL1-like; JAK-STAT activating CRLF2 rearranged (/IGH-CRLF2, P2RYS8-
mutation CRLF2), JAK1/2, EPOR, IL7R, SH2B3 mutation

BCR/ABL1 ABL1 inhibitors, BCL-2 inhibitors

JAK inhibitors, BCL-2 inhibitors

Kinase-activating lesions, potentially

BCR/ABL1-like; ABL1-cl
/ ke class amenable to kinase inhibition

ABL1 inhibitors, BCL-2 inhibitors

DOTI1L inhibitors, menin inhibitors,

Common in infant ALL, few cooperating o i
proteasome inhibitors, histone

KMT2A (MLL) -rearranged

mutations
deacetylase inhibitors, BCL-2
MEF2D-rearranged Mature B cell Ieuk(?mia mt?rphology, Histone deacetylése'irThibitors,
cytoplasmic p-chain proteasome inhibitors
TCF3-HLF Rare; dismal prognosis BCL-2 inhibitors

Similar gene expression profile to ETV6-
RUNX1 but lacks fusion
T-lymphoblastic leukemia
Deregulation of TAL1, TAL2, LYL1, LMO1,
Non-early T-cell precursor LMO2, TLX1 (HOX11), TLX3 (HOX11L2), and

HOXA; NOTCH1 activating mutation

ETV6/RUNX1-like * Intensification of therapy, MRD based

Standard dose intensity, MRD based,
nelarabine, BCL-2 inhibitors

Standard dose intensity, MRD based,
JAK-STAT activating mutation Approximately 25% of patients with T-ALL nelarabine, JAK inhibitors, BCL-2
inhibitors
Standard d intensity, MRD based,
Fusion with BCR and NUP214, potentially  ~ onoard ¢ose€ Intensity ase

ABL1 fusions (e.g., NUP214-ABL1) R R . ABL1inhibitors, nelarabine, BCL-2
amenable to tyrosine kinase inhibition inhibitors

Mutations in transcriptional regulators, JAK-
Early T-cell precursor ALL STAT and Ras signaling, and epigenetic
modifiers

Standard dose intensity, MRD based,
JAK inhibitors, BCL-2 inhibitors

* Newly identified subgroups, necessary to confirm their prognosis in a larger number of patients. Abbreviations: MRD, minimal residual
disease; iAMP21, intrachromosomal amplification of chromosome 21; ALL, acute lymphoblastic leukemia.

Taula 3. Subtipus genétics en LLA i aproximacio terapeutica. Taula adaptada de (1).
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Tot i que la caracteritzacid genética és essencial per a la estratificacié en grups de risc,
I'avaluacio de la resposta al tractament mitjancant la MRM té un impacte important ja que és

un dels principals factors pronostics(15).

Aguest factor pronostic engloba els factors inherents a la malaltia (biologia de la leucémia), els
factors de I’'hoste (genética del pacient) i el tractament rebut. La resposta al tractament es valora
mitjancant la microscopia optica: la preséncia de blasts en sang periferica després de 8 dies de
tractament amb prednisona 6 a la medul-la ossia després de 15 dies de tractament
guimioterapic. També es pot avaluar la resposta en termes de MRM amb metodes més sensibles
i especifics, com la citometria de flux o tecniques de biologia molecular. La citometria de flux
avalua la MRM mitjancant la identificacié de I'immunofenotip aberrant de la leucémia amb una
elevada sensibilitat (1x10* o superior). Les técniques de biologia molecular, com la PCR
guantitativa, avaluen la MRM estudiant el reordenament especific de cada pacient dels gens de
les immunoglobulines i els receptors de cel-lules T, o bé els transcrits dels gens de fusid si estan
presents, amb una sensibilitat d’1x10°- 1x10°®. L’avaluacié de la MRM al final de la induccié o
consolidacid i en punts més tardans del tractament és el factor pronostic més important(16,17).
A més a més, en molts protocols, la MRM ha permeés readaptar la intensitat del tractament en

els diferents punts d’avaluacié(15).

En els ultims anys, les noves tecnologies d’alta complexitat com la next generation sequencing
(NGS) s’han comencat a implantar en I’estudi de la MRM en diferents grups cooperatius. La NGS
té una sensibilitat de 1x10™° o superior. Amb aquesta tecnologia, la MRM negativa al final
d’induccié determinada mitjangant NGS s’ha associat amb una SG del 100% en pacients de risc

estandard(18).

Recentment, en un treball de consens entre diferents experts dels principals protocols
internacionals en LLA, inclos el grup espanyol SEHOP-PETHEMA, s’han incorporat les técniques
d’avaluacié de MRM en els criteris de resposta al tractament, incorporant aquestes técniques
en les definicions de remissid i recaiguda de forma que, quan és possible, aguestes tecniques

poden fins i tot substituir la definicid classica de resposta citologica(19) (taula 4).
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BM 1

Cytomorphology Others Cytomorphology
M3 Not necessary to define relapse Not necessary to define relapse
M2 One other test* with 21% blasts Not necessary to define relapse
M2 None M2
M1 Two other tests* with 21% blasts | Not necessary to define relapse

*Second bone marrow evaluation >1 wk later.
* FISH/karyotype/PCR demonstrating leukemia-specific marker.

v BM 2t

MRD Others MRD

>25% Not necessary to define relapse Not necessary to define relapse
Five to <25% One other test* with >1% blasts Not necessary to define relapse
Five to <25% None Two tests* with 21% blasts
One to <5% Two other tests* with 21% blasts Not necessary to define relapse
One to <5% Zero or 1 other test* with >1% blasts Two tests* with >1% blasts

tSecond bone marrow evaluation 21 wk later.
*FCM/PCR/NGS-based MRD or FISH/karyotype/PCR demonstrating leukemia-specific marker or M2/M3 morphology.

Cytomorphology Cytomorphology Others
CNS3* Not necessary to define relapse Not necessary to define relapse
CNS2 CNS2 One other positive test

tSecond CSF evaluation 21 wk later.
*May be defined by cytomorphology, imaging, or biopsy.

Legend for table 1, 2 and 3:
BM: bone marrow, CNS: central nervous system, CSF: central spinal fluid, EM: extramedullary sites, FCM-MRD: flow

cytometric minimal residual disease, FISH: fluorescense in situ hybridization, MRD: minimal residual disease, NGS-MRD:
next generation sequencing minimal residual disease, PCR-MRD: polymerase chain reaction minimal residual disease.

Taula 4. Criteris per a la definici6 de recaiguda en LLA pediatrica. Taula adaptada de (19).
Taula 4.1. Recaiguda medul-lar (MRM no disponible).
Taula 4.2. Recaiguda medul-lar (MRM disponible).

Taula 4.3. Recaiguda a sistema nerviés central.

En pacients pediatrics afectes de LLA que han rebut un transplantament al-logénic de
progenitors hematopoiétics (al-lo-TPH), una MRM negativa pre al-lo-TPH i la MRM negativa post
al-lo-TPH s’han associat de forma significativa amb un nombre menor de recaigudes i una millor
supervivencia(20). De la mateix manera, els pacients que presenten una MRM per NGS negativa
post terapia amb chimeric antigen receptor-modified T cells (CAR-T) tenen un millor pronostic

comparat amb aquells amb MRM positiva(21,22).

A I'hora de considerar I'estratificacié en grups de risc, s’ha de considerar la MRM
juntament amb la classificacié genética i els factors clinics (edad, xifra de leucocits al diagnostic,
immunofenotip). Els pacients amb alteracions genétiques de bon pronostic solen negativitzar la
MRM més rapid que aquells que presenten alteracions genetiques de mal prondstic o

immunofenotip LLA-T. A més a més, tal i com s’ha vist en les LLA amb el reordenament
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ETV6::RUNX1 o hiperdiploides, alguns pacients amb alteracions genétiques de bon pronostic
perd una negativitzacié lenta de la MRM es poden curar augmentant la intensitat de la
quimioterapia(1). Per altra banda, els pacients amb alteracions genétiques d’alt risc de recaiguda

tenen un pitjor pronostic tot i presentar una MRM negativa al final de la induccidé(23) (figura 10).
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Figura 10. Relacid entre la MRM i el risc de recaiguda en cada subtipus genétic de LLA(23).
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3. TRACTAMENT

El tractament de la LLA consta de 3 fases: remissid a la induccid, consolidacié (o
intensificacié) per a eliminar residus de la leucemia i manteniment (o continuacid) per a
assegurar el manteniment de la remissié. El tractament inclou tant la profilaxi com el tractament

de la infiltracié del SNCi dura entre 2 i 2 anys i mig.

La majoria de farmacs quimioterapics convencionals van ser desenvolupats abans de 1970. La
dosificacid i les pautes optimes dels regims de poliquimioterapia es van desenvolupar gracies a
ajustos de dosis basats en la tolerabilitat i, en les dues ultimes décades, la resposta al tractament
avaluada mitjancant la MRM i estudis individualitzats de farmacogenomica i farmacodinamica.
El TPH s’ha utilitzat com a tractament en pacients de molt alt risc de recaiguda. Durant I'tltima
década, han aparegut com a noves estratégies terapeutiques les terapies moleculars dirigides i
la immunoterapia. Inicialment eren utilitzades en protocols de recaiguda perd actualment ja

s’han incorporat com a estrategies de tractament en primera linia(5).

L'objectiu del tractament d’induccié és induir una remissi6 completa (RC) mitjangant
I’erradicacio de la poblacié inicial de cél-lules leucemiques i la restauracié de la hematopoesi
normal. El tractament d’induccié a la remissié, la fase IA, inclou 3 farmacs (glucocorticoides
[prednisona o dexametasona], vincristina i asparaginasa (ASP)) o 4 farmacs incloent
antraciclinics (generalment daunorubicina). El tractament d’induccié s’administra durant 4-6
setmanes i permet assolir la RC (és a dir, < 5% de blasts a la medul-la 0ssia) en aproximadament
el 98% dels pacients pediatrics(5). Els pacients que no aconsegueixen arribar a la RC al final de
la induccié tenen un pronostic molt desfavorable. Aquests pacients, aixi com els que tenen una
MRM alta (>1%) al finalitzar la induccid o persistent després de la consolidacié sén candidats a

tractaments més intensius, que inclouen el al-lo-TPH(24).

Amb la restauracié de I'hemopoesi normal, els pacients en RC seguiran amb el tractament de
consolidacid. La consolidacié inclou ciclofosfamida, citarabina i 6-mercaptopurina. En pacients
afectes de LLA-B, la SLE als 5 anys és del 92,3% en aquells que presenten una MRM negativa al
final de la fase IA (dia +33 de tractament) i de la fase IB (dia +78). Per altra banda, els pacients
que presenten una MRM positiva post IAi/o post IB tenen pitjor pronostic: sila MRM és positiva

perd < 103 al dia +78 la SLE és del 77,6% i si és > 102 al dia +78 la SLE disminueix fins al 50,1%(16).
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El metotrexat és un quimioterapic important per al control de la leucémia a nivell sistemic i de
la malaltia a SNC i testicular. El metotrexat s’administra a altes dosis (2-5g/m?) amb rescats de
folinat i 6-mercaptopurina o a dosis intermédies en escalada (100-300 mg/m?) sense rescats de

folinat i seguit de tractament amb ASP (regim Capizzi)(25).

El tractament de consolidacié va seguit del tractament de reinduccié que consisteix en una
combinacié de farmacs similar a la utilitzada durant les fases IA i IB. La fase de reinduccid és un
periode critic en el tractament de la LLA, tant en els pacients de risc estandard com en els
pacients d’alt risc. La reduccié de la durada i de les dosis de quimioterapia del tractament de
reinduccié comporta un augment del risc de recaiguda en els pacients de risc estandard, en
especial aquells que no presenten un reordenament ETV6::RUNX1 o que tenen una edat > 7 anys

en el moment del diagnostic(26).

Les nenes i nens amb LLA requereixen tractament de continuacié o manteniment a llarg termini.
El tractament de manteniment sol durar > 1 any i consisteix en 6-mercaptopurina diaria i
metotrexat setmanal, amb o sense ASP i/o vincristina amb polsos de corticoesteroides. Els
intents d’escurcar la durada del tractament s'han traduit en un alt risc de recaiguda després del
cessament de la terapia, amb I'excepcid dels pacients amb LLA-B madura (tipus Burkitt) que
segueixen protocols especifics més curts. Els resultats d’un estudi van mostrar que la suspensid
del tractament de manteniment al cap d’un any del diagnostic augmentava el risc de recaiguda
de forma significativa (38,8 + 2,8% als 12 anys des del diagnostic), tot i que alguns subgrups
genetics com TCF3::PBX1 i ETV6::RUNX1 s’associaven a un pronostic excel-lent(27). Una
adherencia <95% al tractament amb 6-mercaptopurina diaria s’ha associat amb un risc de
recaiguda 2,7 cops major si ho comparem amb els pacients amb una adheréencia 295%(28).
Classicament, les indicacions referents a I'administracié de la 6-mercaptopurina eren
administrar-la al vespre, sense mesclar-la amb productes lactics i prendre-la en deju. Tanmateix,
sembla que, amb els protocols actuals, aquestes restriccions no afecten al pronostic ni als nivells

de tioguanina intraeritrocitaria sempre i quan s’administri a la mateixa hora cada dia(29).

El tractament de la LLA inclou la terapia dirigida al SNC. Donat l'alt risc de seqleles
neurocognitives tardanes, alteracions endocrinologiques i segons tumors, la radioterapia
intracranial en primera linia s’ha substituit ampliament per la quimioterapia intratecal i
quimioterapia sistémica amb activitat a nivell de SNC (dexametasona, metotrexat a altes dosis i
ASP). En un metaanalisi internacional, la radioterapia intracranial disminuia la incidencia de la

recaiguda aillada a SNC en pacients amb infiltracié del SNC al diagnostic (SNC-3) pero la SG era
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similar a la d’aquells pacients que no havien rebut quimioterapia intracranial(30). Tant els
pacients amb SNC-3 com aquells amb SNC-2 (<5 leucocits/uL amb preséncia de blasts) en el
moment del diagnostic s’han associat amb un pitjor pronostic i un risc augmentat de recaiguda
a SNC. Per tant, aquests pacients requereixen un tractament quimioterapic intratecal més
intensiu(31). Una puncié lumbar traumatica en el moment del diagnostic pot introduir blasts

circulants al liquid cefalorraquidi (LCR) i també s’associa a pitjor pronostic(32).

3.1 Mecanisme d’accid

Els mecanismes d’accio dels farmacs antitumorals es resumeixen a la taula adjunta (taula
5). La majoria dels farmacs produeixen el seu efecte citotoxic interferint en alguna fase de la
sintesi d’ADN i ARN en les cél-lules tumorals o en la funcié d’algun acid nucleic essencial per a
aquest procés. Desafortunadament, aquests agents també alteren les mateixes vies

metaboliques de les cél-lules sanes, fet que comporta 'aparicié d’efectes no desitjats.

Actuen sobre I’ADN. Introdueixen grups alquil intra i
entre els filaments d’ADN evitant o alterant la
duplicacid cel-lular. Actuen en la fase S cel-lular.

ALQUILANTS

Mostassa

Ciclofosfamida .
nitrogenada

. Mostassa

Ifosfamida .
nitrogenada

Actuen sobre I’ADN. Son substancies analogues als
components del metabolisme intermediari cel-lular.
Interfereixen en el seu metabolisme, sobretot en la
sintesi d’ADN i ARN. Son especifics de la fase S
cel-lular.
Inhibeix competitivament I’enzim dihidrofolat
reductasa bloquejant la conversié de folats a la seva
forma activa. Inhibeix la sintesi de purines i de
desoxitimidina monofosfat (DTMP). Inhibeix la
produccio de desoxiribonucleotids
Inhibeixen la sintesis de purines actuant com a fals
substrat. Inhibeixen la produccié de ribonucleotids.

ANTIMETABOLITS

Metotrexat Analeg d’acid folic

6- Mercaptopurina

6- Tioguanina Analegs de purina

. . Analeg de Inhibeix I’ADN polimerasa i inhibeix I'elongacié de
Citarabina Lo ,
pirimidina I’ADN
. R . Inhibeix la sintesi d’ADN incorporant-s’hi en forma de
Nelarabina Analeg de guanina
ara-GTP
Fludarabina Analeg d’adenosina  Inhibeix 'ADN polimerasa i la ribonucleotid reductasa
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ANTIBIOTICS CITOTOXICS Actuen sobre PADN. Mecanisme d’accié multiple: 1)
s’intercalen entre les bases de I’ADN alterant la
replicacid i transcripcié proteica. 2) Inhibeixen la
topoisomerasa Il donant lloc al trencament de I’ADN i
I"alteracio dels processos de reparacio. 3) Alteren la
membrana cel-lular mitjangant la unio a proteines
especifiques (cardiolipina) i donant lloc a la produccio
de radicals lliures.

- Doxorubicina
Antraciclines ..
Daunorubicina
ALCALOIDES
Actuen sobre els microtibuls. Actuen sobre la mitosi
Vincristina sense afectar ’ADN. S’uneixen a la tubulina i
Alcaloides de la vinca Vinblastina bloquegen la seva capacitat de polimeritzar-se en
microtubuls fent que s’aturi la divisio cel-lular

Actua sobre I’ADN. Inhibeix la topoisomerasa Il
Epipodofilotoxines Etoposid donant lloc al trencament irreversible de I’ADN.
Inhibeix la sintesi d’ARN.

MISCEL-LANIA
Prednisona, Inhibeixen la proliferacid leucocitaria. Activen les vies
Corticoesteroides dexametasona, d’apoptosi alterant I'expressio genetica a nivell
prednisolona d‘ARNm.

Actua sobre les proteines. Hidrolitza I'aminoacid L-
asparagina, necessari per a la sintesi de proteines,
essencial per als blasts i no essencial per a la resta de
cél-lules.

L-Asparaginasa

Taula 5. Mecanisme d’accié dels farmacs quimioterapics. Taula realitzada a partir de les dades del Comité de

Medicamentos de la Asociacion Espafiola de Pediatria(33).

3.2 Transplantament de progenitors hematopoétics (TPH)

Les indicacions de I'al-lo-TPH és un tema en constant revisié. L’al-lo-TPH augmenta la
intensitat del tractament mitjancant I'administracié d'un acondicionament amb quimioterapia
a dosis altes associat sovint a radioterapia (irradiacié corporal total). La irradiacié corporal total
ha demostrat ser un component molt important en I'acondicionament en la LLA(34).

A més, I'al-lo-TPH aporta com a mecanisme antileucemia I'efecte de I'empelt contra la leucémia.
Aquest contribueix a la reduccid del risc de recidiva, tot i que s'associa a una taxa de morbi-
mortalitat més elevada que la quimioterapia. Des de I'extensié del tipatge d’alta resolucio per
meétodes moleculars que asseguren una millor eleccié dels donants no emparentats, els resultats
de l'allo-TPH amb donant familiar i donant no emparentat compatible sén similars.

Tradicionalment, la font de progenitors hemopoeétics d’eleccié en pacients pediatrics amb LLA
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ha estat la medul-la 0ssia enfront de la sang periférica, degut a una major incidéncia de malaltia
empelt contra receptor i de mortalitat relacionada amb el trasplantament quan s'utilitza aquesta
ultima(35). En referéncia als factors pronostics en la supervivencia després del trasplantament,

un dels principals factors és el nivell de MRM pre-trasplantament(36,37).

3.3 Nous tractaments(1,5)

3.3.1 TERAPIES DIRIGIDES A UNA MOLECULA DIANA

En el context actual d’un millor coneixement de les alteracions genetiques en la LLA,
estan sorgint tractaments dirigits a la mutacié genética impulsora i/o la via de senyalitzacié
associada. Aquest nou enfocament és atractiu, ja que pot sumar-se a la quimioterapia
convencional, substituir-ne alguns components o reduir-ne la intensitat. Aixo implica una

possibilitat de millora de I'eficacia i/o reduccié de la toxicitat en alguns subgrups de pacients.

Els inhibidors de tirosin kinasa s’han utilitzat combinats amb la quimioterapia
convencional per a millorar-ne I'eficacia. Els inhibidors d’ABL1 (p.e.: imatinib, dasatinib, nilotinib
i ponatinib) s’utilitzen en el tractament de la LLA Philadelphia positiva (LLA Ph+) i s’esta estudiant

el seu Us en les LLA BCR::ABL-like amb fusions de la classe ABL1(38).

Ruxolitinib s’esta utilitzant dins d’assajos clinics per a pacients afectes de LLA BCR::ABL-like amb
mutacions activadores de la via JAK-STAT. Tanmateix, avui en dia, la utilitzacié d’aquests
tractaments dirigits esta limitat a menys del 10% dels pacients pediatrics afectes de LLA. La
identificacid de noves mutacions i les seves dianes permetra expandir I'Us dels inhibidors de

tirosin kinasa.

Les proteines de la familia BCL-2 juguen un paper critic en la via d’apoptosi. Venetoclax
és un inhibidor de la proteina antiapoptotica BCL-2. Els resultats d’estudis preclinics han
mostrat que venetoclax podria ser Util en el tractament de leucemies d’alt risc com les LLA amb
hipodiploidia i reordenaments de KMT2A, BCR::ABL, TCF3::HLF, i LLA-T (incloent les early-T cell

precursor)(39).

Actualment hi ha diversos assajos clinics oberts sobre I'Us de venetoclax en LLA en recaiguda.
Un estudi fase I/Il sobre la combinacié de quimioterapia de baixa intensitat i venetoclax en
pacients afectes de LLA recaiguda / refractaria (NCT03808610); un fase I/1l sobre la combinacid

de venetoclax, ponatinib i corticoesteroides en LLA Ph+ recaiguda / refractaria (NCT03576547) i
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un fase IB/Il sobre la combinacié de venetoclax i vincristina liposomal en LLA B i T recaiguda /

refractaria (NCT03504644).

Els inhibidors del proteosoma (bortezomib) han demostrat ser eficagos en LLA en
recaiguda i tenen un efecte sinérgic amb farmacs quimioterapics com els corticoesteroides i la
doxorubicina. Actualment s’estan investigant nous inhibidors del proteosoma com carfilzomib i

ixazomib.

En la LLA apareix freqientment la desregulacié de les vies de senyalitzacio
PI3K/AKT/mTOR i s’associa amb una resisténcia a la quimioterapia. Els inhibidors de mTOR, com
és everolimus, inhibeixen la proliferaci6 dels blasts, reverteixen la resistencia als
glucocorticoides i tenen un efecte sinérgic amb altres farmacs quimioterapics com
dexametasona, vincristina i doxorubicina. S’han publicat diversos assajos clinics sobre aquest
farmac. En un assaig clinic en fase | es demostra que la combinacié d’everolimus amb 4 farmacs
quimioterapics en el tractament de reinduccid de pacients pediatrics afectes de LLA en recaiguda
era ben tolerat i s’associava a una taxa prometedora de segona RC(40). En un altre assaig clinic
en fase I/ll sobre I"administracié d’everolimus en combinacié amb I'esquema quimioterapic
HyperCVAD en pacients afectes de LLA refractaria o en recaiguda també es demostra una

correcta tolerancia i una eficacia moderada, especialment en els casos de LLA-T(41).

Les modificacions epigenetiques s’han implicat en la patogénesi del cancer. Les
modificacions epigenétiques inclouen la metilacié de I’ADN i la modificacid de les histones,
regulant I'expressié dels diferents gens. Aquestes modificacions poden silenciar els gens
supressors tumorals o activar oncogens. Son prevalents en la LLA i s’associen amb la resistencia
a la quimioterapia i a un augment de risc de recaiguda. Les modificacions epigenétiques es
poden revertir amb terapies dirigides com els inhibidors de ADN-metiltransferasa (com
decitabina) i els inhibidors de histona deacetilasa (com vorinostat). En estudis preclinics, els
inhibidors de ADN-metiltransferasa i de histona deacetilasa mostren resultats prometedors en

el tractament de les LLA amb reordenament de KMT2A(42).

3.3.2 IMMUNOTERAPIA

Actualment en pacients pediatrics afectes de LLA s’estan utilitzant diferents tipus
d’'immunoterapia com son anticossos biespecifics (p.e.: blinatumomab), cél-lules CAR-T (p.e.:

tisagenlecleucel) i conjugats anticos-farmac (p.e.: inotuzumab ozogamicin). La immunoterapia
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s’ha utilitzat majoritariament en la LLA-B donat que els marcadors de superficie CD19, CD20 i
CD22 s’expressen només en les cél-lules B i no en altres teixits. Aquest tractament pot eliminar
no només els blasts en una LLA-B sind també les cél-lules B normals. D’aquesta manera causa
una hipogammaglobulinemia que es pot manejar mitjancant I'administracio
d’immunoglobulines intravenoses o subcutanies. Aquest nou tractament ha millorat la taxa de
resposta i el pronostic en pacients amb LLA-B recaiguda o refractaria. Per al tractament de les
LLA-T, s’esta investigant sobre anticossos (p.e.: daratumumab dirigit contra CD38) i cel-lules

CAR-T (p.e.: dirigides contra CD1a, CD5 i CD7) (figura 11).

Anticossos biespecifics:

Blinatumomab consta de fragments Fv de cadena uUnica biespecifics que uneixen la
cél-lula T CD3+ amb la cel-lula leucémica B CD19+ causant una resposta immune citotoxica. El
seu Us esta aprovat per la US Food and Drug Administration (FDA) i per la European Medicines
Agency (EMA) per al tractament de la LLA-B adulta i pediatrica. Les indicacions aprovades per la
FDA son la LLA-B adulta i pediatrica tant en recaiguda/refractaria com amb MRM positiva. Les
indicacions de la EMA son la LLA-B adulta en recaiguda/refractaria/MRM positiva i LLA-B
pediatrica recaiguda / refractaria a dues o més linies de tractament (o amb al-lo-TPH previ) i en
pacients amb LLA Ph negativa amb alt risc de recaiguda com a part del tractament de
consolidacid. Dos estudis aleatoritzats (estudi europeu IntReALL) i un estudi nord-america (grup
COG) en pacients pediatrics, adolescents i adults joves afectes de LLA-B refractaria o recaiguda
de risc intermedi o alt risc van mostrar els beneficis de blinatumomab enfront la quimioterapia
intensiva de consolidacid. Recentment, s’ha comunicat en el congrés america que aquest
benefici també s’observa en el subgrup de pacients de recaiguda de baix risc(43—46). La pérdua
d’expressido de CD19 és un dels mecanismes de fracas del tractament amb blinatumomab.

Aguest mecanisme també s’observa en el tractament amb cel-lules CAR-T.

Ceél-lules T amb receptor d’antigen quiméric (CAR-T):

Les cél-lules CAR-T expressen un receptor que consisteix en fragments de la regio
variable de cadena Unica de les immunoglobulines (scFV) contra els antigens tumorals presents
en les cel-lules leucemiques de linia B. Per exemple, en el cas de les LLA de linia B, les cel-lules
CART es dirigeixen en front a I'antigen CD19 o al CD22 o a ambdds (CART19, CART20 o CARTs

duals 19 i 20). Un estudi internacional en fase 2 de cél-lules CAR-T anti-CD19 (tisagenlecleucel)
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en pacients pediatrics i adults joves afectes de LLA-B recaiguda/refractaria va mostrar unes taxes
de remissié completa del 81% als 3 mesos i una SLE i SG del 73% i 90% respectivament, als 6
mesos. Actualment, tisagenlecleucel esta aprovat per al tractament de pacients pediatrics i
adults joves de fins a 25 anys afectes de LLA-B refractaria, o en segona recaiguda o posterior, i
en recaiguda després d’un al-lo-TPH(47,48). Les cel-lules CAR-T poden migrar a localitzacions
extramedul-lars com a SNC, on s’ha demostrat la preséncia de cél-lules CAR-T al LCR. Si bé a
I’assaig clinic que va dur a I'aprovacié de tisagenlecleucel(47) es van excloure els pacients amb
malaltia extramedul-lar aillada, si que en aquest assaig i en altres es van incloure pacients amb
recaigudes combinades on es va mostrar I'eficacia en malaltia extramedul-lar. D’altra banda, hi
ha estudis en els que si que s’han inclos pacients amb malaltia extramedul-lar aillada i on s’ha
vist la seva eficacia. Tot i que les cel-lules CAR-T poden ser un tractament curatiu per si mateix,

també s’utilitza com a terapia pont a al-lo-TPH(49,50).

Conjugats anticos-farmac:

Inotuzumab ozogamicin és un anticos monoclonal humanitzat anti-CD22 que esta unit a
la calicheamicina, un antibiotic antitumoral citotoxic que provoca trencaments en la doble hélix
de I’ADN. Inotuzumab esta actualment aprovat per al tractament de pacients adults afectes de
LLA-B recaiguda/refractaria. En un estudi pediatric en fase 1 es va utilitzar una dosificacio
setmanal fraccionada en LLA-B recaigudes/refractaries(51). Es va objectivar un perfil de toxicitat
similar al dels adults, unes taxes de RC del 80% i una MRM negativa en el 84% dels pacients.
Actualment esta en curs un estudi fase 2 on els resultats preliminars confirmen les dades de

seguretat i d’eficacia.
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Figura 11. Immunoterapia en la LLA(1).
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4. TOXICITAT

Donades les altes taxes de supervivéncia actuals en la LLA pediatrica, aconseguir una
millora en el pronostic mitjangant la quimioterapia convencional és tot un repte. La majoria de
farmacs quimioterapics convencionals s’utilitzen des de fa decades i ja s’ha arribat al limit
tolerable de la seva intensitat terapeutica. Per tant, una intensificacié de la quimioterapia
convencional podria comportar una millora minima en el pronostic o fins i tot ser
contraproduent per l'augment de la mortalitat toxica. Un nombre important de pacients
presenten efectes toxics secundaris al tractament quimioterapic, alguns d’ells greus i/o cronics.
La incidencia de les diverses toxicitats varia ampliament en funcié del protocol de tractament i

de la intensitat del mateix(1,52).

Entre els efectes secundaris del tractament quimioterapic es poden distingir aquells a curt

termini, com la toxicitat hematologica (anémia, trombopénia, neutropenia), I’hepatotoxicitat, la

toxicitat neurologica (convulsions, alteracions de la sensibilitat, etc.), la preséncia de trombosis
en diversos territoris vasculars, infeccions greus, mucositis, alopécia, pancreatitis i molts altres.
Per altra banda, el tractament pot ocasionar efectes secundaris a llarg termini, com
complicacions osteo-articulars (necrosi avascular de maluc, que sovint requereix la col-locacidé
de protesis en adolescents o adults joves, osteoporosi, fractures ossies, etc.), cardiaques
(insuficiencia cardiaca), neurocognitives (deéficit d’atencid, disminucié del rendiment escolar),
endocrinologiques o segons tumors, depenent del tipus de leucémia i del tractament
administrat. Aquests efectes a llarg termini cada cop adquireixen major rellevancia degut al
major nombre d’individus adults supervivents d’una leucémia en la infancia i al major seguiment,

amb adults de més de 50 anys que han superat la leucémia perd que presenten aquestes

complicacions en I'edat adulta derivades del seu tractament(53).
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4.1 Toxicitat especifica de cada farmac (veure taula 6).

Farmac

Toxicitat

Estrategies profilactiques i
terapeéutiques per a reduir la
toxicitat

Corticoesteroides

Immunosupressio

Profilaxi antiinfecciosa

Osteonecrosi i fractures
ossies

Administracié a setmanes alternes
en canvi de continua(54)

Alteracions
neuropsiquiatriques
(labilitat emocional,
irritabilitat, euforia,
depressid, psicosi,

Tractament concomitant amb
hidrocortisona(55)

insomni...)

Sobretot dexametasona

Miopatia Fisioterapia

Estries vinoses Tractament topic, laser
Alteracions Administracié d’electrolits

hidroelectrolitiques:
hiperglucémia,
hipopotassémia, retencio
hidrica

Tipus d’hidratacio ev ajustada a la
situacié

Hipertensio arterial

Tractament antihipertensiu

Sindrome de Cushing,
hiperfagia

Gastritis

Proteccié gastrica (inhibidors de la
bomba de protons, anti H2)

Desviacio a I'esquerra

Vincristina

Neurotoxicitat:
neuropatia periferica i
motora

(sobretot en pacients
amb polimorfisme en la
regié promotora del gen
CEP72(56,57))

Profilaxi: evitar I'administracié
concomitant amb antifungics
azolics i altres inhibidors del
CYP3A4 (disminueixen la
metabolitzacié de la vincristina).
Profilaxi: valorar ajustament de
dosi en cas de pacients amb
polimorfismes de risc
(NCT03117751).

Fisioterapia

Dolor musculo-
esquelétic/neuropatic

Gabapentina

Parestésies

Sindrome de secrecié
inadequada d’hormona
antiditirética (SIADH) +/-
hipoaldosteronisme
secundari

Control de balang hidric

Restriccio hidrica

Dilreétics (furosemida)

Correccié lenta de la hiponatremia
Mineralocorticoides

Estrenyiment

Tractament laxant

Vesicant. Necrosi si
extravasacio

Compreses calentes
Hialuronidasa subcutania
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Citarabina

Conjuntivitis/queratitis
(altes dosis)

Profilaxi: col-liri de corticoides des
de I'inici de I"'administracio fins 2
dies post

Erupcié maculo-papular,
febre, clinica
pseudogripal

Tractament simptomatic

Neurotoxicitat (altes
dosis)

Profilaxi: administracio vitamina B6
Tractament de suport

Mielosupressié:
leucopenia,
trombocitopénia, anémia

Control d’hemograma

Transfusié d’hemoderivats
Profilaxi antiinfecciosa

Si neutropeénia, administracio de G-
CSF

Nausees i vomits (altes
dosis)

Tractament antiemetic

Ciclofosfamida

Cistitis hemorragica

Hiperhidratacid

Proteccid vesical (mesna)
Monitoritzacid de I’hematuria
Diliretics en cas de cistitis
hemorragica establerta.

SIADH +/-
hipoaldosteronisme
secundari

Control de balanc hidric

Restriccio hidrica (si és possible)
Ditretics (furosemida)

Correccid lenta de la hiponatremia
Mineralocorticoides

Nausees i vomits

Tractament antiemeétic

Molesties abdominals,
diarrea

Tractament de suport: analgesia,
hidratacio.

Mielosupressid. Més
habitual leucopénia que
trombopénia o anémia

Controls d’hemograma

Transfusiéo hemoderivats

Profilaxi antiinfecciosa

Si neutropeénia, administracio de G-
CSF

Alopécia

Ifosfamida

Cistitis hemorragica

Hiperhidratacid

Proteccié vesical (mesna)
Monitoritzacié de ’hematuria
Diliretics (si cistitis hemorragica
establerta)

SIADH +/-
hipoaldosteronisme
secundari

Control de balang hidric

Restriccio hidrica (si és possible)
Dilrétics (furosemida)

Correccié lenta de la hiponatremia
Mineralocorticoides

Mielosupressié. Sobretot
leucopénia amb nadir als
10-14 dies i recuperacio
als 21 dies

Controls d’hemograma

Profilaxi antiinfecciosa

Si neutropeénia, administracio de G-
CSF

Nausees i vomits

Tractament antiemetic

Neurotoxicitat (sobretot
si administracio a altes

Administrar amb precaucio en cas
d’insuficiéncia renal
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dosis o insuficiéncia
renal): letargia, confusio,
convulsions, ataxia
cerebel-losa, debilitat,
al-lucinacions, alteracié
de parells cranials,
estupor i coma

Blau de metile (tractament)

Rash cutani,
hiperpigmentacio, canvis
unguials

Alopécia

L-Asparaginasa

Hipersensibilitat

Pancreatitis

Trombosi venosa

Hipoalbuminémia
Hipertrigliceridemia
Hipertransaminaseémia
Hiperbilirubinémia
Hiperglucémia
Hipofibrinogenémia
Hiperamoniémia

Veure apartat I1l.5 Asparaginasa

Etoposid (VP-16)

Hipersensibilitat

Observacid

Administracié a una menor
velocitat d’infusid

En cas d’al-lérgia clinica valorar
antihistaminics, corticoides,
adrenalina

Mielosupressid

Controls d’hemograma

Suport transfusional

Profilaxi antiinfecciosa

Si neutropenia, administracio de G-
CSF

Alopécia

Nausees i vomits

Tractament antiemetic

Segones neoplasies (LMA
amb reordenament MLL)

Profilaxi: reduir el seu Us a pacients
d’alt risc

Irritant/vesicant. Necrosi
si extravasacio

Compreses calentes
Hialuronidasa subcutania

Doxorubicina
Daunorubicina
Idarubicina

Cardiotoxicitat

-Aguda (2-3 dies post
administracio,
excepcional en pediatria):
arritmies, canvis en el
ECG, pericarditis,
miocarditis

-Cronica: miocardiopatia
dilatada amb progressié a
insuficiéncia cardiaca
congestiva

Monitoritzacid de la funcio
cardiaca abans, durant i després
del tractament

Profilaxi: evitar dosis maximes
acumulades > 300-450 mg/m?, tot i
gue en pacients pediatrics i
especialment en menors de 2 anys
aquesta dosi no esta clara.
Profilaxi: administracié
concomitant de dexrazoxa com a
cardioprotector.

Profilaxi: administracié de
formulacions liposomals.
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Toxicitat cutania
(sobretot post
radioterapia)

Utilitzar amb precaucid en pacients
amb antecedent de radioterapia
Evitar exposicié solar directa
Proteccio solar

Mielosupressié. Sobretot
trombopeénia amb nadir
als 10-14 dies i
recuperacio als 21 dies

Controls d’hemograma

Suport transfusional

Profilaxi antiinfecciosa

Si neutropeénia, administracio de G-
CSF

Mucositis

Tractament de suport: analgeésia,
hidratacio ev.

Nausees i vomits
Diarrea

Tractament de suport: antiemetics,
hidratacio ev.

Hiperpigmentacid unguial

Alopécia

Molt vesicant. Necrosi si
extravasacio

Profilaxi: administracié per via
central

Compreses fredes
Dimetilsulfoxid (DMSO) topic

Metrotrexat

Neurotoxicitat aguda i
subaguda: convulsions,
sindrome stroke-like,
afasia, ataxia...

Profilaxi secundaria amb teofil-lina
Tractament amb teofil-lina,
dextrometorfa i tractament de
suport

Hipertransaminasémia

Mucositis, estomatitis,
gingivitis (dosi depenent)

Profilaxi: rescats amb folinat
Tractament de suport: analgesia,
hidratacio ev

Insuficiéncia renal (dosis
altes)

Profilaxi: hiperhidratacid,
alcalinitzacio urinaria,
monitoritzacio de nivells seérics,
funcié renal i administracio de
rescats amb folinat
Tractament de suport
Hemofiltracid
Carboxipeptidasa

Nausees i vomits

Tractament antiemetic

Fotosensibilitat

Evitar exposicié solar directa
Proteccio solar

Mielosupressid, sobretot
si eliminacio lenta

Controls d’hemograma
Suport transfusional
Profilaxi antiinfecciosa

Mercaptopurina

Mielosupressid, sobretot
leucopénia i neutropeénia

Estudi de polimorfismes de la
tiopurinmetiltransferasa (TPMT) i
del gen NUDT15(58)

Profilaxi antiinfecciosa

Hepatotoxicitat: augment
de transaminases i
bilirubina

Monitoritzacio de la funcio
hepatica

Nausees i vomits lleus

Tractament antiemetic

Diarrea

Tractament de suport: hidratacio
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Anoreéxia i molésties
abdominals

Tractament simptomatic: analgésia

Tioguanina Mielosupressid Control d’hemograma
Leucopenia precedeix a la | Suport transfusional
trombopénia Profilaxi antiinfecciosa
Nausees i vomits lleus Tractament antiemeétic
Diarrea Tractament de suport: hidratacio
Hepatotoxicitat: augment | Monitoritzacié de la funcio
de transaminases i hepatica
bilirubina, sindrome
d’obstruccié
sinusoidal(59)

Imatinib Retard en el creixement Monitoritzacié pondoestatural

Retencio de liquids,
edemes

Dilretics

Hepatotoxicitat

Evitar, si és possible, farmacs
hepatotoxics concomitants
(paracetamol...)

Blinatumomab

Neurotoxicitat

Sindrome d’alliberament
de citocines

Tractament de suport

Profilaxi: disminucié de la carrega
de malaltia pre-tractament,
administracié concomitant de
dexametasona, augment
progressiu de la dosi

de citocines
Neurotoxicitat

Inotuzumab Sindrome d’obstruccié Administracio fraccionada, a dosis
sinusoidal (sobretot post | baixes
al-lo-TPH) Interval > 2 mesos entre
I’'administracié d’inotuzumab i TPH
Evitar regims d’acondicionament
gue incloguin > 1 agent alquilant
Evitar farmacs hepatotoxics
concomitants (p.e.: azols)
Mielosupressid. Sobretot | Controls d’hemograma
trombopénia Suport transfusional
Aplasia de limfocits B, Administracié de gammaglobulines
hipogammaglobulinemia | substitutives
CAR-T Sindrome d’alliberament | Tocilizumab (anticos monoclonal

anti-receptor de IL-6)(60)
Corticoesteroides

Inici precog del tractament de
suport del sindrome d’alliberament
de citocines

Siltuximab (anticos monoclonal
anti IL-6)

Anakinra (antagonista del receptor
de IL-1)(61)

Aplasia de limfocits B,
hipogammaglobulinémia

Administracié de gammaglobulines
substitutives

Taula 6. Toxicitat especifica de cada farmac. Taula realitzada a partir de les dades incloses en els segiients

recursos(1,5,7,62,63)
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4.2 Disminucio de la toxicitat (Ponte di Legno)

La progressiva intensificacio del tractament de la LLA durant les ultimes 3 decades ha fet
que, actualment, la probabilitat d’éxitus relacionat amb el tractament sigui equiparable al risc
de recaiguda en pacients de baix risc. Per tant, els diversos protocols de tractament no tenen
com a objectiu exclusiu la introduccié de quimioterapics més potents, sind també la disminucid
dels efectes toxics dels mateixos. Davant la necessitat de col-laboracié internacional en aquest
aspecte, Ponte di Legno consortium (PdL) ha creat un grup de treball sobre toxicitat, Ponte di
Legno Toxicity Working Group (PTWG), per a avaluar els diversos efectes adversos greus
associats amb el tractament de la LLA pediatrica i d’aquesta manera millorar el pronostic

d’aquests pacients(64).

4.3 Supervivencia lliure de toxicitat greu

Les taxes de supervivencia global a 5 anys en la LLA han superat el 90%, pero actualment
els supervivents tenen el risc de patir seqlieles permanents. La SLE representa un reflex fidel del
pronostic dels cancers amb una SG escassa, pero aguesta mesura és menys adequada quan les
taxes de curacid son altes pero associades a complicacions greus i persistents. En conseqliéncia,
un grup d'experts en hematologia-oncologia pediatrica en representacio de 17 grups
internacionals d'estudi de la LLA, va presentar una iniciativa per a dissenyar una mesura,
designada supervivéncia lliure de toxicitat greu (SLTG), per quantificar I'aparicié de toxicitats.
Dins de la SLTG s’avaluen 21 toxicitats greus que afecten de forma substancial les activitats de
la vida diaria, que sén refractaries al tractament (per exemple, convulsions refractaries), que no
tenen opcions terapéutiques (per exemple, ceguesa) o que requereixen un tractament
substancialment invasiu (per exemple, trasplantament cardiac)(65). La incorporacido de
I'avaluacio de la SLTG als assaigs clinics té el potencial de millorar i diversificar les estratégies de
tractament, centrant-se no només en els items de resultat tradicionals i la supervivéncia general,

siné també en la incidéncia de les toxicitats més greus.
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4.4 Experiéncia reportada pels pacients

En les ultimes dues décades, I’esforg per a integrar la visié dels pacients en la investigacio
clinica i en I'avaluacié de I'atencié sanitaria ha anat en augment. Per aquest motiu, s’han
dissenyat diverses eines per a canalitzar la informacié relacionada amb I'experiéncia del pacient:
patient-reported outcomes (PROs), patient-reported measures (PROMs) i patient-reported
experience measures (PREMs). Els PROs sén informes que proporcionen els pacients sobre la
seva propia salut, qualitat de vida o estat funcional associats a l'atencid sanitaria o tractament
que han rebut. Els PROMs son instruments que s’utilitzen per a mesurar i informar dels PROs,
com ara els questionaris de qualitat de vida. Els PREMs sén eines generiques que informen sobre
la satisfaccio del pacient amb un servei de salut i s'utilitzen sovint per capturar I'experiéncia
global del pacient en I'atencid sanitaria. Hi ha una creixent atencio internacional pel que fa al'Us
de PREMs com a indicador de qualitat de I'atencié i seguretat del pacient(66). La supervivencia
tradicional, la malaltia i els resultats fisiologics poden demostrar els beneficis fisiologics del
tractament; tanmateix, la perspectiva del pacient proporciona una interpretacié més holistica i

una avaluacié integral dels beneficis del tractament.
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5. ASPARAGINASA

L’asparaginasa (ASP) és un enzim que catalitza la hidrolisi dels aminoacids asparagina i
glutamina en acid aspartic, acid glutamic i amoniac en el medi extracel-lular. L’asparagina és un
aminoacid necessari per al creixement i diferenciacié cel-lular i esta produida per I'enzim
asparagin-sintetasa (ASNS), que catalitza la reaccid de sintesi a partir d’aspartat i glicina. La
majoria de les cel-lules normals tenen la capacitat de sintetitzar asparagina pero els limfoblasts,
donats els seus baixos nivells d’ASNS, presenten una incapacitat per a produir-la i depenen de
les fonts extracel-lulars. Mitjancant una deplecié prolongada d’asparagina en el medi
extracel-lular, I’ASP provoca una reduccid en la sintesi d’ADN, ARN i proteines que condueix a
I’apoptosi dels limfoblasts. D’aquesta manera, I’ASP provoca |’apoptosi selectiva de les cél-lules

leucémiques(67).

L’ASP apareix per primer cop en la literatura médica al 1922, quan Clementi va descobrir les
propietats de I'activitat enzimatica de I’ASP de serum de conillet d’indies (Cavia porcellus)(68).
Posteriorment, investigadors de la Universitat de Cornwell van demostrar I'efecte anti-limfoma
del serum de conillet d’indies i van ser capagos d’atribuir aquest efecte a I’ASP present en el
serum(69,70). Durant els seglients anys, estudis in vitro van confirmar I'activitat anti-leucémica
en linies cel-lulars i va ser als anys 60 quan I’ASP es va utilitzar per primer cop en pacients

pediatrics afectes de LLA(71-73).

5.1 Formulacions

Actualment estan disponibles al mercat tres formulacions diferents d’ASP. Dues de les
formulacions, I'asparaginasa Escherichia coli nativa (E. coli-ASP nativa) i 'asparaginasa de
polietilé glicolat (PEG-ASP), deriven del bacteri Escherichia coli. La tercera preparacio,
asparaginasa d’Erwinia (Erwinia-ASP), deriva del bacteri Erwinia chrysanthemi(74). Les diverses
formulacions d’ASP difereixen en la seva vida mitja, la més curta per a Erwinia-ASP ila més llarga
per a PEG-ASP gracies a la pegilacié. Tant la via im com ev estan aprovades per a I'administracio
d’ASP tot i que, depenent de la via d’administracid, la farmacocinética del farmac és diferent. La
semivida plasmatica d’E. coli-ASP nativa administrada via ev vs. im és de 18,3 hores vs. 41,7
hores respectivament. La d’Erwinia-ASP és de 7,5 hores vs. 15,6 hores. La semivida plasmatica

de PEG-ASP és marcadament més llarga que la d’E. coli-ASP nativa i Erwinia-ASP i no presenta
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grans diferencies en funcié de la via d’administracid: 5,29 dies via ev vs. 5,73 dies via im(75,76).
El diferent origen bacteria d’Erwinia-ASP li confereix un perfilimmunogenic Unic, de manera que
no mostra reactivitat creuada amb E. coli-ASP nativa o PEG-ASP. Per aquest motiu, Erwinia-ASP
esta indicada per al tractament de pacients amb LLA que han desenvolupat hipersensibilitat a

les asparaginases derivades d’E. coli(74).

5.2 Supervivéncia

La supervivéncia dels pacients pediatrics afectes de LLA ha millorat de forma drastica
gracies als regims actuals de poliquimioterapia i I'Us intensiu i perllongat d’ASP. L’objectiu clinic
del tractament amb ASP és millorar el pronostic dels pacients afectes de LLA i existeix evidencia

que vincula el tractament intensiu amb ASP amb una millora en la supervivéncia(77-79).

L’estudi 77-01 del grup DFCI va ser un dels primers assajos clinics aleatoritzats que van comparar
la supervivencia de pacients tractats i no tractats amb ASP durant la fase d’intensificacio dins del
régim de tractament poliquimioterapic. Amb un temps de seguiment mitja de 9,4 anys, els
pacients de la branca de tractament que incloia E. coli-ASP nativa van mostrar una SLE major
que aquells que no la van rebre (71 £ 9% vs. 31 £ 11%, respectivament; p=0,03) (figura 13, taula

7).
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Chart 3. Disease-free survival according to treatment received. Bars, 95%
confidence limits; p = 0.04 (0.07 corrected for risk group). RX, treatment; CCR,

Figura 12. Supervivencia lliure de malaltia als 6 anys de seguiment
en els pacients que van rebre un tractament d’intensificacié amb
ASP (linia discontinua) i en els que no (linia continua) dins del

protocol d’estudi DFCI 77-01(80).
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Protocol %LFS %EFS Median
F/U

NO ASP (N=36) 43 +9 31+11
ASP (N=28) 77 £8 0 71+9
ASP, asparaginase; EFS, event-free survival; LFS, leukemia-free survival; F/U, follow-up

77-01

Taula 7. Supervivencia lliure de malaltia i supervivencia lliure d’esdeveniment als 9 anys de seguiment
en els pacients que van rebre un tractament d’intensificacio amb ASP (ASP) i en els que no (NO ASP)

dins del protocol d’estudi DFCI 77-01. Taula adaptada de (81).

Aguesta millora del pronostic gracies a la inclusié del tractament intensiu amb ASP ha estat
recolzada per altres estudis. En el protocol 91-01 del grup DFCI, en el que es va estendre I'Us
d’ASP durant la fase d’intensificacié de 20 a 30 setmanes, aquells pacients que van rebre menys
de 26 setmanes de tractament per intolerancia a ASP (al-lérgia a una o més formulacions,
pancreatitis, trombosi/hemorragia de SNC, trombosi venosa profunda, hiperglucémia,
hiperlipemia i hepatitis) van presentar una pitjor SLE als 5 anys que aquells que van poder rebre
almenys 26 setmanes de tractament (73% vs. 90%; p<0,01)(79). En I’estudi IDH-ALL-91 del grup
BFM per a pacients de risc estandard, els pacients que van rebre 20 setmanes de tractament
amb ASP durant la fase de continuacié van presentar una SLE als 10 anys major que els que no
el van rebre (87,5% vs. 78,7%; p=0,03)(77). En I'estudi POG study 8704 del Pediatric Oncology
Group (POG) en pacients afectes de LLA-T, els pacients que van rebre una consolidacié amb altes
dosis d’ASP durant 20 setmanes van presentar una taxa de RC als 4 anys major que els que no la
van rebre (68% vs. 55%; p=0,002)(78). Aquests resultats figuen de manifest la importancia del

tractament continu amb ASP, sempre i quan la toxicitat es pugui manejar de forma adequada.
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5.3 Toxicitat

El tractament amb ASP s’associa amb toxicitats freqlients i a vegades greus, entre les
quals destaquen la hipersensibilitat, la pancreatitis i la trombosi. Aquestes toxicitats poden

comportar la suspensié del tractament amb ASP i un augment del risc de recaiguda(74,75,79,82).

5.3.1 PANCREATITIS

La patogénesi de la pancreatitis és desconeguda i la seva implicacid clinica és rellevant,
no tant sols per la gravetat del quadre sind perque la seva presentacid pot implicar la
discontinuacié indefinida del tractament amb ASP, donat el possible risc de recurréncia. La
incidencia reportada de pancreatitis és d’'un 2-18%. Aquesta variabilitat en la incidéncia de
pancreatitis s’explica per la falta de criteris estandarditzats per al seu diagnostic abans de que
es definissin els criteris diagnostics de PTWG al 2016. A més a més, també hi podria jugar un
paper les diferents pautes d’ASP administrades en els diversos protocols de tractament amb una
intensitat variable i una associacid diferent d’altres farmacs. La majoria d’episodis de
pancreatitis van acompanyats d’'una sindrome de resposta sistémica inflamatoria i poden ser
facilment mal interpretats com una sepsia(64,75,83—-85). La taxa de mortalitat per pancreatitis
és baixa, un 2% segons I’estudi realitzat pel PTWG, pero els pacients que I’han presentat tenen
un risc augmentat de desenvolupar pseudoquists (26%) i diabetis mellitus aguda (21%) o
persistent (9% dels pacients que han presentat diabetis mellitus aguda). L'octreotid s’ha utilitzat
tant com a profilaxi com tractament coadjuvant en alguns pacients perd no ha demostrat un
benefici clar(75,84,86—88). També s’ha investigat sobre el paper de la L-carnitina com a possible

factor protector pero es requereixen més estudis per a confirmar el seu benefici(89).

S’han relacionat algunes variables cliniques amb el risc de presentar pancreatitis en pacients
pediatrics afectes de LLA en tractament amb ASP: 1) I'edat major de 10 anys al diagnostic (tot i
que I'estudi de Wolthers dins del grup Nordic Society of Paediatric Haematology and Oncology
(NOPHO), aquest augment de risc ja s’evidencia a partir dels 5 anys: 5,4% en pacients de 1 a 4,9
anys; 10,2% de 5 a 8,9 anys i 10,4% de 9 a 16,9 anys)(52,79,83,87,90-97) i 2) 'esquema de
quimioterapia d’alt risc amb dosis acumulades elevades d’ASP(88,90,92,98,99), tot i que I'estudi
de Chen mostra una correlacié més important amb la intensitat pic de la dosi més que amb la
dosi acumulada(91). La via d’administracié d’ASP, ev o im, no s’ha relacionat de forma clara amb

el risc de presentar pancreatitis(75). L'etnia tampoc s’hi ha relacionat de forma clara, tot i que
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els resultats de I'estudi de Liu si que descriuen un augment de risc de pancreatitis en pacients
amb ascendéncia nativa americana(92) i els de I'estudi de Grimes un augment de prevalenga
d’un polimorfisme de risc de pancreatitis (variant V2103 en el gen de I’ASNS) en pacients d’etnia

hispana(100).

Existeixen pocs estudis sobre reexposicié a ASP. Tanmateix, els estudis realitzats pels grups
NOPHO i PTWG descriuen una incidencia del 45% de segon episodi de pancreatitis en pacients
reexposats. La gravetat del primer episodi no s’ha relacionat amb un risc augmentat de patir un
segon episodi, la gravetat del mateix ni amb un augment de risc de complicacions secundaries.
La probabilitat de presentar un segon episodi de pancreatitis no s’ha relacionat amb la presencia
de cap de les seglients variables en el primer episodi: edat, sexe, inestabilitat hemodinamica,
necessitat de ventilaci6 mecanica invasiva, presencia de pseudoquists pancreatics,
insulinoterapia en moment agut, nivells de proteina C reactiva (PCR), nivells de lipasa o amilasa

al diagnostic ni el fet de que la pancreatitis hagi estat greu(84,93).

5.3.2 TROMBOEMBOLISME VENOS

El tromboembolisme vends (TEV) és una complicacié freqlient en els pacients afectes
de LLA sota tractament amb ASP, en especial si s’associa a altres factors de risc concomitants
com son la presencia de malaltia activa (LLA en no remissid), tractament concomitant amb
corticoides o presencia de cateter vends central. La incidéncia reportada de TEV simptomatic en

aquests pacients és del 3-14%, i fins a un 50% si s’inclouen els TEV asimptomatics(101).

Els factors de risc associats al TEV en pacients pediatrics afectes de LLA tractats amb ASP son
I’edat major de 10 anys, immunofenotip LLA-T, la preseéncia de blasts a sang periferica, la
preséncia de massa mediastinica, el grup sanguini no 0 i I'Gs de via venosa central.
Historicament, el fet de presentar un factor hereditari de trombofilia no s’havia relacionat de
forma clara amb un risc augmentat de TEV. Tanmateix, en un estudi recentment publicat per
Ruiz-Llobet et. al, s’han identificat com a possibles factor de risc de TEV el factor V de Leiden
(G1691A) i la mutacio de la protrombina (G20210A). A excepcid del factor V de Leiden i la
mutacio de la protrombina, cap altre polimorfisme relacionat amb TEV en poblacié general s’ha

associat de forma significativa amb el risc de presentar TEV en el context d’'una LLA(102-107).
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5.3.3 HIPERSENSIBILITAT

Donat que I’ASP és una proteina externa, I'efecte del farmac es pot veure compromes
per una resposta immune resultant en la produccié d’anticossos anti-ASP causant una reaccio
d’hipersensibilitat. La hipersensibilitat és I'efecte secundari més freqlient i una de les raons més
habituals que duen a la suspensié del tractament amb aquest farmac(74,76,79,82,108,109).
Degut al desenvolupament d’anticossos neutralitzants, les reaccions d’hipersensibilitat solen

causar una inactivacio del farmac(76,82,110).

El perfil de toxicitat de les diverses formulacions d’ASP és similar, exceptuant la potencial menor
immunogenicitat de PEG-ASP. Tanmateix, aquest aspecte encara no esta clar ja que els estudis
que han comparat la incidéncia d’hipersensibilitat entre les diferents formulacions mostren
resultats poc concloents(74,76,79,94,109,111-115). En un estudi en pacients adults i dos assajos
clinics aleatoritzats en pacients pediatrics, no es van observar diferéncies significatives en la
incidéncia d’al-lergia(76,79,109,111,112,114,115). S’han descrit diverses variables cliniques
relacionades amb un risc augmentat de presentar hipersensibilitat: segones linies de tractament
(protocols de recaiguda), la pauta d’administracio (esquemes d’administracié discontinua d’ASP
amb periodes lliures d’exposicié entre administracions) i I'edat del pacient (pacients pediatrics
> 10 anys). Alguns treballs han descrit que I'Us concomitant de corticoides podria disminuir la
incidencia d’al-lergia. L'augment de risc d’hipersensibilitat quan I’ASP s’administra de forma
discontinua amb periodes lliures d’exposicié és degut a que el risc de formacié d’anticossos
augmenta amb cada reexposicid a ASP. Degut a aquest fet, les reaccions d’hipersensibilitat sén
més freqlients durant les primeres administracions després d’un periode lliure d’exposicié. Per
tant, una exposicioé prolongada a ASP sense periodes lliures d’exposicié s’ha associat amb un
menor desenvolupament d’anticossos(74,76,112,116,117). Pel que fa a la via d’administracio,
en estudis recents no s’han observat diferéncies en la incidéncia d’hipersensibilitat comparant
la viaim amb la ev(118).

Una de les formes de presentacid de la hipersensibilitat és I'al-lergia clinica. La
presentacié més habitual de I'al-lérgia clinica és urticaria, sensacid de mareig i simptomatologia
respiratoria, tot i que en alguns casos pot apareixer clinica d’anafilaxi(76). La incidencia
d’al-lergia clinica descrita en la literatura és molt variable en funcié de la formulacid, forma
d’administracid, nombre de dosis i seqliéncia. S’han reportat taxes d’al-lérgia clinica a E. coli-ASP

nativa de fins un 75% en protocols d’alt risc amb exposicié repetida i discontinua, tot i que
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normalment van d’un 10 a un 30%. La incidencia descrita en pacients que han rebut PEG-ASP és
entre un 3 i un 24% i en pacients que han rebut Erwinia-ASP entre un 3 i un
37%(74,76,108,110,119-124). S’han descrit diferéncies en la incidencia d’al-lérgia a PEG-ASP en
funcié de si s’administra com a formulacié uUnica des de la fase d’induccié o si es realitza un
esquema seqliencial en el que s’administra E. coli-ASP nativa en les primeres fases del
tractament i posteriorment PEG-ASP. El grup DCOG, va comparar la incidencia d’al-lergia en els
seus dos protocols de tractament DCOG ALL-10 i DCOG ALL-11. En el protocol DCOG ALL-10, on
s’utilitzava un esquema seqtiencial E. coli-ASP nativa - PEG-ASP, la incidencia d’al-lergia clinica a
PEG-ASP era del 22%. En seglient protocol, DCOG ALL-11, on s’utilitzava com a Unica formulacié
PEG-ASP, la incidencia disminuia de forma significativa fins a un 10%(110). Diversos grups han
estudiat la incidencia d’al-lergia en funcié de la via d’administracié d’ASP amb resultats poc
concloents. Donada aquesta variabilitat en les taxes d’al-lérgia reportades i el fet de que algunes
de les reaccions relacionades amb I'administracié via ev podrien correspondre a reaccions
infusionals i ser mal interpretades com a reaccions al-lergiques, son necessaris més estudis per
a caracteritzar les diferencies en la prevalenca d’al-lergia clinica segons la via d’administracid. En
relacidé a la gravetat clinica de I’al-lergia en funcié de la via d’administracio, els resultats dels
diversos estudis son discordants(76,112,120,121). Tot i que la premedicacié amb corticoides i
antihistaminics pot reduir la incidéncia de simptomes clinics d’al-lérgia, no esta clar si també pot
reduir el desenvolupament d’anticossos neutralitzants anti-ASP. Per altra banda, la
premedicacid podria emmascarar la simptomatologia d’al-lergia sense eliminar els
anticossos(76). Per aquest motiu, és necessaria la monitoritzacio de I'activitat d’asparaginasa en
sérum (AAS). En el cas de PEG-ASP, les reaccions d’hipersensibilitat tant poden ser degudes al
desenvolupament d’anticossos neutralitzants anti-ASP com al desenvolupament d’anticossos
anti-PEG. Diversos estudis han descrit la presencia d’anticossos anti-PEG tant en pacients sota
tractament amb PEG-ASP com en individus sans (22-25% en una cohort de donants de sang i
13,9% IgG anti-PEG i 29,1% IgM anti-PEG en pacients pediatrics afectes de LLA previ a
I’'administracié de la primera dosi d’ASP). En alguns casos, aquests anticossos anti-PEG s’han
relacionat amb una menor semivida de PEG-ASP i un impacte potencial en el pronostic del

pacient(76,125).

Alguns pacients desenvolupen autoanticossos neutralitzants amb absencia de
manifestacions cliniques. Aquest fenomen, conegut com inactivacid silent (IS), s’inclou dins de
I'espectre de reaccions d’hipersensibilitat. La IS només es pot detectar mitjancant la
determinacid de I'AAS(76,82,126). S’ha descrit en la literatura una incidéncia d’IS secundaria a

E. coli-ASP nativa entre un 8 i 29%(82,127). La incidencia d’IS a PEG-ASP historicament era
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relativament alta quan s’administrava de forma seqiiencial PEG-ASP post E. coli-ASP nativa en la
fase d’induccié (3-15% en I'estudi del grup DCOG). Posteriorment, aquest i altres grups han
administrat PEG-ASP des de I'inici del tractament. Utilitzant PEG-ASP d’entrada, la incidéncia de
IS és molt més baixa, d'un zero a un 3%(110,114,128-131). La incidencia d’IS a Erwinia-ASP
descrita en la literatura és d’un 3,8%. S’ha de tenir en compte que Erwinia-ASP és una formulacid
d’ASP que s’administra en segona linia i que, per tant, I'exposicié a Erwinia-ASP (nimero de dosis

i linies de tractament) és menor(119).

Donat que no estan clars els nivells d’AAS que asseguren una correcta deplecié
d’asparagina en el medi extracel-lular, no hi ha un consens universal sobre els nivells d’AAS per
a definir la IS. En diversos estudis s’ha investigat la relacié entre I'AAS i la deplecié d’asparagina.
Tanmateix, el nivell vall > 100 UI/L s’ha utilitzat en molts protocols de recerca i tractament per
a definir una AAS en rang terapéutic. Aquest llindar > 100 UI/L ha demostrat una deplecid
completa d’asparagina en sérum i ha sigut acceptat en el recent consens de recomanacions
d’experts per al maneig de I'al-lergia i IS a ASP(76,122). Altres treballs han demostrat que amb
nivells menors d’AAS, 50 Ul/L, també s’assoleix una deplecié completa d’asparagina en sérum
pero insuficient en LCR. De fet, encara no s’ha identificat un llindar d’AAS que asseguri una
deplecié completa d’asparagina a LCR. Rizzari et al. van realitzar un estudi per avaluar la deplecio
d’asparagina en LCR en pacients tractats amb PEG-ASP. En aquest estudi van evidenciar que,
independentment de I’AAS, els nivells d’asparagina en LCR es reduien de forma significativa pero
només en un 28% de les mostres s’aconseguia una deplecié completa d’asparagina. De totes les
mostres amb una AAS > 1.500 UI/L, només un 33-37% associaven una deplecié completa
d’asparagina a LCR(132,133). Per altra banda, altres estudis com el del grup COG AALLO7P4 han
mostrat que es requereix una AAS > 400 UI/L per a assolir una deplecié completa en sérum.
Aguest estudi posa de manifest que els nivells d’asparagina sérics comencen a repuntar quan
I’AAS es troba entre 100 i 400 UI/L(134). Un altre fet a tenir en compte, i que I'exemplifiquen
diversos estudis, és I’alta variabilitat d’AAS entre pacients que reben el mateix esquema de
tractament amb ASP i també intrapacient(135—-139). També s’ha descrit variabilitat d’AAS en
funcio de la via d’administracié, im o ev(118) i en funcid6 de la formulacié d’ASP

administrada(82,110,114).

Referent a I’AAS i les diverses toxicitats relacionades amb I’ASP, s’ha descrit que no hi ha relacio
entre els nivells d’AAS i el risc de TEV o de toxicitat a nivell de SNC. Si que existeix una relacid
directa entra I’AAS i els nivells de triglicerids pero, en el context de LLA pediatrica, I'augment de

la xifra de triglicérids no s’ha relacionat fins al moment amb un augment de risc de presentar

74



INTRODUCCIO

pancreatitis, trombosi ni toxicitat a nivell de SNC. Referent a la relacié entre AAS i pancreatitis,
en un estudi recent del grup NOPHO s’ha descrit una possible associacié entre AAS i risc de

pancreatitis(140-142).

La guia de consens d’experts sobre el maneig de I’al-lergia i IS a ASP defineix la IS a PEG-ASP com
una AAS < o = 100 UI/L al dia +7 post administracié o menor al limit inferior de deteccid de la
tecnica al dia +14, la IS a Erwinia-ASP com una AAS menor al limit inferior de deteccié de la
tecnica a les 48 hores post administracid i la IS a E. coli-ASP nativa com una AAS menor al limit
inferior de deteccid de la técnica a les 72 hores post administracié. Per a confirmar una IS son
necessaries dues mostres(110,122). El grup DFCI en el seu protocol DFCI ALL 00-01 defineix la IS

a PEG-ASP com I’AAS < 100 UI/L al dia +15 post administracié en dues mostres consecutives(79).

Donat que l'objectiu del tractament amb ASP és assolir la deplecié d’asparagina, la
monitoritzacié de nivells d’asparagina semblaria la forma d’avaluacié més directa de |'activitat
d’ASP; tanmateix, aquesta estratégia és poc viable ja que la determinacié de nivells d’asparagina
és técnicament dificil degut a la rapida metabolitzacié ex-vivo de I'asparagina en preséncia
d’ASP. La determinacié d’anticossos anti-ASP tampoc és una estrategia efectiva donada la seva
baixa especificitat (64%) i el fet de que molts pacients presenten anticossos anti-ASP en sérum
mantenint una activitat d’ASP correcta (anticossos no neutralitzants). La monitoritzacio de I'AAS
és la tecnica gold standard per a I’avaluacio de |'efectivitat del tractament amb ASP, ja que és la
tecnica que millor correlaciona amb I'efectivitat de ’ASP(82,110,122). Historicament, quan no
es disposava de la possibilitat de mesurar I'AAS, s’havia plantejat utilitzar els nivells d’amoni com
a indicador de l'activitat d’ASP. En cas d’'una AAS correcta, I’ASP hidrolitza 'asparagina en
aspartat i amoni i secundariament els nivells d’amoni haurien d’augmentar. En el cas de IS, I’ASP
no hidrolitzaria I'asparagina i els nivells d’amoni no haurien d’augmentar. Tong et al, en el seu
estudi sobre la possible utilitzacid de les xifres d’amoni com a substitut de la determinacio d’AAS,
van concloure que els nivells d’amoni no son uns bon predictors de I’AAS, donat que en el seu
estudi dues terceres parts dels pacients amb IS presentaven uns nivells d’amoni discretament

elevats(143).

Els pacients que presenten al-lergia clinica o IS tenen un pitjor pronostic si no es canvia
a una formulacié d’ASP sense reactivitat creuada com és Erwinia-ASP. Si es canvia a la formulacié
Erwinia-ASP, el pronostic dels pacients amb hipersensibilitat a ASP derivades d’E. coli és
equiparable al dels pacients que no han presentat mai hipersensibilitat. Per aquest motiu, el fet

d’identificar els pacients afectes d’al-lergia clinica o IS i oferir-los una formulacié d’ASP sense
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reactivitat creuada pot tenir una relacié directa amb el seu pronostic(74,76,82,122,126). Per a
poder identificar correctament a aquests pacients és imprescindible conéixer la seva AAS, per
tant és recomanable monitoritzar 'AAS en tots els pacients(122,144). En cas de no disposar
d’una formulacid alternativa d’ASP per a tractar als pacients que han presentat una reaccio
d’hipersensibilitat amb clinica lleu-moderada o IS es pot plantejar la realitzacié d’un protocol de
dessensibilitzaciéo amb premedicacié amb corticoides i antihistaminics. Aquesta estratégia es pot
plantejar en casos d’hipersensibilitat a ASP derivada d’E. coli en els que no es disposi d’Erwinia-
ASP o en els casos en els que també presenti el pacient hipersensibilitat a Erwinia-ASP. En tal
cas, és imprescindible la monitoritzacié d’AAS per a confirmar I'eficacia del protocol demostrant
una AAS adequada. L’aplicacié del protocol de dessensibilitzacié s’ha de plantejar com a ultima
opcio, ja que la recuperacié de I’AAS pot implicar un periode de temps impredictible i, a vegades,
molt llarg(76,122,145-148). Actualment es disposa d’una formulacié d’ASP encapsulada dins
d’eritrocits (eryaspase), que podria ser util en casos d’hipersensibilitat a ASP derivades d’E. coli
i no disponibilitat d’Erwinia-ASP. També existeixen dues ASP recombinants d’Erwinia: una és la
JZP-458, produida en Pseudomonas fluorescents i amb la mateixa seqiieéncia que Erwinia-ASP,
I'altra és pegcrisantaspase, que al ser pegilada presenta una semivida més llarga. Ambdues, igual
que Erwinia-ASP, no tenen reactivitat creuada amb les ASP derivades d’E. coli. JZP-458 i
pegcrisantaspase podrien ser una alternativa terapéutica per aquells pacients amb
hipersensibilitat a ASP derivada d’E. coli en situacions de desabastiment d’Erwinia-ASP.
Malauradament, totes les noves formulacions anteriorment esmentades actualment només

estan disponibles en el context d’assajos clinics(149-151).

Recentment, la determinacié d’AAS ha permés identificar alguns pacients que presenten
les anomenades reaccions pseudoal-lérgiques, reaccions al-lergiques simptomatiques amb
abséncia d’anticossos neutralitzants i que mantenen una AAS adequada. La incidencia de les
reaccions pseudoal-lergiques és dificil d’estimar donat que la seva simptomatologia sovint es
solapa amb la de I'al-lergia clinica real i tradicionalment s’han descrit en conjunt sense
diferenciar-les. Tanmateix, un dels pocs estudis que descriuen la incidencia de reaccions
pseudoal-lergiques és I'estudi realitzat per Nadeem que mostra una incidencia del 13% en
pacients sota tractament amb PEG-ASP ev. Ni la simptomatologia ni la gravetat de la mateixa
permeten diferenciar la pseudoal-lergia de I'al-lergia real. Per tant, I'Gnica forma de diferenciar-
les és mitjancant la determinacid d’AAS (absent en al-lérgia real i present en pseudoal-lergia). El
mecanisme mitjancant el qual es desenvolupa la pseudoal-lergia no esta clar. S’ha postulat la

hipotesi d’una reaccid al-lergica no mediada per anticossos, una reaccio infusional relacionada
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amb I'administracio ev de I’ASP o una reaccio relacionada amb el rapid augment d’amoni causat
per I’ASP. Tanmateix, s’"han descrit casos que no s’expliquen per cap d’aquests 3 mecanismes.
L'actitud recomanada per a les segilients administracions d’ASP en un pacient que ha presentat
un episodi de pseudoal-lergia és, en cas de que la clinica hagi estat lleu o moderada, mantenir la
mateixa formulacié, premedicar amb corticoides i antihistaminics i seguir monitoritzant I’AAS.
En cas de que la clinica hagi estat greu, es pot plantejar canviar a una formulacié alternativa

sense reactivitat creuada(76,119,152).

Es un fet que, tot i la reduccié potencial de laimmunogenicitat de PEG-ASP, pocs estudis
han comparat la incidencia d’al-lérgia clinica d’ E. coli-ASP nativa versus PEG-ASP dins del mateix
protocol. Per aquest motiu, I'objectiu d’un dels nostres dos estudis és comparar la incidencia
d’al-lergia clinica en pacients pediatrics afectes de LLA que han rebut E. coli-ASP nativa versus

PEG-ASP dins del mateix protocol (LLA/SEHOP PETHEMA 2013).

5.3.4 TOXICITAT | FACTORS BIOLOGICS

A nivell biologic, s’han relacionat certs polimorfismes genétics amb la pancreatitis i la
hipersensibilitat associades a ASP. S’entén com a polimorfisme una variant de ’ADN present en
almenys un 1% de la poblacié. El tipus més freqlient de polimorfisme és el que comporta una
substitucid d’un Unic nucleotid (single nucleotide polymorphism, SNP), pero també es consideren
polimorfismes variants de més nucleotids, com les repeticions en tandem de dos o més

nucleotids.

Tot i que el mecanisme exacte de la pancreatitis associada a ASP és desconegut, és cert que la
genetica hi podria exercir un paper. En I'estudi de Wolthers, mitjancant la tecnologia genome-
wide association study (GWAS), es va demostrar que els pacients amb el polimorfisme rs281366
en el gen ULK2 o el rs17179470 en el gen RGS6 presentaven una incidéncia acumulada de
pancreatitis secundaria a ASP de 30,2 i 29,7%, respectivament. A més a més, en els pacients
menors de 10 anys que presentaven tant el rs281366 com el rs17179470, la incidéncia
augmentava al 85,7%, en comparacié amb la incidéncia acumulada del 4,1% en els pacients que
no eren portadors d’aquests al-lels de risc(93). En un estudi posterior, també publicat per
Wolthers, els al-lels associats a un augment d’expressid del gen PRSS1 (rs13228878 i
rs10273639) es van relacionar amb un risc augmentat de pancreatitis per ASP (p=0,03 i p=0,04

respectivament). El gen PRSS1 és el gen que codifica al tripsinogen i aquestes dues variants son
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variants de risc ja conegudes per a la pancreatitis en adults tant associada a alcohol com
esporadica. L'excisié del tripsinogen intrapancreatic en tripsina proteolitica indueix
I'autodigestid i la pancreatitis(97). Liu et al. van estudiar una cohort de 5.185 pacients pediatrics
iadults joves afectes de LLA i tractats amb ASP. D’aquests, 117 (2,3%) van presentar com a minim
un episodi de pancreatitis secundaria a ASP durant el tractament. L'estudi GWAS en aquesta
cohort va demostrar que aquells pacients que presentaven el polimorfisme rs199695765 en el
gen de la carboxipeptidasa A2 (CPA2) tenien un risc augmentat de pancreatitis(92). Altres
polimorfismes implicats en la pancreatitis secundaria a ASP son: rs11556218 en el gen de /L6,
rs34708521 en el gen SPEF2, rs3809849 en el gen MYBBPI1A i polimorfismes de la via de
I’'asparaginasa, com el rs3832526 en el gen ASNS(100,153-155). Grimes va publicar un estudi
sobre la base genética que confereix als pacients pediatrics d’etnia hispana un augment de risc
de pancreatitis. Partint de la base de que en la majoria d’estudis que avaluen la pancreatitis en
LLA pediatrica els pacients d’etnia hispana hi estan poc representats, Grimes va realitzar un
estudi en poblacié pediatrica (0-21 anys) d’étnia hispana comparant els polimorfismes genetics
que van presentar els pacients amb pancreatitis vs. sense pancreatitis. En el grup de pacients
que van presentar pancreatitis hi havia un percentatge major del polimorfisme V470M
(rs213950) del gen CFTR comparat amb el grup control (64,2% vs. 34,8% respectivament, OR
4,27 p=0,025). Referent als polimorfismes de risc de pancreatitis relacionats amb la via de
I'asparagina, aquest mateix estudi descriu que, entre els gens implicats en el metabolisme de
I'asparagina, les variants en el gen ASNS van ser més freqlients en els pacients amb pancreatitis.
En particular, la variant V210E es va detectar en 10 dels 14 casos i en 18 dels 46 controls (OR

3,89, p=0,034)(100).

També s’han descrit polimorfismes genetics relacionats amb el risc d’al-lergia a ASP en els gens

GRIA1, HLA-DRB1, NFATC2, ASNS, CNOT3, HLA-DQA1 i MYBBP1A(76,153,156—-160).

Al 2015, Tanfous va publicar un treball sobre I’associacié entre polimorfismes del gen ASNS i el
risc de toxicitats associades a ASP (pancreatitis i al-leérgia). En aquest estudi es van incloure 285
pacients pediatrics afectes de LLA d’étnica caucasica tractats amb els protocols del grup DFCI
87-01, 91-01, 95-01, 0 00-01 (cohort d’estudi) i es va utilitzar com a grup validacié a 248 pacients
pediatrics caucasics tractats amb els protocols DFCI 95-01 i 00-01 ALL. Els polimorfismes que es
van estudiar van ser el rs3832526, consistent en una repeticié en tandem (2R vs. 3R), i el

rs3757676, consistent en la substitucié C-181T en el promotor (taula 8).
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Polymorphisms
gene [dbSNP____|position _|variation

ASNS  rs3757676 -181 T/C (-strand)

2R/3R ou 4R (-strand)
rs3832526 232 R:
CCTGCGCCCCG(C/T)GC

Taula 8. Polimorfismes en el gen ASNS en relacié amb toxicitat relacionada amb asparaginasa. L’al-lel ancestral figura
en negreta i I'al-lel menor figura subratllat. La posicié del polimorfisme esta descrita respecte al locus d’inici de

transcripcid. Taula adaptada de (154).

En la cohort d’estudi es va observar una associacié del polimorfisme de repeticié en tandem
(rs3832526) amb pancreatitis i al-lergia (p=0,008 i p<0,0005, respectivament). També es van
analitzar els haplotips del gen ASNS formats pel polimorfisme de repeticié en tandem
(rs3832526) i la substitucié C-181T del promotor (rs3757676) representats com haplotip *1 (C/C
i C/T + 2R/2R) i haplotip *2 (3R/3R). L’homozigosi per I'haplotip *2, definit Unicament per I'al-lel
3R, es va associar amb un augment de risc tant per al-lérgia com per pancreatitis (haplotip de
risc o d’alta sensibilitat) (figura 13.A). L’haplotip *1, definit pels al-lels C-181 i 2R es va associar
amb un efecte protector tant per al-lergia com per pancreatitis (haplotip protector o de baixa
sensibilitat) (OR per a al-lérgia, 0,4; 1IC 95%, 0,2-0,8; i OR per a pancreatitis, 0,2; IC 95%, 0,07-0,7;
p £0,01) (figura 13.B).

Com a comprovacié dels resultats, es va realitzar I’analisi dels polimorfismes i la seva associacio
amb al-lergia i pancreatitis en la cohort de validacié. En la cohort de validacié no es va observar
I’efecte de risc del genotip 3R3R (o haplotip *2) en al-lérgia ni en pancreatitis, tot i que si que es
va mantenir I'efecte protector de I’haplotip *1 enfront només d’al-lérgia, especialment en el cas
de reaccions al-lergiques locals i en pacients d’alt risc (p=0,002 i p<0,0005, respectivament.

Figura 13.B).
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Figura 13. Toxicitat relacionada amb ASP en la LLA infantil en relacié amb el polimorfisme de repeticié en tandem i
els haplotips resultants en el gen ASNS(154).

A: polimorfisme de repeticié en tandem en relacié amb al-lérgia i pancreatitis en pacients afectes de LLA de la cohort
d’estudi. Freqiiencia d'individus amb el polimorfisme de repeticié en tandem en pacients amb al-lérgia i pancreatitis
(barres grises fosques, +) i sense (barres grises clares, -). A cada grafic s'hi indica el nombre d'individus representats
per cada barra, un valor p per a la diferéncia entre els diferents polimorfismes i el risc associat al genotip 3R3R (OR
amb IC del 95%).

B: risc d'al-lérgia i pancreatitis en relaciéo amb els haplotips del gen ASNS. Representacio lineal del risc (OR amb IC del
95%) associat a I'haplotip *1 i *2 als grups d’estudi (QcALL) i de validacié (DFCI) basat en la substitucié C-181T
(rs3757676) i el polimorfisme de repeticio en tandem (rs3832526). L'efecte protector de I'haplotip *1 al grup DFCl va
ser més evident contra les al-lérgies locals i al grup d'alt risc. La seqliéncia i la freqliencia dels tres principals haplotips

s'indiquen al requadre de la part inferior dreta.

Els autors plantegen que I'abséncia de replicacid en la cohort validacié de I'augment de risc de
pancreatitis i al-lergia relacionat amb el polimorfisme 3R3R podria ser degut a una baixa
freqliéncia del genotip 3R3R, a la diferent distribucio de les pancreatitis greus/moderades i de
les al-lergies sistemiques/locals entre els dos grups, a la diferent localitzacié geografica i étnica i

als diferents protocols de tractament amb diferents dosis d’ASP entre els dos grups(154).

La identificacid dels pacients amb polimorfismes de risc de desenvolupar pancreatitis i
al-lergia associades a ASP podria ser util per a avaluar el risc/benefici de cara a guiar el seu

tractament. Per aquest motiu, I'objectiu d’un dels nostres dos estudis és avaluar I'associacié
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entre els haplotips de risc i protector en el gen de ASNS descrits en I'article de Tanfous(154) i la
incidéncia de pancreatitis i al-lérgia en una cohort de pacients del nostre centre (Hospital Sant

Joan de Déu, HSJD).
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El pronostic dels pacients pediatrics afectes de LLA ha millorat drasticament amb els
esquemes actuals de poliquimioterapia i el major Us del tractament intensiu amb ASP. El
tractament amb ASP s'associa amb toxicitats freqlients, i a vegades greus, com al-lergia,
pancreatitis i trombosi. L’aparicié d’aquestes toxicitats pot implicar la interrupcid del tractament
amb ASP i un augment del risc de recaiguda. Actualment hi ha tres formulacions diferents d'ASP
disponibles: la forma nativa (nativa E. coli-ASP) i pegilada (PEG-ASP) derivada d’E. coli i la
derivada d’E. chrysanthemi (Erwinia-ASP). El seu perfil de toxicitat és similar, excepte per una
reduccid potencial de la immunogenicitat de PEG-ASP; tanmateix aquest fet no esta encara del
tot clar. L’al-lergia a ASP és una de les raons més habituals per a la seva discontinuacié. Degut al
desenvolupament d'anticossos neutralitzants, I'al-lergia provoca la inactivacié del farmac.
Alguns pacients desenvolupen anticossos neutralitzants sense cap manifestacio clinica. Aquest
fenomen, conegut com IS, es pot detectar mesurant I’AAS. Els pacients que presenten al-lergia
o IS tenen pitjor pronostic si no es canvia a una formulacié d’ASP sense reactivitat creuada, com
Erwinia-ASP en el cas de les formulacions derivades d’E. coli. Recentment, I'AAS ha permes
identificar alguns pacients que presenten reaccions al-lergiques simptomatiques sense la
preséncia d’anticossos neutralitzants. Aquests fenomen es coneix com a reaccid

pseudoal-lérgica.

Estudis previs han relacionat diferents variables cliniques i biologiques amb la preséncia
de toxicitat a I’ASP. D’una banda, a nivell biologic, s’ha descrit un possible paper de certs
polimorfismes genetics en la predisposicid a presentar toxicitat relacionada amb ASP:
pancreatitis i al-lergia. Per tant, en cas de confirmar-se aquesta associacid entre els
polimorfismes de risc i I'aparicié de pancreatitis i al-lergia associades a ASP, la identificacio
d’aquests polimorfismes podria aportar informacié util per a avaluar el risc/benefici de cara a
guiar el seu tractament. D’altra banda, en relacio a les formulacions i formes d’administracié del
farmac, tot i la possible reduccié de la immunogenicitat de PEG-ASP, pocs estudis han comparat
directament la incidéncia d’al-lergia clinica a E. coli-ASP nativa versus PEG-ASP dins del mateix

protocol.
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Aixi, a I’'hora de dissenyar els estudis que composen el present treball de Tesi Doctoral, es varen

plantejar les seglients hipotesis:
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L’analisi de polimorfismes en gens relacionats amb toxicitat secundaria a ASP podria

identificar els pacients amb major risc de pancreatitis o al-lérgia.

La incidéencia d'al-lérgia clinica en pacients pediatrics afectes de LLA que reben un
esquema sequiencial d’E. coli-ASP nativa seguida de PEG-ASP podria ser major a la dels
pacients que reben PEG-ASP com a Unica formulacié dins del mateix protocol clinic

(LAL/SEHOP-PETHEMA 2013).

Amb la dosi més baixa de PEG-ASP segons fitxa técnica (1.000 Ul/m?2) es podrien

aconseguir nivells d’AAS suficients per a una correcta efectivitat clinica (=100 UI/L).
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OBJECTIUS

Els objectius principals van ser dos:

e El primer objectiu va ser estudiar la correlacié entre els polimorfismes en el gen de
I’'asparagin-sintetasa relacionats amb toxicitat a asparaginasa en una serie de pacients
pediatrics afectes de leucémia limfoblastica aguda diagnosticats i tractats al nostre centre
(Hospital Sant Joan de Déu).

e Elsegon objectiu va ser comparar la incidéncia d’al:-lergia clinica en pacients pediatrics amb
leucémia limfoblastica aguda que han rebut diferents esquemes d'administracio

d’asparaginasa dins el mateix protocol terapéutic.

Els objectius especifics adregats en el projecte s’enumeren a continuacid:

e Crear una base de dades de toxicitat i al-lergia associades a asparaginasa dels pacients afectes
de leucemia limfoblastica aguda tractats amb protocols de la Sociedad Espafiola de Hematologia

y Oncologia Pediatricas.
e Correlacionar les dades obtingudes amb variables cliniques i biologiques al diagnostic.

e Descriure les caracteristiques de les reaccions al-lergiques a asparaginasa d’E. coli nativa
i a asparaginasa d’E. coli pegilada: gravetat, moment d’aparicié, formulacié
d’asparaginasa relacionada amb I'episodi, canvi a formulacio sense reactivitat creuada,
grup de risc del pacient.

e Comparar la incidéncia d’al-lergia clinica en pacients pediatrics amb leucemia
limfoblastica aguda que van rebre un esquema seqliencial amb dos formulacions
d’asparaginasa: asparaginasa d’E. coli nativa seguida d’asparaginasa d’E. coli pegilada
versus asparaginasa d’E. coli pegilada com a Unica formulacid, dins del mateix protocol
terapéutic LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 (Leucemia aguda linfobldstica / Sociedad
Espafiola de Hematologia y Oncologia Pedidtricas - Protocolo para el Estudio y

Tratamiento de las Hemopatias Malignas 2013).

e Descriure els nivells d’activitat d’asparaginasa sérica assolits tant en pic (dia 7) com en vall (dia

14) post administracié de asparaginasa pegilada a 1.000 Ul/m? via intramuscular.

¢ Analitzar la incidéncia d’inactivacio silent relacionada amb asparaginasa d’E. coli pegilada

administrada a 1.000 Ul/m? via intramuscular.

e Comparar la incidencia de pancreatitis en pacients pediatrics afectes de leucemia limfoblastica
aguda que han rebut un esquema seqlencial (asparaginasa d’E. coli nativa seguida

d’asparaginasa d’E. coli pegilada) versus asparaginasa d’E. coli pegilada com a unica formulacio
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dins del mateix protocol (LAL/SEHOP-PETHEMA 2013, Leucemia aguda linfobldstica / Sociedad
Espafiola de Hematologia y Oncologia Pedidtricas - Protocolo para el Estudio y Tratamiento de

las Hemopatias Malignas 2013).

¢ Analitzar les variables relacionades amb I'augment de risc de pancreatitis secundaria a

asparaginasa.

e Descriure les caracteristiques del episodis de pancreatitis secundaria a asparaginasa: gravetat,

sequeles i formulacid d’asparaginasa relacionada amb I'episodi.

e Avaluar la correlacid entre nivells d’activitat d’asparaginasa serica d’asparaginasa d’E. coli

pegilada i els nivells d’amoni, albumina i triglicerids.
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Disseny general del projecte

Treball 1

Es tracta d’un estudi observacional, descriptiu i inferencial. S’han recollit en una base de dades
les variables cliniques al diagnostic i de toxicitat. L’al-lérgia clinica s’ha avaluat segons els criteris
Common Terminology Criteria for Adverse Events v 4.0(161) i la pancreatitis segons els criteris
del PTWG(84). Paral-lelament, s’ha creat de forma prospectiva una col-leccié d’ADN aprofitant
I’excedent de les mostres per a la determinacid d’AAS, previ consentiment informat per part del
pacient i/o els seus representants legals. En aquestes mostres, i en les de la col-leccié d’ADN en
remissio confirmada de la leucémia del nostre centre, s’han estudiat polimorfismes relacionats
amb pancreatitis i al-lergia a ASP mitjancant amplificacié i seqlienciacié directa de Sanger.
Finalment, s’han correlacionat les dades obtingudes amb variables cliniques i biologiques

mitjancant I’analisi estadistic (explicat en I'apartat corresponent).

Treball 2

Es tracta d’un estudi observacional, descriptiu i inferencial. S’han recollit en una base de dades
les variables cliniques al diagnostic i de toxicitat. L'al-lergia clinica s’ha avaluat segons els criteris
de CTCAE versid 4.0(161) i la pancreatitis segons els criteris de PTWG(84). Paral-lelament, de
forma prospectiva s’ha monitoritzat en tots els pacients I’"hemograma, creatinina, bilirubina,
transaminases, amoni, albumina i triglicérids i s’"ha determinat de forma prospectiva I’AAS
mitjangant el test de B-hidroxamat d’acid aspartic. Mitjangant I'analisi estadistic, s’"han avaluat
les diferéncies en el risc de presentar toxicitat (al-lergia o pancreatitis) entre els dos grups de
pacients diferenciats segons la formulacié d’ASP rebuda. Finalment, també s’ha avaluat
I'associacio entre I'AAS i possibles substituts de la mateixa (amoni, albumina i triglicerids)

mitjancant models lineals mixtes.

Pacients

Treball 1

En I'estudi s’han inclos pacients pediatrics d'1 a 19 anys amb diagnostic de LLA en un Unic centre
(HSJD) des de febrer de 2006 fins a agost de 2019. Inicialment es van incloure retrospectivament
mostres d’ADN en remissio de 144 pacients tractats amb els protocols de tractament LAL/SHOP-
2005 i LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 emmagatzemades al biobanc del HSJD; durant el periode de
tesi, es van incloure de forma prospectiva 67 nous pacients tractats amb el protocol de

tractament LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 des de juny de 2015 fins a agost de 2019.
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Treball 2

En I'estudi s’han inclos 126 pacients pediatrics d'1 a 19 anys amb diagnostic recent de LLA en un
Unic centre (HSJD) des de maig de 2013 fins a febrer de 2020 tractats amb el protocol
LAL/SEHOP-PETHEMA 2013.

Variables d’estudi

Treball 1

S’ha creat una base de dades informatitzada en format anonim, d'accés limitat al personal
investigador del projecte. S’han recollit les principals variables clinic-biologiques al diagnostic
(edat, sexe, eétnia, protocol de tractament, afectacié extramedul-lar, parametres hematologics,
percentatge de blasts en medul-la 0ssia, fenotip dels blasts, alteracions citogenetiques i
moleculars) i de tractament (grup de risc i formulacié d’ASP administrada) aixi com variables
evolutives (MRM, data de RC), de toxicitat (al-lérgia clinica segons els criteris de CTCAE versio
4.0(161) i pancreatitis segons PTWG(84)). Totes aquestes dades, de la mateixa manera que els
resultats obtinguts en els estudis de polimorfismes, s’han registrat en forma de variables

qualitatives o quantitatives en una base de dades informatitzada per al seu analisi.

Treball 2

S’ha creat una base de dades informatitzada en format anonim, d’accés limitat al personal
investigador del projecte. S’han recollit les principals variables clinic-biologiques al diagnostic
(edat, sexe, protocol de tractament, afectacidé extramedul-lar, fenotip dels blasts) i de
tractament (intensitat i formulacié d’ASP administrada) aixi com variables de toxicitat (al-lergia
clinica segons els criteris de CTCAE versio 4.0(161) i pancreatitis segons PTWG(84)) i la presencia
d’IS. Totes aquestes dades s’han registrat en forma de variables qualitatives o quantitatives en

una base de dades informatitzada per al seu analisi.

Determinacions de laboratori

Treball 1

Estudi de polimorfismes:

S’han estudiat dos polimorfismes en mostres d’ADN genomic en el gen ASNS, relacionat amb
toxicitat per asparaginasa (al-lérgia i pancreatitis). Els dos polimorfismes que s’han estudiat son
1) rs3757676: preséncia d’una citosina (C) o d’'una timina (T) en la posicié 181 del promotor del
gen, i 2) rs3832526: presencia d’una repeticié en tandem com a duplicacid (2R) o triplicacid (3R)
en la posicié 232 del gen. La combinacid d’aquests dos polimorfismes s’ha estudiat agrupant-los

en dos haplotips. L’haplotip *1 esta compost per la presencia d’una citosina en homozigosi o
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heterozigosi en la posicié 181 i una duplicacid en tandem en la posicié 232 (C-181T + 2R).
L'haplotip *2 esta compost Unicament per la preséncia d’una triplicacid en tandem dels
nucleotids CCTGCGCCCCG(C/T)GC en la posicio 232 (3R/3R)(154). S’han analitzat els
polimorfismes del gen ASNS amplificant I’ADN mitjangant la técnica de seqiienciacio directa de
Sanger. Els primers necessaris per a la realitzacid de la reaccié d’amplificacio, és a dir, les
sequencies curtes d’acids nucleics complementaris a la seqiiencia que volem amplificar i que
actuen com a punt d’inici per a realitzar I'amplificacié del gen, s’"han obtingut mitjancant el
disseny propi dels oligonucleotids (in house) amb el programa Primer3plus(162). A partir de la
sequencia del gen ASNS definida a les bases de dades Ensembl(163) i Nucleotide blast(164) es
van dissenyar els primers per a amplificar en una sola reaccio les regions dels polimorfismes
rs3757676 (substitucié C-181T en el promotor) i rs3832526 (repeticid en tandem 2R vs. 3Ren la

posicié 232 del gen). Les seqliéncies dels primers finals dissenyades son les segiients (fig. 14):

ASNS-F 5' ATGGTGTGCCACCAATTTTT 3'
ASNS-R 5" CTCTCGATGCTTCAGGGAAC 3’

Per a I'amplificacié de I’ADN es va fer servir una concentraciéo minima de 500ng de DNA genomic
i les seglients condicions de la mescla: en un volum final de 25 pL es van barrejar 0,5uL (10mM)
de dNTP, 2,5 uL de buffer, 2 uL de MgCl, 25mM, 5 L de Q Solution (per I'elevada quantitat de
GC en la seqiéncia), 0,3 uL Taq Polimerasa (Qiagen, Hilden, Germany) i 1uL de cada primer. El
programa d’amplificacié incloia una desnaturalitzacié inicial a 952C 10’ i 40 cicles de
desnaturalitzacio (952C per 30”), annealing (559C per 30”) i extensio (722C per 30”), i una fase
d’extensid final de 10’ a 722C. Un cop amplificat 'ADN, es va realitzar la seqlienciacid directa
amb el kit Big Dye 3.1 (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, United States) segons

instruccions del fabricant.
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Figura 14. Disseny in house dels primers per a la realitzacié de I'estudi del gen ASNS. Ressaltat groc: primer Forward

i primer Revers. Ressaltat vermell: -181 C/T i 2R/3R.

Treball 2

En tots els pacients s’ha monitoritzat de forma prospectiva I’hemograma, creatinina, bilirubina,
transaminases, amoni, albumina i triglicérids cada 7 i/o 14 dies després de cada dosi de PEG-
ASP. Des de I'any 2016, s’ha determinat I’AAS en serum mitjancant un métode validat, el test de
B-hidroxamat d’acid aspartic, amb un limit inferior de deteccié de 5 UI/L. La determinacié d’AAS
s’ha realitzat als dies 7 i 14 després de I'administracié de PEG-ASP (1.000 Ul/m?) per via im i al
dia 2 o 3 després de I'administracié d’Erwinia-ASP (20.000 Ul/m? im). No s’ha realitzat la

determinacid d’anticossos anti-asparaginasa.

Tractament

Treball 1

S’ha estratificat als pacients en tres grups de tractament en funcio del protocol rebut. Els criteris
d'estratificacié s’"han basat en caracteristiques cliniques, genetiques i de resposta al tractament.
La resposta ha estat avaluada per morfologia i mitjancant els nivells de MRM determinada per
citometria de flux.

Els pacients tractats amb el protocol LAL/SHOP-2005 s’han estratificat en els seglients grups de
risc: risc estandard (RE), alt risc (AR) i molt alt risc (MAR). La guia terapéutica LAL/SHOP-2005
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consisteix en una fase d'induccié de cinc farmacs, seguida d'una consolidacio, intensificacid i
manteniment en pacients d’AR. Els pacients de RE no reben el bloc d’intensificacié. Els pacients
de MAR reben, posteriorment a la consolidacid, 3 blocs d’intensificacié. La durada total del
tractament és de 2 anys. El grup de pacients de MAR reben un auto o al-lo-TPH en funcié de la
disponibilitat de donant HLA-identic.

Els pacients tractats amb el protocol LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 s’han estratificat en els
seguents grups de risc: AR, risc intermedi (RI) i RE. La guia terapéutica LAL/SEHOP-PETHEMA
2013 esta basada en I'esquema BFM i consisteix en una fase d'induccié de quatre farmacs (lA),
seguida d'una induccid IB, consolidacid, reinduccié i manteniment en pacients de Rl i RE. Els
pacients d’AR reben 3 blocs d’alt risc, 3 cicles de reinduccid, i manteniment. La durada total del
tractament és de 2 anys. Només un petit subgrup de pacients d’AR, menys del 5% del total de

pacients, reben un al-lo-TPH en primera RC.

Referent al tractament amb ASP, els pacients tractats amb el protocol LAL/SHOP-2005 van rebre
les seglients dosis d’ASP en funcid del grup de risc. RE: en induccié 10 dosis d’E. coli-ASP nativa
5.000 Ul/m? im a dies alterns. AR: en induccié 10 dosis d’E. coli-ASP nativa 10.000 Ul/m? im a
dies alterns, en intensificacié 10 dosis d’E. coli-ASP nativa 10.000 Ul/m? im a dies alterns i en
manteniment 4 dosis d’E. coli-ASP nativa 10.000 Ul/m? im de forma discontinua. MAR: en
induccié 10 dosis d’E. coli-ASP nativa 10.000 Ul/m?im a dies alterns i en els blocs d’intensificacié
1 dosi de 10.000 Ul/m? im en cadascun dels 3 blocs. Referent al protocol LAL/SEHOP-PETHEMA
2013, al novembre de 2016 hi va haver una esmena al protocol amb la indicacié de I'is de PEG-
ASP ja des de la induccid. Aquesta esmena va ser motivada per les altes taxes d'al-lergia clinica
a ASP potencialment relacionades amb I'Us seqiiencial d'E. coli-ASP nativa seguida de PEG-ASP.
Abans de la realitzacié de I'esmena, els pacients rebien E. coli-ASP nativa 10.000 Ul/m?im/72 h,
8 dosis en induccid i 4 en reinduccid, seguida d'una intensificacié amb PEG-ASP 1.000 Ul/m? im
en pacients de Rl i AR. Els esteroides s’administren simultaniament amb I’ASP, excepte en la fase
de manteniment. Després de I'esmena, tots els pacients van rebre PEG-ASP 1.000 Ul/m? im com
a Unica formulacid des de l'inici de tractament. Cal puntualitzar que tant abans com després de
I’esmena els pacients van rebre el mateix esquema quimioterapic, exceptuant la formulacio
d'ASP (nativa seguida de PEG-ASP vs. PEG-ASP des de l'inici) i la reduccié del tractament amb

dexametasona de 3 a 2 setmanes durant la fase de reinduccié.

Després d'una reaccio al-lergica (reaccié local, erupcid cutania o anafilaxi) o després de presentar
una IS, en ambdds protocols de tractament LAL/SHOP-2005 i LAL/SEHOP-PETHEMA 2013, els

pacients que van rebre E. coli-ASP nativa o PEG-ASP van canviar a la formulacié Erwinia-ASP.
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Després d’un episodi de pancreatitis lleu (definida segons els criteris de PTWG) o de trombosi,
el tractament amb ASP es va suspendre fins a la resolucié del quadre. En cas de pancreatitis greu

o d’al-lergia a Erwinia-ASP, el tractament amb ASP es va suspendre de manera definitiva.

Treball 2
El tractament rebut pels pacients inclosos a la guia terapéutica LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 ha

estat descrit a I'apartat previ.

Avaluacid de la toxicitat

Treball 1

L'al-lergia clinica s’ha avaluat segons CTCAE versid 4.0(161) i la pancreatitis segons les definicions
de PTWG(84). S’han recollit els seglients efectes adversos: al-lergia clinica relacionada amb ASP

(tots els graus) i pancreatitis (tots els graus).

Treball 2

L'al-lergia clinica s’ha avaluat segons CTCAE versié 4.0(161) i la pancreatitis segons les definicions
de PTWG(84). S’han recollit els seglients efectes adversos: al-lérgia clinica relacionada amb ASP
(tots els graus), pancreatitis (tots els graus) i, a partir de gener de 2016, també la IS. La IS s’ha
definit com la AAS <100 Ul/L el dia 7 0 <20 Ul/L el dia 14 després de I'administracié de PEG-ASP,
AAS <20 Ul/L el dia 2 després de "'administracié d'Erwinia-ASP, i AAS <5 Ul/L el dia 3 després d'E.

coli-ASP nativa. Tots els casos d’lS s’han confirmat en dues mostres diferents.

Analisi estadistica

Treballs 1i2

L’analisi estadistica s’ha realitzat mitjancant el programari R v4.2.1(165), considerant que el
valors p <0,05 sdn estadisticament significatius. Les variables qualitatives s’han descrit utilitzant
les freqliencies absolutes i els percentatges, i les variables quantitatives s’han descrit mitjangant
la mediana, el minim i el maxim. S’ha utilitzat la prova exacta de Fisher o la prova X2 per comparar
variables qualitatives entre grups i la prova U de Mann-Whitney per comparar variables
quantitatives entre 2 grups. Per estudiar I'associacié entre el fet de presentar al-lergia o
pancreatitis i les diverses variables cliniques s’han utilitzat models de regressid logistica
univariants i multivariants(166). D’aquests models s’han extret els odds ratio (OR) i el seu
interval de confianga del 95%.

Al treball 2, per a calcular la incidéncia acumulada (IC) d'al-lergia i pancreatitis s’ha emprat

I’estimador de Kaplan-Meier(167) i s’han comparat utilitzant el test de log-rank(168). El
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seguiment s’ha censurat en el moment de I'esdeveniment (al-lérgia o pancreatitis) o poc després
de I'dltima administracié d’ASP en pacients sense toxicitat (3 dies després de I'administracio d'E.
coli-ASP nativa i 15 dies després en el cas de PEG-ASP). Per a avaluar I'associacid entre |'activitat
d’ASP i I'amoni, l'albumina i els triglicerids s’han utilitzat models lineals mixtes, que permeten
tenir en compte la correlacié entre les mesures dels mateixos pacients. S’ha utilitzat el metode
de maximitzacié de I'index de Youden(169) per estimar els punts de tall d'amoni, triglicerids i
albumina que discriminen de manera dptima els pacients amb activitat d’ASP baixa (<100 Ul/m?)
dels pacients amb activitat d’ASP correcta (2100 Ul/m?). Els intervals de confianga corresponents

al 95% s’han calculat amb bootstrap(170).

Principis étics

Treballs 1i2

L'estudi s'ha dut a terme d'acord amb les normes étiques i la Declaracié d'Helsinki, seguint les
directrius nacionals i internacionals, i ha estat aprovat pel Comité d'etica local. Per a I'estudi s’ha
utilitzat material excedent de les proves diagnostiques de caracter assistencial que es realitzen
a I'HSID, pel que no s’ha realitzat cap extraccid addicional. Totes les mostres s’han
emmagatzemat al Biobanc de I’"HSJD, reconegut per la legalitat vigent.

En tots els casos retrospectius es disposa del consentiment informat dels pacients o els seus
representants legals per a realitzar estudis biologics aprovats pel comitée étic del nostre centre.
A més a més, s’ha sollicitat la signatura d’'un consentiment informat especific del projecte de

forma prospectiva d’acord amb la legalitat vigent.
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RESULTATS

El projecte de tesi es composa de 2 treballs, els resultats dels quals es resumeixen a continuacio.

En el treball 1 s’ha estudiat la correlacié entre factors clinics i biologics relacionats amb
I’aparicié de toxicitat secundaria a ASP (pancreatitis i al-lergia). Els resultats del treball 2 s’han
publicat en forma d’article original amb el titol “Reduccié en la incidencia d'al-lérgia clinica amb
PEG-asparaginasa enfront I'us seqiiencial d’asparaginasa nativa d'E. coli seguida de PEG-ASP

en pacients pediatrics amb leucemia limfoblastica aguda”.

A continuacid es detallen els resultats dels 2 treballs, agrupats en funcié de cadascun dels

objectius plantejats.
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TREBALL 1: Correlacié entre factors clinics i biologics relacionats amb I’aparicié de toxicitat

secundaria a asparaginasa (pancreatitis i al-lergia).

Estudi dels polimorfismes i haplotips del gen ASNS

En aquest treball es van analitzar els diferents haplotips protectors i de risc descrits al gen ASNS.
En total, es van analitzar 727 seqiencies de les regions d’interés d’un total de 211 pacients.
Després d’una primera fase en la que les seqiiéncies obtingudes no eren dptimes per cobrir les
dues regions on es troben els polimorfismes a estudi, es va dissenyar una sola reaccio
d’amplificacié en la qual s’obtenia un sol producte o amplicd més llarg que permetia analitzar
correctament els polimorfismes. Els primers i les condicions de la reaccid han estat descrits amb
detall a I'apartat de material i méetodes. La figura 15 mostra com a exemple els cromatogrames

de cadascuna de les variants observades en els dos polimorfismes analitzats en la nostra série.

rs3757676 C/C

v

rs3757676 C/T

rs3757676 T/T
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rs3832526 3R/3R

rs3832526 2R/3R

rs3832526 2R/2R

Figura 15. Cromatogrames resultat de I'analisi de seqtienciacié Sanger dels polimorfismes rs3757676 (substitucio C-
181T en el promotor) i rs3832526 (repeticié en tandem 2R vs. 3R en la posicié 232 del gen). A) rs3757676: variant
homozigota C/C. B) rs3757676: variant heterozigota C/T. C) rs3757676: variant homozigota T/T. D) rs3832526: variant
homozigota amb 3 repeticions, 3R/3R. E) rs3832526: variant heterozigota amb 2 i 3 repeticions, 2R/3R. F) rs3832526:

variant homozigota amb 2 repeticions 2R/2R.
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La freqliéncia de les diferents variants i haplotips relacionats amb pancreatitis i al-lergia per ASP
en la nostra série, va ser la segiient: haplotip 1 o protector (C/C 6 C/T + 2R/2R) en 131/211
pacients (62,1%); haplotip 2 o de risc (3R/3R) en 4/211 pacients (1,9%). La resta de pacients,
76/211 (36,0%), va presentar altres haplotips no relacionats amb toxicitat préviament.

La taula 9 mostra la freqliencia obtinguda dels genotips dels pacients analitzats i la freqtiéncia

esperada segons la base de dades Ensembl(163).

c/c c/T /T 2R/2R | 2R/3R | 3R/3R | 3R/4R | 2R/4R

181 181 181 232 232 232 232 232
ASNS | ASNS | ASNS | ASNS | ASNS | ASNS | ASNS | ASNS
Freqiiencia | 80/211 | 108/211 | 23/211 | 150/211 | 53/211 | 4/211 | 1/211 | 3/211
obtinguda (37,9%) | (51,2%) | (10,9%) | (71,1%) | (25,1%) | (1,9%) | (0,5%) | (1,4%)

Freqiéncia Europa Europa Europa Europa Europa Europa No No
esperada 49,5% 40,4% 10,1% 76,1% 22,9% 1% consta consta
Espanya | Espanya | Espanya | Espanya | Espanya | Espanya
45,8% 43,9% 10,3% 69,2% 30,8% 0%

Taula 9. Freqiiéncia dels genotips del gen ASNS dels pacients analitzats i la seva freqliéncia esperada segons la base

de dades Ensembl(163).

Caracteristiques dels pacients i toxicitat

Es van incloure 211 pacients des de febrer 2006 fins a agost de 2019. Cent quatre pacients van
ser tractats amb el protocol LAL/SHOP-2005 i 107 pacients amb el protocol LAL/SEHOP-
PETHEMA 2013. La taula 10 mostra les principals caracteristiques cliniques i biologiques dels
pacients juntament amb les toxicitats que van presentar (al-lérgia i pancreatitis).

No es van observar diferéncies significatives entre els dos grups excepte pel nombre més elevat
de pacients d’étnia llatinoamericana en el grup de pacients tractats amb el protocol LAL/SHOP-
2005 i la major incidéncia d’al-lergia en els pacients tractats amb aquest mateix protocol (veure
taula 10). En el grup de pacients tractats amb el protocol LAL/SHOP-2005, un 19,2% eren
llatinoamericans vs. un 80,8% de no llatinoamericans. En canvi, en el grup de pacients tractats
amb el protocol LAL/SEHOP-PETHEMA 2013, un 7,5% eren llatinoamericans vs. el 92,5% de no

llatinoamericans (p=0,021).
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LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 LAL/SHOP-2005 p
n=107 n=104
Sexe: 0,75
Femeni 46 (43,0%) 48 (46,2%)
Masculi 61 (57,0%) 56 (53,8%)
Edat diagnostic (continua) 5,9 [1,0;17,4] 6,0 [1,1;17,4] 0,74
Edat diagnostic (cat): 0,55
<10 anys 84 (78,5%) 77 (74,0%)
210 anys 23 (21,5%) 27 (26,0%)
Etnia: 0,010
Africana 6 (5,6%) 2 (1,9%)
Asiatica 7 (6,5%) 1(1,0%)
Europa de I'est 5(4,7%) 3(2,9%)
Espanyola-Europea 73 (68,2%) 76 (73,1%)
Gitana 2 (1,9%) 0 (0,0%)
Llatinoamericana 8(7,5%) 20 (19,2%)
Altres 6 (5,6%) 2 (1,9%)
Edat diagnostic (continua) 5,9 [1,0;17,4] 6,0 [1,1;17,4] 0,74
Edat diagnostic (cat): 0,55
<10 anys 84 (78,5%) 77 (74,0%)
210 anys 23 (21,5%) 27 (26,0%)
Diagnostic: 0,66
LLA-B 86 (80,4%) 87 (83,7%)
LLA-T 21 (19,6%) 17 (16,3%)
Grup de risc: -

LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 RE
LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 RI
LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 AR
LAL/SHOP-2005 RE
LAL/SHOP-2005 AR

LAL/SHOP-2005 MAR

15 (14,0%)
69 (64,5%)

22 (20,6%)

16 (15,4%)
69 (66,3%)

19 (18,3%)
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LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 LAL/SHOP-2005 p

n=107 n=104
Pancreatitis: 0,12
No 96 (89,7%) 100 (96,2%)
Si 11 (10,3%) 4 (3,8%)
Al-lergia: 0,015
No 91 (85,0%) 73 (70,2%)
Si 16 (15,0%) 31 (29,8%)
Haplotip: 0,13
Risc (3R/3R) 4 (3,7%) 0 (0,0%)
Protector (C181T + 2R/2R) 63 (58,9%) 68 (65,4%)
Altres 40 (37,4%) 36 (34,6%)

Taula 10. Caracteristiques cliniques al diagnostic, caracteristiques biologiques i toxicitat dels 211 pacients pediatrics

afectes de LLA inclosos en I'estudi dividits segons el protocol de tractament rebut.

Referent als polimorfismes previament relacionats amb pancreatitis i al-lergia secundaries a ASP,
tampoc es van detectar diferéncies en la distribucid de les variants entre els 2 grups de

tractament (veure taules 10i 11).
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LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 LAL/SHOP-2005 p
Polimorfismes ASNS =107 =104
rs3757676: C181T 0,45
c/C 42 (39,3%) 38 (36,5%)
c/T 51 (47,7%) 57 (54,8%)
T/T 14 (13,1%) 9 (8,7%)
;;3?;3;::1: repeticio 0,25
2R/2R 74 (69,2%) 76 (73,1%)
2R/3R 27 (25,2%) 26 (25,0%)
2R/4R 2 (1,9%) 1(1,0%)
3R/3R 4 (3,7%) 0 (0,0%)
3R/4R 0(0,0%) 1(1,0%)

Taula 11. Distribucié dels polimorfismes rs3757676 i rs3832526 en el gen ASNS en els 211 pacients pediatrics afectes

de LLA inclosos en I'estudi dividits segons protocol de tractament rebut.

Relacio entre polimorfismes i toxicitat per ASP

Es va estudiar la correlacié entre polimorfismes de gens relacionats amb la toxicitat per ASP i
I'aparicié d’efectes adversos en els pacients per donar resposta a I'objectiu principal del treball.
Els polimorfismes en el gen ASNS relacionats amb el risc d’al-lergia i pancreatitis no van
presentar una correlaciéo amb la incidencia d’aquestes toxicitats en la poblacié estudiada (veure

taules 12 13).

Pancreatitis. Tots els pacients

Si No p
N=15 N=196
Haplotip: 0,57
Risc 0 (0,0%) 4 (2,0%)
Protector 8 (53,3%) 123 (62,8%)
Altres 7 (46,7%) 69 (35,2%)

Taula 12. Correlacié entre els polimorfismes relacionats amb pancreatitis secundaria a ASP i la incidencia d’aquesta

toxicitat en el global dels pacients inclosos en I'estudi.
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Al-lergia clinica. Tots els pacients

Si No p
N=47 N=164
Haplotip: 1,00
Risc 1(2,1%) 3(1,8%)
Protector 29 (61,7%) 102 (62,2%)
Altres 17 (36,2%) 59 (36,0%)

Taula 13. Correlacioé entre els polimorfismes relacionats amb al-lergia a ASP i la incidéncia d’aquesta toxicitat en el

global dels pacients inclosos en I'estudi.

A continuacid es presenten els resultats en quant als objectius especifics: Estudiar la correlacio

entre variables cliniques i I'aparicioé de pancreatitis i al-lérgia secundaries a ASP.

1. PANCREATITIS

En I’estudi global dels pacients inclosos en I'estudi, I'Gnica variable clinica que mostra correlacié
amb |’aparicié de pancreatitis va ser I'edat, amb un punt de tall als 10 anys. Ni el fenotip dels
blastes (LLA-T vs. LLA-B), ni I’étnia, ni el sexe ni el grup de risc no es van relacionar amb el risc de
presentar pancreatitis (veure taula 14). En I'analisi univariat el risc de presentar pancreatitis es
va associar amb més poténcia a I'edat > 10 anys (OR=4,19) que a I’edat com a variable continua

(OR=1,16) (veure taula 15).

110



RESULTATS

Pancreatitis. Tots els pacients

Si No p
N=15 N=196

Sexe: 0,52
Femeni 5(5,3%) 89 (94,7%)

Masculi 10 (8,5%) 107 (91,5%)

S::;:L?:z?s')c (variable 10,1 [2,8;17,4] 5,7 [1,0;17,4] 0,035

E:ggii:iZZZt)if (variable 0,010
<10 anys 7 (4,3%) 154 (95,7%)
>10 anys 8 (16,0%) 42 (84,0%)

Etnia: 0,43
Llatinoamericana 3(10,7%) 25 (89,3%)

No llatinoamericana 12 (6,6%) 171 (93,4%)

Diagnostic: 1,00
LLA-B 13 (7,5%) 160 (92,5%)

LLA-T 2 (5,3%) 36 (94,7%)

Grup derisc: 0,20
SEHOP-PETHEMA 2013 RE 0 (0,0%) 15 (100,0%)
SEHOP-PETHEMA 2013 Rl 6 (8,7%) 63 (91,3%)

SEHOP-PETHEMA 2013 AR 4(18,2%) 18 (81,8%)
SHOP-LAL-2005 RE 0 (0,0%) 16 (100,0%)
SHOP-LAL-2005 AR 4 (5,8%) 65 (94,2%)
SHOP-LAL-2005 MAR 0 (0,0%) 19 (100,0%)

Taula 14. Correlacié entre variables cliniques i la incidéncia de pancreatitis en el global dels pacients inclosos en

I'estudi.
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OR 95% Cl p
Fenotip dels blasts: LLA-T 0,68 0,10 2,62 0,63
Edat diagnostic (variable continua) 1,16 1,03 1,32 0,014
Edat diagnostic (variable categoritzada) 210 anys 4,19 1,43 12,60 0,0087
Etnia llatinoamericana 1,71 0,37 5,84 0,43
Sexe: masculi 1,66 0,57 5,51 0,37
Haplotip: protector 0,68 0,23 2,01 0,47

Taula 15. Regressid logistica univariada entre pancreatitis i factors de risc clinics i biologics en el global dels pacients

inclosos en I'estudi.

A continuacié es presenten els resultats en funcié del tractament rebut pels pacients. En el

subgrup de pacients tractats amb el protocol LAL/SEHOP-PETHEMA 2013, igual que en el global

de pacients, I'edat, amb un punt de tall als 10 anys, es correlaciona amb el risc de presentar

pancreatitis. En "analisi univariat, el risc de presentar pancreatitis es va associar amb més

poténcia a I'edat > 10 anys (OR=14,4) que a I’edat major com a variable continua (OR=1,31). A

més a més, en els pacients tractats amb aquest protocol, el grup de risc si que es va relacionar

també amb el risc de presentar pancreatitis. De la mateixa manera que en el global de pacients,

ni el fenotip dels blasts (LLA-T vs. LLA-B), ni I’étnia ni el sexe no es van relacionar amb el risc de

presentar pancreatitis (veure taules 16 i 17).

112



RESULTATS

Pancreatitis. LAL/SEHOP-PETHEMA 2013

Si No p
N=11 N=96
Sexe: 0,34
Femeni 3 (6,5%) 43 (93,5%)
Masculi 8 (13,1%) 53 (86,9%)
S:z;::;g:zsyt;)c (variable 11,5 [3,1;17,4] 5,3 [1,0;16,7] 0,0026
E:ggii:iZZZt)if (variable 0,00016
<10 anys 3 (3,6%) 81 (96,4%)
>10 anys 8 (34,8%) 15 (65,2%)
Etnia: 0,19
Llatinoamericana 2 (25,0%) 6 (75,0%)
No llatinoamericana 9(9,1%) 90 (90,9%)
Diagnostic: 1,00
LLA-B 9 (10,5%) 77 (89,5%)
LLA-T 2 (9,5%) 19 (90,5%)
Grup de risc: 0,036
RE 0 (0,0%) 15 (100,0%)
RI 6 (8,7%) 63 (91,3%)
AR 4 (18,2%) 18 (81,8%)
Altres 1 (100,0%) 0 (0,0%)

Taula 16. Correlacio entre variables cliniques i la incidencia de pancreatitis en els pacients tractats amb el protocol

LAL/SEHOP-PETHEMA 2013.
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OR 95% CI 14

Fenotip blasts: LLA-T 0,90 0,13 3,87 0,90
Edat diagnostic (cont) 1,31 1,12 1,56 0,00098
Edat diagnostic (cat) 210 14,40 3,71 71,77 0,00027
Etnia llatinoamericana 3,33 0,44 17,18 0,18
Sexe: masculi 2,16 0,59 10,33 0,28
Haplotip: protector 0,82 0,23 3,03 0,76

Taula 17. Regressié logistica univariada per a avaluar la correlacié entre variables cliniques i biologiquesi la incidencia

de pancreatitis en els pacients tractats amb el protocol LAL/SEHOP-PETHEMA 2013.

En canvi, en el subgrup de pacients tractats amb el protocol LAL/SHOP-2005, ni I'edat, ni el grup
de risc, ni cap altra de les variables cliniques no es va relacionar amb el risc de presentar

pancreatitis.

2. AL-LERGIA CLINICA

En I'estudi global del total dels pacients inclosos en I'estudi, es va identificar que la variable
clinica étnia correlacionava amb el risc de presentar al-lergia (p=0,010), de manera que els
pacients llatinoamericans presentaven més risc d’al-léergia comparat amb els no
llatinoamericans. També es va identificar que la variable grup de risc correlacionava amb el risc
de presentar al-lergia (p=0,002) de manera que els pacients del grup de MAR del protocol
LAL/SHOP-2005 presentaven més risc d’al-lergia. Aquestes correlacions es van mantenir en
I’analisi multivariat. Cap altra de les variables cliniques ni biologiques no es van associar amb el

risc de presentar al-lergia (veure taules 18, 19, 20 21).

114



RESULTATS

Al-lergia clinica. Tots els pacients

Si No p
N=47 N=164
Sexe: 1,00
Femeni 21 (22,3%) 73 (77,7%)
Masculi 26 (22,2%) 91 (77,8%)
Egsfl,:faglnaﬁ; (variable 5,9 [1,3;16,7] 6,0 [1,0;17,4] 0,73
cotegortmcls 080
<10 anys 37 (23,0%) 124 (77,0%)
>10 anys 10 (20,0%) 40 (80,0%)
Etnia: 0,010
Llatinoamericana 12 (42,9%) 16 (57,1%)
No llatinoamericana 35 (19,1%) 148 (80,9%)
Diagnostic: 0,66
LLA-B 37 (21,4%) 136 (78,6%)
LLA-T 10 (26,3%) 28 (73,7%)

Taula 18. Correlacié entre variables cliniques i la incidéncia d’al-leérgia clinica en el global dels pacients inclosos en

I'estudi.
Al-lergia clinica — Tots els pacients
Si No p
=47 N=163
Grup de risc: 0,0020

LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 RE
LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 RI
LAL/ SEHOP-PETHEMA 2013 AR
LAL/ SHOP-2005 RE

LAL/ SHOP-2005 AR

LAL/SHOP-2005 MAR

2 (13,3%)
10 (14,5%)
4 (18,2%)
0 (0,0%)
22 (31,9%)

9 (47,4%)

13 (86,7%)
59 (85,5%)
18 (81,8%)
16 (100,0%)
47 (68,1%)

10 (52,6%)

Taula 19. Correlacié entre el grup de risc i la incidencia d’al-lérgia clinica en el global dels pacients inclosos en I'estudi.
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OR 95% ClI p Global p

Fenotip blasts: LLA-T 1,31 0,56 2,88 0,51 -
Edat diagnostic (variable continua) 0,99 0,91 1,07 0,78 -
Edat diagnostic (variable categoritzada) 210 anys 0,84 0,37 1,78 0,66 -
Etnia llatinoamericana 3,17 1,36 7,29 0,0067 -
Sexe: masculi 0,99 0,52 1,92 0,98 -
Haplotip: protector 0,99 0,50 1,97 0,97 0,99
Haplotip: risc 1,16 0,06 9,71 0,90

Grup risc: LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 RI 1,10 0,25 7,72 0,91 0,039
Grup risc: LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 AR 1,44 0,24 11,56 0,70

Grup risc: LAL/SHOP-2005 MAR 5,85 1,18 44,37 0,047

Taula 20. Regressio logistica univariada entre al-lérgia clinica i factors de risc clinics i biologics en el global de pacients

inclosos en I'estudi.

OR 95% ClI P Global p
Etnia llatinoamericana 3,22 1,32 7,77 0,0092
Grup risc: LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 RI 09 0,21 6,74 0,96 0,046
Grup risc: LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 AR 1,25 0,21 10,13 0,81
Grup risc: LAL/SHOP-2005 MAR 5,52 1,11 41,99 0,055

Taula 21. Regressid logistica multivariada entre al-lérgia clinica i factors de risc clinics i biologics en el global de

pacients inclosos en I'estudi.

Tanmateix, realitzant I’estudi per subgrups de pacients segons el protocol de tractament rebut,
en subgrup de pacients tractats amb el protocol LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 cap de les variables
cliniques ni biologiques es va relacionar amb el risc de presentar al-lergia. En contraposicié als
resultats del subgrup LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 i en la mateixa linia que els resultats en el
global de pacients, en el subgrup de pacients tractats amb el protocol LAL/SHOP-2005, si que es
va relacionar tant I'eétnia com el grup de risc amb el risc de presentar al-lergia clinica. D’aquesta
manera, els pacients llatinoamericans van presentar més episodis d’al-lergia que els no
llatinoamericans en I'estudi univariat (p=0,032) i els pacients pertanyents al grup d’alt risc i molt
alt risc van presentar més episodis d’al-lergia en comparacié amb els pacients de risc estandard

(p=0,0025) (veure taules 22 i 23).
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Al-lérgia clinica. LAL/SHOP-2005

Si No p
N=31 N=73
Sexe: 0,61
Femeni 16 (33,3%) 32 (66,7%)
Masculi 15 (26,8%) 41 (73,2%)
Egi;gfi”ﬁ;g (variable 6,2 [1,3;14,1] 5,7 [1,1;17,4] 0,60
Cot g e
<10 anys 24 (31,2%) 53 (68,8%)
>10 anys 7 (25,9%) 20 (74,1%)
Etnia: 0,54
Llatinoamericana 10 (50,0%) 10 (50,0%)
No llatinoamericana 21 (25,0%) 63 (75,0%)
Diagnostic: 0,16
LLA-B 23 (26,4%) 64 (73,6%)
LLA-T 8 (47,1%) 9 (52,9%)
Grup de risc: 0,0035
RE 0 (0,0%) 16 (100,0%)
AR 22 (31,9%) 47 (68,1%)
MAR 9 (47,4%) 10 (52,6%)
Grup de risc categoritzat:
Risc estandard 0(0,0%) 16 (100,0%) 0,0025
No risc estandard (AR i MAR) 31 (35,2%) 57 (64,8%)

Taula 22. Correlacié entre variables cliniques i la incidéencia d’al-lergia en els pacients tractats amb el protocol

LAL/SHOP-2005.
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OR 95% Cl p

Fenotip blasts: LLA-T 2,47 0,84 7,24 0,096
Edat diagnostic (variable continua) 0,97 0,87 1,08 0,60
Edat diagnostic (variable categoritzada) 210 anys 0,77 0,27 2,01 0,61
Etnia llatinoamericana 3,00 1,09 8,33 0,032
Sexe: masculi 0,73 0,31 1,70 0,47
Haplotip: protector 1,16 0,48 2,92 0,74

Taula 23. Regressid logistica univariada entre al-lergia clinica i factors de risc clinics i biologics en el grup de pacients

tractats amb el protocol LAL/SHOP-2005.

Donat que en el nostre estudi es va detectar que els pacients d’etnia llatinoamericana
presentaven més risc d’al-lérgia i aquest s’ha relacionat amb el fet de rebre un protocol d’alt risc
(augment de dosis d’asparaginasa i de reexposicions a la mateixa), vam estudiar la distribucid
dels pacients llatinoamericans a través dels diversos grups de risc del protocol LAL/SHOP-2005.
Es va confirmar que la representacié de pacients llatinoamericans en els grups de tractament
d’AR o MAR va ser, de forma significativa, major a la dels pacients no llatinoamericans

(p=0,0074).

3. ASSOCIACIO ENTRE ETNIA LLATINOAMERICANA | TOXICITAT SECUNDARIA A ASP

Donats els resultats presentats en |'apartat anterior, és a dir 'augment d’incidéencia d’al-lérgia
en els pacients llatinoamericans, en el nostre estudi vam avaluar en major profunditat
I'associacié entre pertanyer a aquesta etnia, el risc de presentar al-lérgia i el risc augmentat en
aquesta poblacid de presentar variables cliniques i biologiques relacionades amb el risc

d’al-lergia.

Es va avaluar 'associacio entre les diferents étnies i els haplotips de risc i protector del gen ASNS
en el grup de pacients global de I'estudi. S’evidencia que, en la majoria d’'etnies, I'haplotip
predominant era el protector. En canvi, en |’étnia llatinoamericana, els haplotips predominants
eren els neutres (altres), igual que en I'étnia asiatica. Per tant, I'étnia llatinoamericana estaria
menys protegida enfront el risc de presentar al-lergia (veure taula 24). Aquesta associacio
significativa entre I'étnia llatinoamericana i I'asiatica i I’haplotip neutre com a predominant es

manté en el subgrup de pacients tractats amb el protocol LAL/SHOP-2005 (p=0,045).
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Haplotip Risc Protector Altres p
=4 N=131 N=76

Etnia: 0,024
Africana 1(12,5%) 6 (75,0%) 1(12,5%)
Asiatica 1(12,5%) 3(37,5%) 4 (50,0%)
Europa de I'est 0(0,0%) 4 (50,0%) 4 (50,0%)
Espanyola-Europea 2 (1,3%) 99 (66,4%) 48 (32,2%)
Gitana 0 (0,0%) 2 (100,0%) 0 (0,0%)
Llatinoamericana 0 (0,0%) 11 (39,3%) 17 (60,7%)
Altres 0 (0,0%) 6 (75,0%) 2 (25,0%)

Taula 24. Associacio entre els diferents haplotips del gen ASNS (haplotip de risc, protector i altres) en el global de

pacients.

També es va avaluar 'associacid entre pertanyer a I’étnia llatinoamericana, el risc de presentar

al-lergia i el risc augmentat en aquesta poblacid de presentar variables cliniques i biologiques

relacionades amb el risc d’al-lergia. Tal i com mostra la taula 25, els pacients d’étnia

llatinoamericana tenien significativament més risc de presentar al-lergia en comparacié amb la

resta d’étnies (p=0,017). En canvi, no presentaven un risc augmentat de pancreatitis ni

diferéncia d’edat en comparacié amb els pacients no llatins.
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Llatinoamericans No Llatinoamericans p
=28 N=183
Edat diagnostic: 0,065
<10 anys 17 (60,7%) 144 (78,7%)
210 anys 11 (39,3%) 39 (21,3%)
Haplotip: 0,017
Altres 17 (60,7%) 59 (32,2%)
Protector 11 (39,3%) 120 (65,6%)
Risc 0 (0,0%) 4(2,2%)
Al-lergia: 0,010
Si 12 (42,9%) 35 (19,1%)
No 16 (57,1%) 148 (80,9%)
Pancreatitis: 0,43
Si 3 (10,7%) 12 (6,6%)
No 25 (89,3%) 171 (93,4%)

Taula 25. Associacié entre éetnia, toxicitats associades a ASP i factors clinics i biologics relacionats amb aquestes

toxicitats.

Per tant, els pacients llatinoamericans presenten significativament més al-lergia a ASP i més

factors de risc relacionats amb al-lérgia (menys haplotip protector en el global de pacients i

major pertinenca a grups d’AR i MAR del protocol LAL/SHOP-2005).
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TREBALL 2: Reduccié en la incidéncia d'al-lergia clinica amb PEG-asparaginasa enfront I'Us
seqliencial d’asparaginasa nativa d'E. coli seguida de PEG-ASP en pacients pediatrics amb

leucémia limfoblastica aguda.

Caracteristiques dels pacients

Es van incloure 126 pacients entre maig de 2013 i febrer de 2020. Seixanta-nou pacients van
rebre un esquema sequencial d'E. coli-ASP nativa seguida de PEG-ASP (grup 1) i 57 van ser
tractats amb PEG-ASP en primera linia (grup 2). La taula 26 mostra les caracteristiques principals
dels pacients. No es van observar diferéncies significatives entre els dos grups excepte pel

nombre més elevat de pacients en la branca d'alt risc del grup 2.

Native E. coli-ASP/PEG-ASP scheme (n = 69) PEG-ASP upfront scheme (n = 57)

n (%) n (%) p-value
Sex, girls 31 (44.9) 20 (35.1) 0.35
Age, years median (range) 5.0 (1.1-16.7) 6.3 (1.1-17.7) 0.39
<10 years 54 (78.3) 47 (82.5) 0.72
>10 years 15 (21.7) 10 (17.5)
BCP-ALL 58 (84.1) 45 (78.9) 0.61
T-ALL 11 (15.9) 12 (21.1)
Standard risk 13 (18.8) 2(3.5) 0.01
Intermediate risk 45 (65.2) 36 (63.2)
High risk 11 (15.9) 19 (33.3)

Abbreviations: ALL, acute lymphoblastic leukemia; BCP, B-cell precursor; Native E. coli-ASP, native E. coli-asparaginase; PEG-ASP, polyethylene
glycosylated E. coli-asparaginase.

Taula 26. Caracteristiques cliniques al diagnostic dels 126 pacients pediatrics afectes de leucemia limfoblastica aguda

inclosos en I'estudi.

Dels pacients del grup 1, 49/69 (71,0%) van completar totes les dosis planificades d'ASP. Dels
pacients d’aquest grup que no van poder completar totes les dosis d’ASP, en 12 es va substituir
per Erwinia-ASP per hipersensibilitat a ASP derivada d’E. coli i en 8 pacients es va suspendre el
tractament amb ASP perqué van presentar pancreatitis. Entre els pacients del grup 2, 38/57
(66,7%) van completar totes les dosis d'ASP planificades. En 2 pacients es va substituir per
Erwinia-ASP, en 3 pacients es va suspendre (en 2 casos degut a pancreatitis i en 1 cas degut a
al-lergia clinica durant la fase de manteniment), i 14 pacients estaven encara sota tractament
amb ASP dins de la fase de manteniment en el moment de I’analisi de les dades (figura 16). Tot

i aixi, tots ells havien rebut, com a minim, el 80% de les dosis planificades d’ASP.
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n=126

Native E.coli-ASP = PEG-ASP PEG-ASP upfront
n=69 n=57
Discontinued Discontinued
*  Erwinia-ASP switch *  Erwinia-ASP switch
1 n=12 n=2
* Pancreatitis * Allergy without Erwinia-ASP
n=8 switch
n=1
Pancreatitis
n=2
Ongoing
n=14
Received all planned doses Received all planned doses
n=49 n=38

Native E.coli-ASP = native Escherichia coli asparaginase. PEG-ASP = pegylated Escherichia coli asparaginase. Erwinia-ASP = Erwinia asparaginase.

Patients' therapy flow chart

Figura 16. Diagrama de flux del tractament rebut.

A continuacid es presenten els resultats en quant als objectius principals i especifics.

e Comparar la incidéncia d’al-lergia clinica en pacients pediatrics afectes de LLA que han rebut
un esquema seqtiencial (E. coli-ASP nativa sequida de PEG-ASP) versus PEG-ASP com a unica

formulacié dins del mateix protocol (LAL/SEHOP-PETHEMA 2013).

La incidéncia acumulada (IC) d'al-lérgia als 15 mesos va ser significativament major en el grup 1
(esquema seqtiencial) que en el grup 2 (PEG-ASP com a Unica formulacié) (p = 0,0085), 24,7% i
4,1% respectivament (figura 17). Encara que només dos pacients del grup que va rebre PEG-ASP
com a unica formulacié van desenvolupar al-lérgia, un va requerir tractament de suport a la

unitat de cures intensives per clinica d'anafilaxi fluctuant.
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Figura 17. Incidencia acumulada d'al-lergia dels 126 pacients pediatrics diagnosticats de
leucémia limfoblastica aguda inclosos en I'estudi (A) i només incloent els pacients de risc

intermedi (B).
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e Descriure les caracteristiques de les reaccions al-lergiques a E. coli-ASP nativa i PEG-ASP:
gravetat, moment d’aparicio, formulacio d’ASP relacionada amb I’episodi, canvi a formulacié

sense reactivitat creuada, grup de risc del pacient.

Es va observar al-léergia simptomatica en 1'11,9% dels pacients (15/126). La taula 27 mostra les
caracteristiques de les reaccions al-lérgiques. Tots els episodis d’al-lergia relacionats amb E. coli-
ASP nativa van ser lleus, pero 8/11 (73%) episodis d’al-lergia relacionats amb PEG-ASP van ser

greus i 2 van requerir tractament de suport a la unitat de cures intensives.

La majoria de les reaccions al-lergiques es van produir després d'un periode lliure d'ASP, amb
només una reaccioé (1/15, 6,7%) durant la induccid, sis (40%) durant els blocs o reinduccions d'alt
risc, i vuit (53%) durant el manteniment, majoritariament després de la segona o tercera dosi de

PEG-ASP.

En la majoria dels pacients que van presentar al-lergia a ASP derivades d’E. coli (13/15, 87%) es
va canviar la formulacié a Erwinia-ASP, dos d'ells (15%) també van desenvolupar al-lergia a

Erwinia-ASP.
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Risk ASP Treatment Switchto Allergy to
Group group?® formulation Grade and type of reaction phase Erwinia  Erwinia

Pt. 1 Native E. coli-ASP/PEG- SR Native E. coli-ASP  Allergy grade 1 (mild) cutaneous | Yes No
ASP

Pt. 2 Native E. coli-ASP/PEG- SR Native E. coli-ASP  Allergy grade 2 (moderate) allergic reaction Rel Yes No
ASP

Pt. 3 Native E. coli-ASP/PEG- IR Native E. coli-ASP  Allergy grade 1 (mild) cutaneous Rel Yes No
ASP

Pt. 4 Native E. coli-ASP/PEG- IR Native E. coli ASP  Allergy grade 1 (mild) cutaneous Rel Yes No
ASP

Pt. 5 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Allergy grade 2 (moderate) urticarial rash M No No
ASP

Pt. 6 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 4 (severe) ICU admission M Yes No
ASP

Pt. 7 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) M Yes No
ASP

Pt. 8 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Allergy grade 2 (moderate) rash M Yes No
ASP

Pt. 9 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) M Yes No
ASP

Pt. 10 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) M Yes Yes
ASP

Pt. 11 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) M Yes No
ASP

Pt. 12 Native E. coli-ASP/PEG- HR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) HR-block 2 Yes Yes
ASP

Pt. 13 Native E. coli-ASP/PEG- HR PEG-ASP Allergy grade 2 (moderate) rash HR-block 2 Yes No
ASP

Pt. 14 PEG-ASP upfront IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) M Yes No

Pt. 15 PEG-ASP upfront HR PEG-ASP Anaphylaxis grade 4 (severe) ICU admission HR-block 2 N N

Note: Allergy was assessed using the Common Terminology Criteria for Adverse Events version 4.0.

Abbreviations: HR, high risk; I, induction; ICU, intensive care unit; IR, intermediate risk; M, maintenance; Native E. coli-ASP, native E. coli-asparaginase;
PEG-ASP, polyethylene glycosylated E. coli-asparaginase; Pt, patient; Rel, re-induction; SR, standard risk.

?Patients 12 and 15 were initially classified to IR and allocated in the HR due to poor minimal residual disease clearance (see Table S1).

Taula 27. Caracteristiques de les reaccions al-lergiques relacionades amb |'administracié d'asparaginasa.

e Descriure els nivells d’AAS assolits tant en pic (dia 7) com en vall (dia 14) post administracio

de PEG-ASP 1.000 Ul/m? via im.

Els nivells d’AAS es va mesurar en 368 mostres després d'haver administrat 1.000 Ul/m? im de
PEG-ASP. Al dia 14 post administracio, I’AAS estava per sobre de 100 Ul/L en el 90,6% (259/286)
dels mostres. L’AAS després de I’administracié de PEG-ASP 1.000 Ul/m? im va ser de 412,5 Ul/L
(rang 0-1.656) el dia 7 i 453,0 UI/L (rang 0-1.325) el dia 14 (figura 18).
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Figura 18. Activitat d’asparaginasa de tots els pacients els dies 7 i 14 posteriors a I'administracié de PEG-ASP 1.000
Ul/ m2 per via intramuscular. Descripcié del diagrama de caixes: les tres linies horitzontals dins del quadre representen
el primer, segon i tercer quartils, respectivament; els bigotis representen 1,5 vegades el rang interquartil de la caixa;

els punts blancs representen valors atipics i els punts vermells representen el valors mitjans.

e Analitzar la incidéncia de IS relacionada amb PEG-ASP administrada a 1.000 Ul/m? via im.

L’AAS es va determinar en 399 mostres de 68 pacients, la majoria pertanyents al grup 2 (56/68).
Es va detectar IS en 4/68 pacients (5,9%). La incidéncia de IS fou menor en el grup 2 (2/56, 3,6%)
enfront el grup 1 (2/12, 16,7%) pero de forma no significativa (p = 0,14). Tots els pacients que
van presentar IS van canviar de formulacidé a Erwinia-ASP i posteriorment tots van assolir una

AAS adequada.

e Comparar la incidencia de pancreatitis en pacients pediatrics afectes de LLA que han rebut
un esquema seqiiencial (E. coli-ASP nativa seguida de PEG-ASP) versus PEG-ASP com a tunica

formulacié dins del mateix protocol (LAL/SEHOP-PETHEMA 2013).

Pel que fa a la formulacié d’ASP, no vam observar diferéncies estadisticament significatives en
la incidencia de pancreatitis al comparar els pacients que van rebre I'esquema seqliencial (grup
1) versus els que van rebre PEG-ASP com a Unica formulacié (grup 2). La incidéncia acumulada
de pancreatitis als 15 mesos va ser del 13,9% (Cl 95% 4,3-22,6) i del 4,6% (Cl 95% 0-10,8) per als

grups 1i 2, respectivament (p = 0,094) (figura 19).
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Figura 19. Incidéncia acumulada de pancreatitis en els 126 pacients pediatrics diagnosticats

de LLA inclosos en I'estudi.

e Analitzar les variables relacionades amb I'augment de risc de pancreatitis secundaria a ASP.

Els episodis de pancreatitis van ser més freqlients de forma significativa entre els pacients
majors de 10 anys. En aquest grup d’edat van presentar pancreatitis 7/25 pacients (28%) enfront

els 3/101 (3,0%) dins del grup d’edat de pacients més joves, menors de 10 anys (p = 0,0005).

e Descriure les caracteristiques del episodis de pancreatitis secundaria a ASP: gravetat,

seqtlieles i formulacio d’ASP relacionada amb I'episodi.

Dels 126 pacients, 10 van presentar pancreatitis (7,9%). En 8 pacients I'episodi de pancreatitis
fou greu i en 2 pacients es va associar a seqiieles croniques (diabetis i pseudoquist). La meitat
de les pancreatitis es van produir després d’haver rebut E. coli-ASP i I’altra meitat després de

PEG-ASP.
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e Avaluar la correlacio entre nivells d’AAS de PEG-ASP i els nivells d’amoni, albumina i

triglicérids.

En el nostre estudi, la comparacid directa de les dades quantitatives va mostrar una associacié
significativa entre els nivells d’AAS, els nivells d’amoni (p < 0,0001), d’albimina (p < 0,0001), i
de triglicerids (p = 0,037) (figura 20).
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A. Associacio entre AAS i I'amoni. Per cada 100 UI/L d’augment d’AAS, 'amoni augmenta en 2,1 unitats (Cl 95% 1,2-3,1)

(p<0,0001).

B. Associacié entre AAS i albimina. Per cada 100 Ul/L d’augment d’AAS, 'albimina disminueix 0,53 unitats (Cl 95% 0,33-

0,73) (p<0,0001).

C. Associacio entre AAS i triglicérids. Per cada 100 UI/L d’augment d’AAS, els triglicérids augmenten 32,2 unitats. (Cl 95%

6,4-58,1) (p=0,015).
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DISCUSSIO

VIII. DISCUSSIO
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DISCUSSIO

PEG-ASP és un farmac aprovat per la FDA i I'EMA pel tractament en primera linia de la
LLA que ha substituit I'E. coli-ASP nativa en primera linia en molts protocols de LLA. La toxicitat i
I'eficacia d'ambdues formulacions sembla que no difereixen, excepte per una possible reduccio
de les reaccions d'hipersensibilitat i una tendencia a una hepatotoxicitat més elevada amb PEG-
ASP en adults(111). A nivell clinic, s’han relacionat algunes variables amb el risc de presentar
toxicitat. Aixi, s’ha descrit un augment de pancreatitis en els pacients d’edat major de 10 anys, i
en els que reben protocols de tractament més intensiu per presentar un alt risc de
recaiguda(52,79,83,87,88,90-99). També s’ha observat la relaci6 entre el risc de
hipersensibilitat i protocols de tractament per a pacients d’alt risc que inclouen multiples
reexposicions a ASP(171). A nivell biologic, també s’ha descrit I'associacié entre certs
polimorfismes genétics i el risc de desenvolupar pancreatitis i hipersensibilitat associades a

ASP(76,92,97,100,153-155,157-160).

A partir dels treballs que componen la tesi, i amb |'objectiu de poder definir d’'una forma
més acurada aquelles variables relacionades amb el risc de presentar toxicitat secundaria a ASP,
vam estudiar la correlacio entre polimorfismes en gens relacionats amb la toxicitat per ASP i
I'aparicié de toxicitat (gen ASNS, pancreatitis i al-lergia) i vam comparar la incidéncia d'al-lergia
clinica a ASP en una série de pacients pediatrics afectes de LLA tractats amb diferents

formulacions d'ASP dins del mateix protocol.

Correlacio de polimorfismes al gen ASNS i toxicitat

En el primer treball no vam evidenciar correlacié entre els polimorfismes estudiats en el
gen ASNS i la incidencia de pancreatitis o al-lergia en la nostra série de pacients. En I'estudi
publicat per Tanfous, es va detectar una associacié significativa entre els haplotips de risc i
protector i la incidéncia de pancreatitis i al-léergia en la cohort d’estudi (p=0,008 i p<0,005
respectivament). Tanmateix, aquesta associacid, no es va mantenir en la cohort de validacio. Els
autors d’aquest estudi plantegen que I'abséncia de replicacié en la cohort de validacié podria
ser degut a una baixa freqiiencia de I’haplotip de risc, un 3,5% en la cohort d’estudi; diferencies
en la gravetat dels episodis d’al-lérgia entre els 2 grups; o la diferent localitzacié geografica dels
pacients dels 2 grups, tot i que tots ells eren d’étnica caucasica. Un altre factor que podria
explicar I'abséncia de replicacid en la cohort de validacio seria el fet de que hi havia diferencies
entre els protocols de tractament rebuts per un i altre grup. De fet, quan es va limitar I'analisi
del grup validacido només als pacients que van rebre els mateixos protocols de tractament que

el grup d’estudi, si que es va mantenir I'associacio entre pancreatitis i al-lergia i I'haplotip de risc
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en la cohort de validacié (p<0,02)(154). En la nostra poblacié d’estudi la incidencia de I'haplotip
de risc també fou baixa (1,9%). Vam estudiar si els diferents haplotips del gen ASNS (de risc,
protector i altres) es distribuien de forma uniforme entre totes les étnies i vam evidenciar que,
en la majoria d’etnies, I'haplotip predominant era el protector. En canvi, en I'etnia
llatinoamericana, no predominaven I’haplotip protector si no els neutres (altres). Per tant,

I’etnia llatinoamericana estaria menys protegida enfront el risc de presentar al-lergia.

Variables cliniques relacionades amb al-lergia

En I'estudi de les variables cliniques relacionades amb el risc de presentar al-lérgia, vam detectar
que el grup de pacients tractat amb el protocol LAL/SHOP-2005 presentava significativament
més incidéncia d’al-lergia que el grup tractat amb el protocol LAL/SEHOP-PETHEMA 2013
(p=0,015). Els factors que haurien pogut contribuir a que el grup LAL/SHOP 2005 presentés més

al-lergia son els seglients. En primer lloc, la formulacié d’ASP utilitzada en aquest protocol era

exclusivament E. coli-ASP nativa; en canvi, els pacients tractat amb el protocol LAL/SEHOP-
PETHEMA 2013, van rebre Unicament PEG-ASP o E. coli-ASP nativa combinada amb PEG-ASP. Per
tant, donat el potencial augment d'immunogenicitat relacionat amb E. coli-ASP nativa, la major
incidéncia d’al-lérgia en el grup LAL/SHOP-2005 podria ser deguda a I’Gs d’una formulacié d’ASP
més immunogenica. Una altra de les raons que podria explicar I'augment d’al-lergia en el grup
LAL/SHOP-2005 podria ser el fet que hi havia significativament més poblacid llatinoamericana
en el grup LAL/SHOP-2005 que en el grup LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 (p=0,010) donat que, en

el nostre estudi, I'etnia llatinoamericana es va associar amb el risc de presentar al-lérgia

(p=0,010). Aquesta associacid entre I'etnia llatinoamericana i el risc augmentat d’al-lergia es
podria explicar pel fet de que, en la nostra poblacié d’estudi, la incidencia de I’haplotip protector
enfront al-lergia del gen ASNS va ser menor en poblacié llatinoamericana que en poblacié no
llatinoamericana. Aquesta preséncia d’'un nombre major de poblacid llatinoamericana, amb
menys haplotip protector enfront al-lergia, dins del grup LAL/SHOP-2005 podria explicar
I"'augment d’incidéncia d’al-lergia en els pacients tractats amb aquest protocol. El fet de que en
el grup de pacients tractats amb LAL/SHOP-2005 hi hagués significativament més pacients
llatinoamericans en comparacié amb LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 (p=0,021) podria ser degut a
I'onada d’immigracié llatinoamericana al nostre pais que va succeir durant la década 2000-

2010(172).
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En el nostre estudi vam detectar també una altra associacié entre una variable clinica i el risc
d’al-lergia: el grup de risc. D’aquesta manera, en 'estudi global de tots els pacients, els pacients
pertanyents al grup de molt alt risc de recaiguda van presentar més risc d’al-lergia que els
pacients pertanyents als altres grups de risc (p=0,002). En I'analisi del subgrup de pacients
tractats amb el protocol LAL/SHOP-2005, també es va relacionar el grup de risc de recaiguda
amb el risc de presentar al-lérgia clinica. Aquesta associacié entre rebre un protocol d’alt risc de
recaiguda i I'augment d’incidéncia d’al-lergia també ha estat previament descrit en la literatura
meédica(171) i podria explicar-se pel major nombre de dosis i el major nombre de reexposicions
a ASP que inclouen els protocols d’alt risc. Donat que en el nostre estudi es va detectar que els
pacients d’etnia llatinoamericana presentaven més risc d’al-lergia i aquest augment de risc s’ha
relacionat amb el fet de rebre un protocol d’alt risc (augment de dosis d’ASP i de reexposicions
a la mateixa), vam estudiar la distribucié dels pacients llatinoamericans a través dels diversos
grups de risc del protocol LAL/SHOP-2005. Es va confirmar que la representacié de pacients
llatinoamericans en els grups de tractament d’alt o molt alt risc va ser, de forma significativa,
major a la dels pacients no llatinoamericans (p=0,0074). Per tant, en el nostre estudi, es va
detectar que els pacients d’étnia llatinoamericans presentaven significativament més al-lérgia a
ASP i més factors de risc relacionats amb al-lérgia: menys haplotip protector i major pertinenca
a grups d’alt risc. En contraposicié als nostres resultats, en altres treballs publicats no es va
evidenciar aquesta associacié entre [I'etnia llatinoamericana i el risc augmentat

d’al-lergia(171,173).

Variables cliniques relacionades amb pancreatitis

En referéncia a la segona de les toxicitats estudiades, la pancreatitis, en I'estudi del grup global
de pacients I'Unica variable clinica que es va relacionar amb el risc de presentar pancreatitis va
ser I'edat, tant categorica (210 anys) com continua (p=0,0087 i p=0,014 respectivament). A més
a més, en el subgrup de pacients tractats amb el protocol LAL/SEHOP-PETHEMA 2013, el grup
de risc de recaiguda (alt risc) també es va relacionar amb el risc de presentar pancreatitis
(p=0,036). Pot ser que aquesta associacid entre pertanyer al grup d’alt risc de recaiguda i
pancreatitis sigui deguda a que en el grup de pacients d’alt risc hi havia un nombre important
de pacients majors de 10 anys (que també es va associar amb el risc de pancreatitis). Aquesta
relacid entre edat major de 10 anys i risc de pancreatitis també s’ha descrit en multiples treballs

anteriors(52,79,83,84,87,90-92,94—-97), de la mateixa manera que la relacid entre el fet de rebre
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un protocol d’alt risc de recaiguda (major intensitat de tractament) i el risc de

pancreatitis(88,90,92,98,99).

El nostre estudi té algunes limitacions, com es el relativament baix nombre de pacients
analitzats sobretot a I'hora de detectar polimorfismes genétics amb baixa incidencia
poblacional. En la poblacid estudiada no vam detectar una associacio entre els polimorfismes
del gen ASNS i el risc de presentar pancreatitis o al-lergia, tot i que aixo0 podria ser degut al
nombre relativament petit de pacients inclosos. Tanmateix, els estudis posteriors realitzats
mitjancant la técnica GWAS i en un nombre molt major de pacients si que han descrit
associacions entre altres polimorfismes i el risc de presentar toxicitat, pero cap d’ells ha
confirmat I'associacid entre els polimorfismes avaluats en el nostre estudi i el risc de presentar

pancreatitis o al-lérgia.

En resum, en la nostra poblacié d’estudi composta per pacients tractats amb el protocol
LAL/SHOP-2005 i LAL/SEHOP-PETHEMA 2013, no vam detectar associacid entre polimorfismes
del gen ASNS i el risc de presentar al-lergia o pancreatitis. El risc de presentar al-lérgia a ASP es
va associar tant amb el fet de rebre un protocol d’alt risc de recaiguda com el fet de pertanyer
a I’étnia llatinoamericana. El risc de presentar pancreatitis secundaria a ASP es va associar amb

el fet de tenir una edat major de 10 anys en el moment del diagnostic.

Relacié entre la formulacié i forma d’administracié de I'asparaginasa i la preséncia d’al-lergia

clinica

En el nostre estudi vam comparar la incidencia d'al-lergia clinica a ASP en una séerie de
pacients pediatrics afectes de LLA tractats amb diferents formulacions d'ASP dins del mateix
protocol. Vam observar una incidencia acumulada més alta d'al-lergia a ASP en pacients tractats
amb E. coli-ASP nativa seguida d'una intensificaci6 amb PEG-ASP, en comparacié amb aquells
pacients tractats només, ja d’entrada, amb la formulacié pegilada. També vam corroborar que
amb una dosi de PEG-ASP de 1.000 Ul/m? s’assoleixen nivells adequats d’AAS per sobre de 100

Ul/L en el 90% de les determinacions realitzades als 14 dies post administracié de PEG-ASP im.

La incidéencia d'al-lergia clinica en protocols pediatrics recents que inclouen
I’administracié de PEG-ASP de forma intensiva i prolongada és inferior a la descrita en controls

historics en els que s’utilitzava E. coli-ASP nativa(123,126,174,175). No obstant aixo0, existeixen
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pocs estudis que comparin de forma directa ambdues formulacions en pacients pediatrics dins
del mateix protocol, i aquests no van mostrar diferencies significatives en la incidéncia
d'al-lergia(114,115). El Children Cancer Group (CCG) va presentar els resultats d'un estudi
comparatiu aleatoritzat sobre la incidéncia d’al-lergia clinica en pacients pediatrics diagnosticats
de LLA derisc estandard tractats amb PEG-ASP im versus E. coli-ASP nativa im. No es van detectar
diferéncies significatives en la incidéncia d'al-lérgia clinica entre els 2 grups(115). Aquesta manca
de diferencies es podria relacionar amb la baixa incidencia d'al-lergia en la poblacié d’aquest
estudi, descrita només en 2 de 118 pacients. Aquesta baixa incidéncia d’al-lergia pot ser
secundaria al fet de que el grup de pacients de risc estandard rep un tractament amb ASP menys
intensiu(174,175). En el protocol d’estudi DFCI 05-001 es realitzar una comparacié aleatoritzada
entre E. coli-ASP im versus PEG-ASP ev administrades post induccid. La incidencia d’al-lérgia

clinica fou similar en ambdues branques (9 vs. 12%)(114).

En el nostre estudi vam agrupar els pacients segons la formulacié d’ASP rebuda dins del
mateix protocol. Els pacients que van rebre E. coli-ASP im en induccid i reinduccid seguida d'una
intensificacié amb PEG-ASP im presentaven més episodis d’al-lergia clinica que aquells que van
rebre PEG-ASP com a Unica formulacié (25% vs. 4% respectivament, p=0,0085). Un 25% dels
pacients que van rebre PEG-ASP en primera linia encara no havien completat totes les dosis
d’ASP pautades per protocol en el moment de I'estudi i, per tant, encara estaven a risc de
presentar al-lérgia. Per aquest motiu vam utilitzar com a mesura la incidéncia acumulada (IC).
D’aquesta manera vam poder incloure tots els pacients i dividir-los en dos grups comparables.
Els nostres resultats van en la mateixa linia que els obtinguts en el protocol DCOG ALL10, en el
qual s’administrava de forma seqiiencial E. coli-ASP nativa (5.000 Ul/m? cada 3 dies) en induccié
seguida de PEG-ASP (2.500 Ul/m? cada dues setmanes) en post-induccié(110,140). Amb aquest
esquema, es va observar una incidéncia d’al-lergia clinica elevada (22%). En el seu segiient
protocol, DCOG-ALL 11, en el qué els pacients van rebre PEG-ASP en primera linia (1.500 Ul/m?
inicialment i dosi individualitzada posteriorment) la incidéncia d'al-lergia va disminuir fins al
10%. Analitzant els resultats d’ambdds protocols (DCOG-ALL 10 i DCOG-ALL 11), el grup DCOG
descrigué una menor incidéncia d’al-lergia en els pacients que van rebre PEG-ASP en primera
linia comparat amb els que van rebre un esquema sequencial d’E. coli-ASP nativa seguida de
PEG-ASP, tot i que aquesta no va ser estadisticament significativa (p=0,07)(110,123). Hem de
destacar que en els estudis del grup DCOG es va determinar I’AAS per a confirmar els episodis
d’al-lergia, descartant d’aquesta manera les reaccions pseudoal-lergiques. En el nostre estudi no
totes les reaccions al-lergiques es van confirmar mitjancant I'AAS, només les que es van

presentar després de gener de 2016 (3/15, 20% dels episodis d'al-lergia).
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En el nostre estudi, la incidéncia d'al-lergia en els pacients que van rebre PEG-ASP en
primera linia va ser del 4%. En el protocol del grup nordic NOPHO ALL2008, on tots els pacients
van rebre PEG-ASP 1.000 Ul/m? en primera linia, Henriksen i col-laboradors van descriure una
incidencia d'al-lérgia superior, el 13,2%. Com que els corticoides podrien disminuir la incidencia
d'al-lergia, aquesta incidencia més alta obtinguda pel grup NOPHO podria ser deguda a que en
el protocol NOPHO ALL2008 el tractament amb ASP comenca després de la induccié, quan els
corticoides ja s'han reduit, i en el nostre protocol el tractament amb ASP s'inicia en la induccid
amb I'administracié concomitant de corticoides a dosis plenes(176). També, recentment, el grup
AIEOP-BFM va reportar una menor incidéncia d’al-lérgia clinica (7,6%) en pacients tractats amb
PEG-ASP en primera linia en comparacido amb la seva experiéncia historica amb E. coli-ASP
nativa(174). La reduccio de la incidencia d'al-lérgia clinica observada en pacients tractats amb
PEG-ASP podria estar relacionada amb la vida mitjana més llarga de PEG-ASP que condueix a

una exposicié més continua.

Els nostres resultats en la diferent incidéncia d'al-lérgia clinica en ambdds grups podien
estar esbiaixats donat que, per atzar, hi havia de forma significativa un major nombre de
pacients d'alt risc al grup que va rebre PEG-ASP en primera linia. En diverses ocasions, s’ha
descrit en la literatura medica que el régim de quimioterapia d'alt risc, donada la major
exposicid, intensitat i reexposicio, és un factor de risc independent d’al-lérgia(74,75,177).
Malgrat aquest possible biaix, la incidencia d'al-lergia va ser menor en el grup PEG-ASP en
primera linia, que justament va ser el grup que incloia més pacients d'alt risc. Davant d’aquest
possible biaix, es va avaluar la incidencia acumulada d'al-lergia clinica segons grups de risc i es
va corroborar que en el grup de risc intermedi (RI), la incidencia acumulada d'al-lergia també va
ser major en els pacients que van rebre I'esquema seqliencial d’ E. coli-ASP nativa en comparacid
amb els que van rebre Unicament PEG-ASP (p=0,0034). Es important destacar I'alt nombre de
pacients d’alt risc en ambdds grups. Aquests alts percentatges de pacients d’alt risc van en
concordanca amb els percentatges globals de tot el protocol LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 que
mostren un proporcié de pacients d’alt risc del 20%. Per contra, el nombre de pacients en risc
estandard, que rep un tractament amb ASP molt menys intensiu, és molt baix degut a que els

criteris que defineixen el grup de risc estandard son altament restrictius.

Una qliestid a plantejar és si la menor incidencia d’al-lérgia en el grup que va rebre PEG-
ASP en primera linia podria ser deguda a la via d'administracid intramuscular, enlloc de la via
endovenosa que és actualment la via més habitual d’administracid. En el protocol DFCI 05-001
s’administrava PEG-ASP ev en induccid i, en postinduccid, els pacients s’aleatoritzaven a rebre

E. coli-ASP nativa im o PEG-ASP ev. Els pacients que van rebre PEG-ASP ev post induccié van
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presentar una incidéncia d’al-lergia del 12%. En el nostre estudi, la incidéencia d’al-lergia en els
pacients que van rebre PEG-ASP im com a Unica formulacio va ser del 4%. Aquesta incidencia és
menor que la dels pacients que van rebre aquest mateix tractament via ev en el protocol DFCI
(12%)(114). En una metaanalisi, Hasan va reportar una incidéncia d’al-lergia significativament
major en PEG-ASP ev vs. PEG-ASP im(120). Per altra banda, I'estudi de Dholaria no va trobar
diferéncies significatives, pero s’ha de tenir en compte que no es va avaluar I'AAS, de manera
que algunes reaccions al-lergiques relacionades amb I'administracié ev es podrien interpretar
erroniament com a al-lergies reals(121). Burke, sorprenentment, va descriure una major
incidéncia d'al-lergia a PEG-ASP quan s’administrava via im. Tanmateix, en el subgrup de pacients
d'alt risc, on es produeixen la majoria dels episodis d'al-lergia, no hi van haver diferéncies
significatives entre la via im i la ev(116). En el protocol CCG-1962, els pacients de risc estandard
que rebien PEG-ASP en primera linia van presentar una incidéncia d’al-lérgia del 3,4%(115). En
aquest protocol PEG-ASP s’administrava via im, igual que en el nostre estudi. En el nostre estudi,
laincidencia d’al-lérgia en els pacients de risc estandard que van rebre PEG-ASP en primera linia
fou menor. Aixi doncs, els resultats sobre si la via d’administracié de I’ASP pot variar la incidéncia
d’al-lérgia no son concordants(114). La tendéncia actual en pediatria és a I'administracié ev,

donat que permet una millor qualitat de vida a I'evitar les punxades intramusculars.

Pel que fa al moment d’aparicié de les reaccions d'hipersensibilitat, els nostres resultats
son comparables als descrits anteriorment en la bibliografia meédica. En induccid només es va
presentar un episodi d’al-lergia (1/15 6,7%), després de I'administracié de la primera dosi de
PEG-ASP. Aquesta reaccid al-lergica podria estar relacionada amb la preséncia d'anticossos
contra la molécula PEG, ja que el pacient no havia estat exposat anteriorment a ASP. S’ha descrit
en diversos estudis la preséncia d'anticossos especifics contra la molecula PEG en pacients i
individus sans(76). En el nostre estudi, la majoria de les reaccions al-lergiques es van produir
durant la reexposicio a ASP després de periodes lliures d’aquest quimioterapic. La nostra
experiencia és similar a la descrita en el protocol DCOG-ALL10, en el que la majoria de reaccions
al-lergiques es van produir durant la intensificacio, després de la segona dosi de PEG-ASP(110).
Nosaltres vam observar que la majoria de reaccions al-lergiques (8/15; 53,3%) es va produir
després de la primera dosi d’ASP del manteniment, el moment en el qual s'havien produit la
guantitat maxima de periodes lliures d’ASP. El risc de formacié d’anticossos i aparicid de
reaccions al-lergiques augmenta amb I'exposicié repetida a ASP alternada amb periodes lliures
del farmac. De manera contraria, I’exposicié continua a ASP s’associa a una disminucid del nivell

d'anticossos(74). En la mateixa linia, Rizzari i col-laboradors van descriure que I'exposicio
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continua i prolongada a PEG-ASP redueix la probabilitat de presentar al-lergia clinica en pacients

d’alt risc (AR) tractats amb el protocol AIEOP-BFM-2009(174).

Tot i que PEG-ASP sembla ser menys immunogénica, com ho confirmen els nostres
resultats, els episodis d'al-lergia relacionats amb PEG-ASP en el nostre estudi van ser més greus
que els relacionats amb E. coli-ASP nativa. Tot i que només 2 pacients del grup que va rebre PEG-
ASP en primera linia van desenvolupar al-lérgia, un d'ells va requerir tractament de suport a la
unitat de cures intensives a causa d'una anafilaxi fluctuant. Aquesta clinica greu i fluctuant
podria estar relacionada amb I'alliberament prolongat d'ASP a causa de la pegilacié. Totes les
al-lergies relacionades amb E. coli-ASP nativa van ser lleus. Previ a I'administracié d’E. coli-ASP
nativa es realitzava una prova de sensibilitat cutania i, en cas de prova cutania positiva, es
canviava a Erwinia-ASP. Una hipotesi que podria explicar la incidéncia de reaccions al-lergiques
més greus amb PEG-ASP que amb E. coli-ASP nativa seria que la realitzacio de la prova cutania
podria haver seleccionat els pacients amb al-lergies potencialment més greus a E. coli-ASP

nativa.

Dels 15 pacients que van presentar hipersensibilitat a ASP derivada d’E. coli, 15 (87%)
van canviar a la formulacié Erwinia-ASP; dos d'ells (15%) també van desenvolupar al-lergia a
aquesta formulacié. Aquesta incidencia d’hipersensibilitat a Erwinia-ASP coincideix amb la

descrita en la bibliografia (3-30%)(122).

Pancreatitis. Incidéncia similar de pancreatitis amb les dues formulacions d’asparaginasa

En la nostra cohort de pacients, la incidencia de pancreatitis secundaria a ASP va ser del
7,9%, comparable a la incidéncia descrita anteriorment en altres estudis(75). No es van observar
diferéncies significatives en la incidéncia de pancreatitis en funcié de la formulacié d’ASP
utilitzada. Els pacients majors de 10 anys van presentar una major incidéncia de pancreatitis
(p<0,001), I'edat major de 10 anys és un factor de risc conegut per a aquesta toxicitat
relacionada amb I’ASP(79,83,98). La majoria dels episodis de pancreatitis van ser greus (8/10,
80%) i un 20% dels pacients amb pancreatitis van presentar seqieles croniques com diabetis
mellitus i pseudoquists pancreatics. En I’estudi sobre pancreatitis del protocol NOPHO ALL2008,
dins dels episodis de pancreatitis, la incidéncia de pancreatitis greu va ser del 85,1%, molt similar
a la del nostre estudi. A diferéncia del nostre protocol, en el protocol NOPHO ALL2008 tots els
pacients van rebre PEG-ASP com a Unica formulacid i la nostra serie inclou pacients que van
rebre I'esquema seqiiencial de nativa seguida de pegilada i pacients que van rebre Unicament

PEG-ASP(83).
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Inactivacio silent

En el nostre estudi descrivim la incidencia d’IS en un esquema de tractament d’ASP
intensiu i interromput. Vam monitoritzar de manera prospectiva I'AAS en 399 mostres d'una
cohort de 68 pacients, la majoria (56/68) pertanyents al grup que va rebre PEG-ASP en primera
linia. La nostra incidencia de IS en pacients tractats amb PEG-ASP en primera linia fou baixa,
3,4%. Altres protocols que utilitzen PEG-ASP en primera linia descriuen incidéncies d’IS similars
(0-3%)(108,114,128-131). Els resultats sobre incidencia d’IS corresponents a la gran serie de
pacients tractats amb el protocol AIEOP-BFM 2009 també van en la mateixa linia. En aquest
estudi, es recollien de forma prospectiva les dades sobre AAS per a identificar els casos d’IS. Val
la pena destacar, pero, que aquestes dades no es facilitaven a l'investigador (cec) sind que
s’analitzaven retrospectivament un cop finalitzat I’estudi. Aixo va permetre observar que alguns
pacients amb IS a qui s’havia continuat administrant la mateixa formulacié d’ASP, després de
diverses administracions recuperaven una activitat d’ASP correcta i es resolia la 1S(138). Una
troballa important del seu estudi va ser I'alta variabilitat entre i intra pacients. Es va observar
gue alguns pacients sense AAS en una de les fases de tractament podien assolir nivells
terapeutics d'AAS després d'un periode de tractament sense ASP. Aix0 podria tenir
consequencies cliniques importants i podria permetre, sota monitoritzacié d’AAS i vigilancia
estreta d’una possible aparicio de reaccié al-lergica, tornar a reexposar alguns pacients a PEG-
ASP i reservar el tractament de segona linia amb Erwinia-ASP. En el nostre estudi vam observar
que alguns pacients presentaven una AAS detectable perd més baixa de 100 UI/L al dia 7 post
administracio i menor a 20 UI/L al dia 14 en dues mostres diferents. Alguns d’aquests casos
podrien ser secundaris a una eliminacié accelerada d’ASP i es podrien manejar amb un
increment de la dosi o una reducciod entre l'interval de dosis(178). En tot cas, la nostra taxa d’IS
a PEG-ASP en pacients que van rebre un esquema seqliencial E. coli-ASP nativa seguida de PEG-
ASP va ser més alta que la dels pacients que van rebre PEG-ASP en primera linia (16,7% vs. 3,4%).
Tot i aquestes diferéncies, hem de tenir en compte el petit nombre de pacients en els que es va
determinar I’AAS dins del grup que va rebre la formulacié nativa seguida de la pegilada (12
pacients). En el protocol DCOG ALL-10, Tong va descriure una incidencia del 8% de IS a PEG-ASP
en pacients de risc intermedi que van rebre E. coli-ASP nativa seguida de PEG-ASP a dosis més
altes (2.500 Ul/m?)(110). En el nostre estudi, ja que tots els casos d’IS detectats es van presentar
posteriorment a una administracié de PEG-ASP en els dos grups (esquema seqliencial i PEG-ASP
en primera linia), val la pena remarcar que no es va realitzar cap determinacié d'AAS posterior
a cap administracié d’E. coli-ASP nativa. La justificacid és que, quan es va iniciar la determinacio

d’AAS a la nostra institucid, tots els pacients ja estaven rebent PEG-ASP d’entrada ja que ja
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s’havia realitzat I'esmena al protocol. La realitzacié d’aquesta esmena va ser motivada per la
important incidencia d’al-lergia clinica a E. coli-ASP nativa. Entre els pacients estudiats, no vam
detectar cap cas de IS a Erwinia-ASP. En la mateixa linia, Nadeem també va descriure taxes baixes

de IS a Erwinia ASP (3,8%)(119).

Determinacio d’activitat d’asparaginasa i individualitzacié de dosi

Un altre avantatge de la monitoritzacié de I'AAS és que permet confirmar que la dosi
administrada d'ASP és suficient per a assolir una deplecié d’asparagina en serum. La dosi de PEG-
ASP indicada en fitxa técnica és 2.500 Ul/m?. El nostre estudi, una dosi més baixa de PEG-ASP
(1.000 Ul/m?) va ser suficient per aconseguir una AAS > 100 Ul/L en més del 90% de les mostres,
amb un nivell mitja d’AAS els dies 7 i 14 de més de 400 UI/L, molt per sobre de les 100 UI/L, que
és considerat el nivell minim objectiu(122). En el nostre estudi, I’AAS mitjana després
d’administrar PEG-ASP 1.000 Ul/m? im va ser de 412,5 UI/L (rang 0-1.656) al dia 7 i 453,0 UI/L
(rang 0-1.325) al dia 14. Val la pena destacar que, tant els nivells d'AAS al dia 7 com al dia 14,
estaven en el mateix rang. En I'estudi de Tong et al., on PEG-ASP s’administrava via ev, els nivells
d’AAS al dia 7 post administracié eren més alts que els del dia 14(110). Per tant, la via
d’administracié sembla que podria influir en la cinética de I'ASP. Aquests resultats suggereixen
que I'administracié im podria estar relacionada amb nivells d'AAS més estables(179). Les nostres
troballes estan alineades amb els resultats del grup NOPHO en el que més del 95% de les mostres
de pacients que reben PEG-ASP a una dosi de 1.000 Ul/m? im tenen una activitat vall de > 100
UI/L al dia 14 post administracio(108). Altres estudis que han utilitzat dosis més altes d'ASP
(2.500 Ul/m?) presenten uns resultats similars. En I'assaig DFCI 05-001, Place i col-laboradors van
descriure que en el 94-100% de les mostres es van assolir nivells d'AAS > 100 UI/L(114). En la

mateixa linia, en I'estudi de Silverman el 88% dels pacients presentaven una AAS > 100 UI/L(180).

Un altre Us de la monitoritzacid d’AAS és la individualitzacié de dosi d’ASP. El grup DCOG
va utilitzar la monitoritzacié d’AAS per individualitzar la dosi d'ASP en pacients inclosos en el seu
protocol ALL-11. La dosi inicial va ser de 1.500 Ul/m? i es va poder reduir la dosi en la majoria
dels pacients amb una dosi mitjana tan baixa com 400 Ul/m?(123). Tot i que la utilitzacié d’AAS
com a eina per a la individualitzacié de dosi no era un objectiu del nostre estudi, la reduccié de
la dosi podria associar-se a una reduccio de costos i a una possible disminucid de la toxicitat. En
un treball del grup DCOG es va descriure I'associacié entre AAS i dislipemia(140) i, en un estudi

recent del grup NOPHO, una possible relacié associacidé entre AAS i risc de pancreatitis(142).
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Determinacié d’activitat d’asparaginasa i pseudoal-lérgia

La monitoritzacié d’AAS també és una eina util per a diferenciar les al-lérgies reals de les
reaccions pseudoal-lergiques. La rapida identificacié d’aquests dos tipus de reaccions permet
assegurar als pacients una exposicié optima a ASP. En el nostre estudi només vam trobar 2 casos
de pseudoal-lérgia entre els pacients amb simptomes clinics d'al-lergia post PEG-ASP i als quals
vam determinar AAS. Aix0 representa una incidencia baixa de reaccions pseudoal-lergiques
relacionades amb PEG-ASP im (2,9%, 1/68). Nadeem van presentar en el seu estudi una
incidéncia de reaccions pseudoal-lergiques secundaries a PEG-ASP del 13%, forca superior a la
nostra. No esta clar si la nostra menor incidencia de reaccions pseudoal-lérgiques podria estar
relacionada amb la via d'administracié im en lloc de ev, perd en el mateix estudi, es va descriure
una taxa similar de reaccions pseudoal-lergiques comparant Erwinia-ASP ev amb Erwinia-ASP
im(119). De la mateixa manera, les conclusions sobre les diferéncies en la incidéncia d'al-lérgia
a PEG-ASP en funcié de la via d'administraci6 no son uniformes a la literatura

meédica(116,118,120,121).

Relacio entre nivells d’activitat d’asparaginasa i toxicitat

Degut al seu mecanisme d'accid i fisiologic, el tractament amb ASP s'ha relacionat amb
un augment dels nivells d'amoni i triglicérids i una disminucid de I'albimina. En el nostre estudi
vam realitzar una comparacié directa quantitativa entre els nivells d’AAS, amoni, triglicerids i
albumina. Els resultats d’aquesta comparacié van mostrar una associacié significativa entre els
nivells d’AAS i un increment dels nivells d’amoni seric (p<0,0001), una disminucié dels nivells
d’albimina (p<0,0001), i un increment dels nivells de triglicerids (p=0,037). La correlacié que
vam trobar entre I’AAS i el nivell de triglicerids coincideix amb les conclusions de I'estudi de Tong
amb PEG-ASP a 2.500 Ul/m?(140). No obstant aix0d, la nostra incidéncia d'hipertrigliceridémia
important (grau 3-4 CTCAE 4.0) amb dosis més baixes de PEG-ASP (1.000 Ul/m?) va ser menor,
un 14,6% (33/227). Aquests resultats estan probablement relacionats amb I'administracié d’ASP
a una dosi menor. En la poblacidé general, un nivell de triglicérids > 1.000 mg/dL s'ha associat
amb un risc augmentat de pancreatitis, pero diversos estudis no ho han confirmat en pacients
amb LLA(140,181). Tanmateix, molt recentment, I'estudi de Lyngaard et at. si que ha reportat
una associacio significativa entre els nivells d’AAS i el risc de pancreatitis en pacients pediatrics
afectes de LLA(142). En el nostre estudi no va ser possible comprovar la correlacié entre els
nivells d’AAS i la probabilitat de presentar pancreatitis. Aixo és degut a que només es van produir

2 episodis de pancreatitis i aquest és un nombre massa petit d’episodis per a poder extreure’n
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conclusions. No obstant aixo, els dos pacients que van presentar pancreatitis no tenien nivells
elevats d’AAS (216 UI/L i 148 UI/L respectivament) ni hipertrigliceridémia (165 mg/dL i 78
mg/dL). Val la pena remarcar que en el subestudi que vam realitzar comparant només
I'associacié dels nivells vall d’AAS al dia 14 post administracid amb els nivells de triglicerids,
albumina i amoni, els resultats van ser parcialment diferents. Si bé els nivells d’AAS vall seguien
associats de forma directa als nivells d'amoni (p=0,013) i de forma indirecta als nivells
d’albumina (p<0,0001), I'associaciéo amb la xifra de triglicerids no fou significativa, pero si que
existia una tendéncia (p=0,084)(179). L’associacié negativa entre els nivells d’AAS i d’albumina
gue vam detectar en el nostre estudi concorda amb els resultats d'un estudi recent(175). Aixo
podria explicar-se pel fet que I'ASP pot alterar la sintesi de proteines donant lloc a déficits
importants(182). En el nostre grup de pacients vam detectar nivells d'amoni més alts entre els
pacients que van rebre Erwinia-ASP en comparacié amb els que van rebre PEG-ASP amb nivells
mitjans de 268 i 53 umol/L, respectivament. Aquestes diferéncies no estaven relacionades amb
una AAS diferent, ja que les AAS eren molt similars: AAS mitjana amb Erwinia-ASP de 347 UI/L i
AAS mitjana amb PEG-ASP de 435 UI/L. Aquests resultats estan en la mateixa linia que els

presentats per Tong i es podrien explicar per la major activitat glutaminasa d’Erwinia-ASP(140).

Tot i haver detectat una associacio entre els nivells d’amoni i I’AAS, aix0 no significa que
els nivells d’amoni siguin uns bons predictors d’AAS. Tal i com descriu Tong en el seu treball, els
nivells d’amoni augmenten respecte els basals després de I'administracié de PEG-ASP en
pacients sense al-lérgia ni IS. Tanmateix, un 50% d’aquests nivells, tot i augmentar respecte els
basals, es mantenen dins dels limits de la normalitat(143). Per altra banda, fins dos tergos dels
pacients amb IS presenten un augment discret d’amoni respecte el basal, tot i mantenir-se dins
dels limits de la normalitat. Tal i com ja va descriure Kloos en el seu treball, I'is de la
monitoritzacié d’AAS i el seu potencial efecte en la reduccié de la toxicitat associada a ASP és

limitat(183).

En la literatura medica s’han avaluat altres marcadors com a possibles predictors d’AAS,
com son els nivells d'antitrombina i fibrinogen. Els resultats de I’estudi de Merlen descriuen que
un 92% dels pacients que mostren una activitat d’antitrombina < 0,73 Ul/ml i uns nivells de
fibrinogen < 1,85 g/L tindran una AAS major a 100 UI/L. Aquest estudi suggereix que la
monitoritzacié de I'activitat d’antitrombina combinada amb els nivells de fibrinogen durant el
curs del tractament amb ASP podrien ser un indicador de AAS(175). Tanmateix, per a confirmar
una activitat subterapéutica d’ASP, es requeriran proves addicionals com es |'avaluacié directa

de I'AAS.
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El nostre estudi té algunes limitacions, com son el relativament baix nombre de pacients
analitzats i la manca d'aleatoritzacié d'ambdues formulacions. No obstant aixo, vam confirmar
una diferencia estadisticament significativa en la incidéncia d'al-lergia clinica entre els dos grups
tractats amb diferents formulacions d'ASP dins del mateix protocol de tractament. Aquests
resultats estan en concordanca amb els de séries més grans de pacients que comparen els
resultats amb PEG-ASP en primera linia amb controls historics tractats amb E. coli-ASP

nativa(114,123,174).

En resum, en el nostre protocol de tractament, PEG-ASP a una dosi de 1.000 Ul/m? im
va ser eficag per assolir una AAS suficient en més del 90% dels pacients. Els nostres resultats
mostren que I'Us de PEG-ASP en primera linia en un protocol de tractament intensiu i prolongat
amb ASP s’associa amb una menor incidéncia d'al-lergia clinica que I|'observada en I'Us

sequencial d'E. coli-ASP nativa seguida de PEG-ASP.

Estudi de factors clinics i biologics associats a toxicitat per asparaginasa en el tractament de la

LLA pediatrica: beneficis i perspectives de futur

Els beneficis d’aquests dos treballs d’investigacio s’engloben dins del marc de les estratégies
per a disminuir la toxicitat del tractament quimioterapic per, d’aquesta manera, millorar el
pronostic dels nostres pacients. Actualment ens trobem en un context on, donades les altes
taxes de supervivéncia en la LLA pediatrica, aconseguir una millora en el pronostic mitjancant la
quimioterapia convencional és tot un repte ja que una intensificacié de la quimioterapia
convencional podria comportar una millora minima en el pronostic o fins i tot ser
contraproduent per I'augment de la mortalitat toxica. Per tant, la investigacié basada en la
disminucié de la toxicitat secundaria al tractament és un cami potencial per a millorar tant la

supervivencia com la qualitat de vida.
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En aquesta linia, els treballs que componen la tesi han contribuit a:

Suggerir que els polimorfismes descrits com a haplotip de risc i protector del gen ASNS
enfront al-lergia i pancreatitis, no tenen una relacié clara amb I'aparicié d’aquestes
toxicitats en la nostra poblacid.

Descriure la relacid entre el risc de presentar al-lergia a ASP i pertanyer a I'étnia
llatinoamericana.

Descriure la relacid entre el risc de presentar al-lérgia a ASP i haver rebut un protocol
d’alt risc de recaiguda.

Confirmar I'associacio entre el risc de presentar pancreatitis secundaria a ASP amb el fet
de tenir una edat major de 10 anys al diagnostic.

Confirmar que PEG-ASP és menys immunogénica que E. coli nativa-ASP.

Confirmar que és possible identificar aquells pacients que presenten reaccions
pseudoal-lérgiques a ASP mitjancant la determinacié d’activitat d’ASP. Aixo permet
poder reservar altres formulacions d’ASP per a casos on, si no es realitza el canvi de
formulacio, el pronostic pot empitjorar, com en la inactivacio silent, I'al-lérgia real, o
tractaments quimioterapics de segona linia (protocols de recaiguda).

Plantejar la pre-medicacio, amb monitoritzacié d’activitat d’ASP, com una eina segura
per a disminuir la incidéncia de manifestacions cliniques d’al-lérgia relacionades amb
I’'administracié d’ASP i evitar els canvis de formulacié innecessaris. En cas de presencia
d’anticossos inactivadors, encara que el pacient no presenti clinica d’al-lergia degut a la
premedicacio, gracies a la monitoritzacié d’activitat ASP es detectara la inactivacié del

farmac.

Com a perspectives de futur, el treball de tesi presentat pot ser 'origen de noves linies

d’investigacié encaminades a la individualitzacié del tractament amb |'objectiu de disminuir-ne

la toxicitat. Centrant el focus en I’ASP en particular, aix0 es podria traduir en la creacio

d’estrategies per a la individualitzacié de dosis en funcié de la I'activitat d’ASP i I'estudi de

polimorfismes genétics relacionats amb toxicitat secundaria a aquest quimioterapic buscant

com a fita una possible millora en I'eficacia, i una reduccio de la toxicitat i dels costos.
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0
0'0

0
0'0

Els polimorfismes rs3757676 i rs3832526, descrits préviament com a haplotip
de risci protector del gen de I'asparagin sintetasa enfront al-lérgia i pancreatitis,
no van tenir una relacié clara amb I'aparicié d’aquestes toxicitats en la nostra

serie.

El risc de presentar al-lergia a asparaginasa es va associar tant amb el fet de
rebre un protocol d’alt risc de recaiguda com el fet de pertanyer a I'étnia

Ilatinoamericana.

El risc de presentar pancreatitis secundaria a asparaginasa es va associar amb el

fet de tenir una edat major de 10 anys en el moment del diagnostic.

En el nostre protocol de tractament LAL/SEHOP-PETHEMA 2013 (Leucemia
aguda linfobldstica / Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pedidtricas
- Protocolo para el Estudio y Tratamiento de las Hemopatias Malignas 2013),
I’Gs d’asparaginasa d’E. coli pegilada en primera linia es va associar amb una
menor incidencia d'al-lergia clinica que I'observada en I'Gs seqiencial

d’asparaginasa d’ E. coli nativa seguida d’asparaginasa d’ E. coli pegilada.

L’asparaginasa d’ E. coli pegilada a una dosi de 1.000 Ul/m? intramuscular va ser
eficag per assolir una activitat d’asparaginasa en sérum suficient en més del 90%

dels pacients.

La incidéncia d'inactivacid silent en els pacients tractats amb asparaginasa d’ E.

coli pegilada en primera linia va ser molt baixa en la nostra serie.

Vam detectar una associacié significativa entre els nivells d’activitat
d’asparaginasa en serum i lI'increment dels nivells d’amoni seéric, la disminucio

dels nivells d’albumina, i I'increment dels nivells de triglicérids.

No es van observar diferéncies significatives en la incidencia de pancreatitis en

funcié de la formulacié d’asparaginasa utilitzada.
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PUBLICACIONS

Lower incidence of clinical allergy with PEG-asparaginase upfront versus the sequential use of
native E.coli asparaginase followed by PEG-ASP in pediatric patients with acute lymphoblastic

leukemia.

ALTRES PUBLICACIONS

Native E.coli asparaginase upfront should be replaced by PEG-asparaginase upfront in the

treatment of pediatric patients with acute lymphoblastic leukemia.
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Lower incidence of clinical allergy with PEG-asparaginase upfront versus the sequential use of
native E.coli asparaginase followed by PEG-ASP in pediatric patients with acute lymphoblastic

leukemia

Montserrat Mesegué, Anna Alonso-Saladrigues, Sara Pérez-Jaume, Ariadna Comes-Escoda, José Luis Dapena, Anna

Faura, Nuria Conde, Albert Catala, Anna Ruiz-Llobet, Edgar Zapico-Muiiiz, Mireia Camds, Susana Rives.

Asparaginase (ASP) is an essential component for the acute lymphoblastic leukemia (ALL)
treatment, but toxicities, such as allergy, frequently limit its use. Although the potentially lower
PEG-ASP formulation immunogenicity, few studies with conflicting results have compared the
allergy incidence between Escherichia coli-ASP and PEG-ASP in the same protocol. We aimed at
comparing the allergy incidence in children receiving native E.coli-ASP versus PEG-ASP within the
same clinical protocol (Spanish Society of Pediatric Hematology and Oncology ALL-SEHOP-
PETHEMA 2013). One hundred and twenty-six children (1-19 years) diagnosed with ALL from
2013 to 2020 were included. Patients in group 1 received a sequential scheme of native E.coli-
ASP 10,000 1U/m? intramuscularly (im) followed by PEG-ASP 1000 |U/m? im. Patients in group 2
received PEG-ASP 1000 IU/m? im upfront. Clinical allergy incidence was compared between both
groups. Serum ASP activity (SAA) was measured in a subgroup of patients, and silent inactivation
was recorded. The cumulative incidence of clinical allergy was significantly higher in group 1
(native followed by PEG-ASP) than in group 2 (PEG-ASP upfront), 24.7% versus 4.1% (p = 0.0085).
Adequate ASP activity was achieved with PEG-ASP 1000 IU/m? dose in most patients (median
SAA 412.5 and 453.0 IU/L at days 7 and 14). The incidence of silent inactivation in PEG-ASP
upfront patients was very low. PEG-ASP-used upfront was associated with a lower incidence of
clinical allergy than that observed in the sequential use of native E.coli-ASP followed by PEG-

ASP. PEG-ASP at 1000 1U/m? was effective in achieving enough ASP activity in most patients.
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Abstract

Asparaginase (ASP) is an essential component for the acute lymphoblastic leukemia
(ALL) treatment, but toxicities, such as allergy, frequently limit its use. Although the
potentially lower PEG-ASP formulation immunogenicity, few studies with conflict-
ing results have compared the allergy incidence between Escherichia coli-ASP and
PEG-ASP in the same protocol. We aimed at comparing the allergy incidence in
children receiving native E. coli-ASP versus PEG-ASP within the same clinical pro-
tocol (Spanish Society of Pediatric Hematology and Oncology ALL-SEHOP-
PETHEMA 2013). One hundred and twenty-six children (1-19 years) diagnosed
with ALL from 2013 to 2020 were included. Patients in group 1 received a
sequential scheme of native E. coli-ASP 10,000 IU/m? intramuscularly (IM) followed
by PEG-ASP 1000 1U/m? IM. Patients in group 2 received PEG-ASP 1000 I1U/m? IM
upfront. Clinical allergy incidence was compared between both groups. Serum ASP
activity (SAA) was measured in a subgroup of patients, and silent inactivation was
recorded. The cumulative incidence of clinical allergy was significantly higher in
group 1 (native followed by PEG-ASP) than in group 2 (PEG-ASP upfront), 24.7%
versus 4.1% (p = 0.0085). Adequate ASP activity was achieved with PEG-ASP 1000
1U/m? dose in most patients (median SAA 412.5 and 453.0 IU/L at days 7 and 14).
The incidence of silent inactivation in PEG-ASP upfront patients was very low. PEG-
ASP-used upfront was associated with a lower incidence of clinical allergy than that
observed in the sequential use of native E. coli-ASP followed by PEG-ASP. PEG-ASP
at 1000 1U/m? was effective in achieving enough ASP activity in most patients.
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acute lymphoblastic leukemia, allergy, asparaginase, pediatrics, therapeutic drug monitoring,
toxicity
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1 | INTRODUCTION

The outcome of children with acute lymphoblastic leukemia (ALL) has
dramatically improved with current multiagent chemotherapy regi-
mens and the increased use of intensified asparaginase (ASP) ther-
apy.r™® Three different formulations of ASP are currently available:
native (native Escherichia coli-ASP) and pegylated E. coli ASP (PEG-
ASP) are derived from E. coli, and Erwinia ASP (Erwinia-ASP) from E.
chrysanthemi.*> Their toxic profile is similar, except for the potential
reduction of immunogenicity of PEG-ASP; however, this aspect is still
unclear.’®

Asparaginase treatment associates with frequent and some-
times severe toxicity such as allergy, pancreatitis, and thrombosis,
which may lead to discontinuation of ASP therapy and increased
risk of relapse.>**1° Allergy to asparaginase is one of the most
common reasons for its discontinuation.>">%!* Due to the devel-
opment of neutralizing antibodies, allergies cause inactivation of
the drug. Some patients develop neutralizing antibodies without
clinical manifestations; this phenomenon, known as silent inacti-
vation (SI), can be detected by measuring serum asparaginase
activity (SAA). Patients presenting allergy or S| have poorer
outcome unless they are switched to a non-cross-reacting
formulation like Erwinia-ASP.>®?12-1%4 Recently, SAA allowed
identifying some patients that develop symptomatic allergic re-
actions without neutralizing antibodies, presenting the so-called
allergic-like reactions.*®

Despite the potential reduction of immunogenicity of PEG-ASP,
few studies have compared head-to-head the incidence of clinical
allergy to native E. coli-ASP versus PEG-ASP within the same clinical
protocol. In one study with adult patients and two randomized trials in
children, no significant differences in allergy were observed.>°-81¢17
Our study aims to compare the incidence of clinical allergy in pediatric
patients with ALL receiving native E. coli-ASP versus PEG-ASP within
the same clinical protocol (Spanish Society of Pediatric Hematology
and Oncology ALL-SEHOP PETHEMA-2013).

2 | METHODS

2.1 | Patients and laboratory measurements
Children aged 1-19 years newly diagnosed with ALL in a single
center from May 2013 to February 2020 were included.

In all patients, we prospectively monitored the complete blood
cell count, creatinine, bilirubin, transaminases, ammonium, albumin,
and triglycerides every 7 or 14 days after each PEG-ASP dose.

Since January 2016, SAA was measured by a validated assay
(aspartic acid B-hydroxamate test)'® with a 5 IU/L lower limit of
quantification (LLQ). SAA was determined at days 7 and 14 after
PEG-ASP (1000 1U/m? intramuscularly [IM]) and at day 2 or 3 after
Erwinia-ASP (20,000 1U/m? IM) administration. Anti-ASP antibodies
were not measured.

174

2.2 | Treatment

We stratified patients into three groups: high-risk (HR),
intermediate-risk (IR), and standard-risk (SR) to guide therapy. The
stratification criteria were based on clinical features, genetics, and
treatment response (see Table S1). The response was assessed by
morphology and measurable residual disease levels by flow
cytometry.

Protocol treatment is summarized in Figure 1. Treatment had
a Berlin-Frankfurt-Miinster regimen (BFM) backbone and con-
sisted of a four-drug induction phase (lA), followed by induction
IB, consolidation, reinduction, and maintenance in SR and IR pa-
tients. HR patients received three HR blocks, three reinduction
cycles, and maintenance. The total duration of therapy was 2
years.

Regarding ASP therapy, in November 2016, there was a
safety amendment in the protocol to use PEG-ASP upfront. This
was decided due to high rates of clinical allergy to ASP, which
was thought to be related to the sequential use of native E. coli-
ASP followed by PEG-ASP. Before the amendment, patients
received native E. coli-ASP 10,000 1U/m? IM/72 h with eight
doses in induction and four in reinduction followed by an inten-
sification with PEG-ASP 1000 IU/m? IM in IR and HR patients.
Steroids were given concomitantly with asparaginase except in
the maintenance phase. After the amendment, all patients were
to receive PEG-ASP 1000 IU/m? IM upfront (Figure 1). Of note,
before and after amendment, patients received the same
chemotherapy backbone except for the formulation of ASP
(native followed by PEG-ASP vs. PEG-ASP upfront) and a
reduction of the dexamethasone from 3 to 2 weeks in the
reinduction phase.

After an allergic event (local reaction, rash, or anaphylaxis) or
after Sl, patients receiving native E. coli-ASP or PEG-ASP were
switched to Erwinia-ASP (Table 2). Asparaginase was temporally
withheld until resolution of thrombosis or mild pancreatitis (as
defined in Ponte di Legno Toxicity Working Group [PTWG])
criteria’®?®) but discontinued permanently in case of severe
pancreatitis or allergy to Erwinia-ASP.

2.3 | Toxicity assessment

Clinical allergy was assessed according to the Common Terminology
Criteria for Adverse Events v4.0 (https://evs.nci.nih.gov/ftp1/CTCAE/
CTCAE_4.03/Archive/CTCAE_4.0_2009-05-29_QuickReference_8.
5x11.pdf) and pancreatitis to PTWG definitions.'??° The following
adverse events were collected: ASP-related clinical allergy (all
grades), pancreatitis (all grades), and, from January 2016 onwards,
also SI. Sl was defined by SAA <100 IU/L on day 7 or <20 IU/L on day
14 after PEG-ASP, SAA <20 |U/L on day 2 after Erwinia-ASP, and
SAA <5 IU/L on day 3 after native E. coli-ASP.2%?2 Two different
samples were needed to confirm SI.
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Group 1=sequential scheme native E.coli-asparaginase followed by PEG-asparaginase. Group 2=PEG-asparaginase upfront.

N=Native E. coli-asparaginase (10 000 IU/m?/72h intramuscular). P= polyethylene glycosylated E. coli-asparaginase (1000 1U/m?/15 days intramuscular).
M=Dose. A= Prednisone (1 week). V= Dexamethasone (1 week). SR=Standard risk. IR=Intermediate risk. HR=High risk. Ind.A=Induction A. Ind.B=Induction
B. CONS=Consolidation. REIND=Reinduction. MAINT=Maintenance. HR-1=High risk block 1. HR-2=High risk block 2. HR-3=High risk block 3.

FIGURE 1 ALL-SEHOP-PETHEMA 2013 Protocol

24 | Statistical methods

Our primary objective was to assess the incidence of clinical allergy
in patients who received native E. coli-ASP followed by PEG-ASP
(group 1) and compared it with the incidence in those patients who
received PEG-ASP upfront (group 2).

Secondary objectives were to assess (a) the incidence of
pancreatitis in groups 1 and 2; (b) the incidence of S| after
PEG-ASP (1000 1U/m? IM); (c) the SAA levels achieved with
PEG-ASP IM administration (1000 1U/m?), and (d) the associa-
tion between PEG-ASP activity level and albumin, triglycerides,
and ammonium.

Statistical analyses were performed using R software v3.6.3
(www.R-project.org),?® considering p-values <0.05 to be statistically
significant. We used X2 or Fisher exact tests to compare qualitative
variables among groups, and the Mann-Whitney U test for quanti-
tative variables. Cumulative incidence (CI) of allergy and pancreatitis
were estimated using the Kaplan-Meier estimator,?* and compared
using the log-rank test.?> We censored the follow-up at the time of
the event (allergy or pancreatitis) or shortly after the last ASP
administration in patients without toxicity (3 days after the admin-
istration in case of native E. coli-ASP and 15 days after in case of
PEG-ASP). Linear mixed models were used to assess the association
between ASP activity and ammonium, albumin, and triglycerides to
account for the correlation between the measurements from the
same subjects.?® We used the Youden index maximization
method,?”?® to estimate cutoffs for ammonium, triglycerides, and
albumin that optimally discriminated between patients with low ASP

activity (<100 IU/L) and therapeutic ASP activity (>100 IU/L). The
corresponding 95% confidence intervals were calculated using
bootstrap.??

2.5 | Ethics

The study was conducted in accordance with the ethical stan-
dards and the Declaration of Helsinki following the national and
international guidelines, and was approved by the authors' Local
Ethics Committee. All samples were stored in the legally compe-
tent Biobank of our institution and were used after informed
consent was obtained either from patients or their legal
guardians.

3 | RESULTS
3.1 | Patients characteristics

One hundred and twenty-six patients were included between May
2013 and February 2020. Sixty-nine patients received a sequential
scheme of native E. coli-ASP followed by PEG-ASP (group 1), and 57
were treated with PEG-ASP upfront (group 2). Table 1 shows the
patients' main characteristics. No significant differences between
both groups were observed except for the higher number of patients
in the high-risk arm in group 2. Among patients in group 1, 49/69
(71.0%) completed all the ASP planned doses, 12 switched to
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TABLE 1 Clinical features at diagnosis of the 126 pediatric patients diagnosed with ALL included in the study
Native E. coli-ASP/PEG-ASP scheme (n = 69) PEG-ASP upfront scheme (n = 57)
n (%) n (%) p-value
Sex, girls 31 (44.9) 20 (35.1) 0.35
Age, years median (range) 5.0 (1.1-16.7) 6.3 (1.1-17.7) 0.39
<10 years 54 (78.3) 47 (82.5) 0.72
>10 years 15 (21.7) 10 (17.5)
BCP-ALL 58 (84.1) 45 (78.9) 0.61
T-ALL 11 (15.9) 12 (21.1)
Standard risk 13 (18.8) 2(3.5) 0.01
Intermediate risk 45 (65.2) 36 (63.2)
High risk 11 (15.9) 19 (33.3)

Abbreviations: ALL, acute lymphoblastic leukemia; BCP, B-cell precursor; Native E. coli-ASP, native E. coli-asparaginase; PEG-ASP, polyethylene

glycosylated E. coli-asparaginase.

Erwinia-ASP, and 8 discontinued ASP treatment due to pancreatitis.
Among patients in group 2, 38/57 (66.7%), completed all the ASP
planned doses. Two switched to Erwinia-ASP, 3 discontinued (due to
pancreatitis in 2 cases and clinical allergy in 1 patient), and 14 were
still under maintenance ASP therapy intensification at the moment of
the cutoff analysis (Figure 2). Still, all of them received at least 80%
of ASP planned doses. Complete remission rate was 97.7% with
three patients refractory to induction therapy who belonged to
group 2.

3.2 | Pancreatitis

Of the 126 patients, 10 developed pancreatitis (7.9%), being severe in
8 patients and associated with chronic sequelae (diabetes and
pseudocyst) in two. Half of the pancreatitis occurred after native E.
coli-ASP and a half after PEG-ASP.

Pancreatitis was significantly more frequent in patients older
than 10 years, occurring in 7 out of 25 patients (28%) versus 3 out of
101 younger patients (3.0%) (p = 0.0005).

Regarding the ASP formulation, we did not observe statistically
significant differences in the incidence of pancreatitis in patients in
group 1 versus group 2, with a 15-month CI of pancreatitis of 13.9%
(Cl 95% 4.3-22.6) and 4.6% (Cl 95% 0-10.8) for groups 1 and 2,
respectively (p = 0.094) (Figure 3).

3.3 | Hypersensitivity

3.3.1 | Clinical allergy

Symptomatic allergy was observed in 11.9% of patients (15/126).
Table 2 shows the characteristics of allergic reactions. All the native
E. coli-ASP related allergies were mild, but 8/11 (73%) after PEG-ASP
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were severe, and 2 required intensive care management. Most of the
allergic reactions occurred after a period of asparaginase interrup-
tion, with only one (1/15, 6.7%) occurring during induction, six (40%)
during high-risk blocks or reinduction, and eight (53%) during main-
tenance, predominantly after the second or third PEG-ASP dose.
Most patients presenting allergy (13/15, 87%) were switched to
Erwinia-ASP, and two of them (15%) developed allergy to this
formulation as well.

The ClI of allergy was significantly higher in group 1 than in group
2 (p = 0.0085), 24.7% versus 4.1% at 15 months (Figure 4). Although
only two patients in the PEG upfront group developed allergy, one
required intensive care support for fluctuating anaphylaxis.

3.4 | Silent inactivation

Asparaginase activity was determined in 399 samples in 68 patients,
most of them belonging to group 2 (56/68). SI was found in 4/68
(5.9%) patients, with a non-significantly lower incidence in group 2
(2/56, 3.6%) versus group 1 (2/12, 16.7%) (p = 0.14). Patients with S|
were switched to Erwinia-ASP, and all achieved adequate SAA.

3.5 | Allergic-like reactions

Among the 68 patients in whom SAA was evaluated, only 3 presented
clinical allergy to asparaginase. Two of them had SAA beneath the
LLQ (<5 IU/L) after the allergic episode. One patient presented SAA
levels higher than 100 IU/L both at days 5 and 14 after a moderate
anaphylactic episode (skin rash and glans edema) following PEG-ASP
administration. Due to the therapeutic ASP activity levels with clin-
ical allergic symptoms, this episode was identified as an allergic-like
reaction. However, the patient was switched to Erwinia-ASP due to
the anaphylaxis symptomatology.
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TABLE 2 Characteristics of the allergic reactions recorded after asparaginase administration

Risk ASP Treatment Switchto Allergy to
Group group® formulation Grade and type of reaction phase Erwinia  Erwinia

Pt. 1 Native E. coli-ASP/PEG- SR Native E. coli-ASP  Allergy grade 1 (mild) cutaneous | Yes No
ASP

Pt. 2 Native E. coli-ASP/PEG- SR Native E. coli-ASP  Allergy grade 2 (moderate) allergic reaction Rel Yes No
ASP

Pt. 3 Native E. coli-ASP/PEG- IR Native E. coli-ASP  Allergy grade 1 (mild) cutaneous Rel Yes No
ASP

Pt. 4 Native E. coli-ASP/PEG- IR Native E. coli ASP Allergy grade 1 (mild) cutaneous Rel Yes No
ASP

Pt. 5 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Allergy grade 2 (moderate) urticarial rash M No No
ASP

Pt. 6 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 4 (severe) ICU admission M Yes No
ASP

Pt. 7 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) M Yes No
ASP

Pt.8 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Allergy grade 2 (moderate) rash M Yes No
ASP

Pt. 9 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) M Yes No
ASP

Pt. 10 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) M Yes Yes
ASP

Pt. 11 Native E. coli-ASP/PEG- IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) M Yes No
ASP

Pt. 12 Native E. coli-ASP/PEG- HR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) HR-block 2 Yes Yes
ASP

Pt. 13 Native E. coli-ASP/PEG- HR PEG-ASP Allergy grade 2 (moderate) rash HR-block 2 Yes No
ASP

Pt. 14 PEG-ASP upfront IR PEG-ASP Anaphylaxis grade 3 (severe) M Yes No

Pt. 15 PEG-ASP upfront HR PEG-ASP Anaphylaxis grade 4 (severe) ICU admission HR-block 2 N N

Note: Allergy was assessed using the Common Terminology Criteria for Adverse Events version 4.0.

Abbreviations: HR, high risk; |, induction; ICU, intensive care unit; IR, intermediate risk; M, maintenance; Native E. coli-ASP, native E. coli-asparaginase;
PEG-ASP, polyethylene glycosylated E. coli-asparaginase; Pt, patient; Rel, re-induction; SR, standard risk.
?Patients 12 and 15 were initially classified to IR and allocated in the HR due to poor minimal residual disease clearance (see Table S1).

3.6 | SAA levels and correlation with laboratory
parameters

SAA was measured in 368 samples after IM 1000 1U/m? of PEG-ASP.
At day 14, SAA was above 100 IU/L in 90.6% (259/286) of the
samples. Median SAA after IM PEG-ASP 1000 IU/m? was 412.5 IU/L
(range 0-1656) at day 7 and 453.0 IU/L (range 0-1325) at day 14
(Figure 5). Median SAA after IM Erwinia-ASP 20,000 IU/m? was 347.0
IU/L at 48 h and 198.5 IU/L at 72 h.

Due to its mechanism of action and physiology, ASP treatment
has been linked to an increase in ammonium and triglycerides levels
and a decrease in albumin. In our study, a direct comparison of
quantitative data showed a significant association of SAA levels with
higher serum ammonium (p < 0.0001), lower albumin (p < 0.0001),
and higher triglycerides levels (p = 0.037) (Figures S1-54).

4 | DISCUSSION

In our study, we compared the incidence of clinical allergy to ASP
in a series of pediatric patients with ALL treated with different
ASP formulations within the same clinical protocol. We observed
a higher CI of allergy to asparaginase in patients treated with
native E. coli-ASP followed by an intensification with PEG-ASP, as
compared to those patients treated upfront with the pegylated
formulation. We also found that the dose of 1000 IU/m? of PEG-
ASP achieved adequate levels of asparaginase activity over 100
IU/L in 90% of the samples analyzed 14 days after IM
administration.

The incidence of clinical allergy in recent pediatric protocols with
prolonged intensified PEG-ASP therapy is lower than that found in

historical controls in which native E. coli-ASP was used.'#3°-32
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Nevertheless, there are few direct comparisons within the same
protocol of both formulations in children, and these did not show
significant differences in the allergy incidence.’®'” The Children
Cancer Group reported the results of a randomized comparison of
PEG-ASP IM versus native E. coli-ASP IM given to children with
standard-risk ALL, and the incidence of allergy did not differ.t” The
lack of differences might be related to the low incidence of allergy in
this population, occurring in only 2 of 118 patients, which may be
related to the less intensive asparaginase treatment received in the
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patients analyzed.>? In the Dana-Farber Cancer Institute protocol
05-001 a randomized comparison was made between IM native E.
coli-ASP versus intravenous PEG-ASP given post-induction. The
clinical allergy incidence in both arms was similar (9 vs. 12%).2° In our
study, we grouped patients according to the received ASP formula-
tion within the same protocol. Patients who received IM native E.
coli-ASP in induction and reinduction followed by an intensified IM
PEG-ASP treatment, presented more allergic episodes that those
receiving PEG-upfront (25% vs. 4% respectively, p = 0.0085). Our
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results are in agreement with those found by the Dutch Childhood
Oncology Group DCOG-ALL10 protocol, in which native E. coli-ASP
in induction was followed by PEG-ASP in post-induction extended
asparaginase treatment. 223 With this scheme, a high clinical allergy
incidence (22%) was observed, but in their following protocol DCOG-
ALL11, in which patients received PEG-ASP upfront, the allergy

incidence dropped to 10%.3° Also, recently the AIEOP-BFM group
reported a lower (7.6%) incidence of clinical allergy in patients
treated with PEG-ASP upfront as compared to their historical
experience with native E. coli-ASP.3! The reduced incidence of clinical
allergy seen in patients treated with PEG-ASP could be related to the
longer half-life of PEG-ASP leading to a more continuous exposure.
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FIGURE 5 Serum asparaginase activity of all patients after
polyethylene glycosylated E. coli-asparaginase (PEG-ASP) 1000 U/
m? intramuscularly at days 7 and 14 after PEG-asparaginase
administration. Box plot representation: the three lines on the box
represent the first, second, and third quartiles, respectively; the
whiskers represent 1.5 times the interquartile range from the box;
white dots represent outlier values and red dots represent the
mean values

Our results in the different incidence of clinical allergy in both
groups could be biased since, by chance, there was a significantly
higher number of high-risk patients in the PEG upfront group, and
high-risk chemotherapy regimen is an independent risk factor for
allergy.*1%® pespite this bias, the incidence of allergy was lower in
the PEG-ASP upfront group, which was the group that included more
high-risk patients. We assessed the Cl of clinical allergy according to
risk groups, and in the IR patients, the Cl of allergy was higher in
patients in group 1 compared to those in group 2.

Regarding when hypersensitivity reactions occurred, our results
were comparable to those previously reported. Most of the allergic
reactions occurred following ASP re-exposure after ASP-free pe-
riods, similar to the experience in the DCOG-ALL10 protocol, in
which most of the allergies occurred during intensification, after the
second PEG-ASP dose.?? We observed that most allergic reactions
(8/15, 53.3%) took place after the first ASP dose of maintenance,
when more gaps in ASP treatment had occurred. The risk of antibody
formation and allergic reactions increases with repeated exposure to
asparaginase with free period gaps and continuous exposure is
associated with a decline in antibody levels.* In the same line, Rizzari
and colleagues,®* described that continuous and prolonged exposures
to PEG-ASP reduced the probability of developing clinical allergy in
HR patients treated with the AIEOP-BFM-2009 protocol.

In our cohort of patients, the incidence of asparaginase related
pancreatitis was 7.9%, comparable to previous reports.’® No signifi-
cant differences were observed according to the ASP formulation
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used. Patients older than 10 years had a higher incidence of
pancreatitis (p < 0.001), which is a known risk factor for this ASP
related toxicity.>*+%°

We prospectively monitored the SAA in 399 samples from a
cohort of 68 patients, most of them (56/68) belonging to group 2. In
these patients treated with PEG-upfront, Sl was very low (3.6%), in
concordance with the large series of patients treated with the
AIEOP-BFM 2009 protocol.*® An important finding of their study was
the high variability inter- and intra-patient. They found that some
patients with no ASP activity in one of the treatment phases could
have therapeutic levels of ASP activity after a period of treatment
without ASP. This might have significant clinical consequences and
might allow, under SAA monitoring and careful watching of a possible
allergic reaction, to re-expose some patients to PEG-ASP and spare
the second-line treatment with Erwinia-ASP.

Another advantage of SAA monitoring is that it enables to
confirm that the administered dose of asparaginase is adequate. In
our study, a low dose of PEG-ASP (1000 1U/m?) was enough to
achieve SAA >100 IU/L in 90% of samples, with a median SAA level
at days 7 and 14 over 400 |U/L, entirely above 100 IU/L, which is
considered the target trough level.?! Our findings are in line with the
results of the NOPHO group in patients receiving PEG-ASP at a dose
of 1000 IU/m2.!* It seems important to confirm that lower doses of
the PEG-ASP label (2500 1U/m?) can achieve an adequate trough
level in the vast majority of patients.'®3”*® Moreover, the DCOG
used SAA monitoring to individualize ASP dose in patients included in
their ALL-11 protocol; the starting dose was 1500 1U/m?, and they
were able to reduce the dose in most patients, with a median dose as
low as 400 1U/m2.%°

Our study has some limitations, as the low number of patients
analyzed and the lack of randomization of both formulations.
Nevertheless, we confirmed a statistically significant difference in
the incidence of clinical allergy among the two groups treated with
different ASP formulations. This is in concordance with the findings
in larger series of patients that compare their results with PEG-ASP
upfront with historical controls treated with native E. coli-
ASP.16:30.31

In summary, in our treatment protocol, PEG-ASP at a dose of
1000 1U/m? was effective in achieving enough ASP activity in more
than 90% of the patients. Our results show that PEG-ASP used
upfront in an extended asparaginase treatment protocol is associated
with a lower incidence of clinical allergy than the observed in a
sequential use of native E. coli-ASP followed by PEG-ASP.
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Supporting table S2. Treatment protocol for standard-risk patients in ALL-SEHOP-PETHEMA 2013.
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asparaginase activity (SAA) and triglycerides.
Supporting figure S2. Serum asparaginase activity and ammonium.
Supporting figure S3. Serum asparaginase activity and triglycerides.

Supporting figure S4. Serum asparaginase activity and albumin.
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Supporting table S1. Criteria for risk group classification in protocol ALL-SEHOP-PETHEMA

2013.

STANDARD RISK: The patient must meet each and every one of the following criteria:

Age >1 and <10 years.
Leukocytes <20 x10°%/I at diagnosis.
Non-T inmunophenotype.
Absence of CNS or testicular infiltration
Good risk cytogenetics
o High hyperdiploidy (51-67 chromosomes), DNA index 1.10-1.44 (always confirmed by
other cytogenetic techniques). or
o t(12;21) / ETV6-RUNX1 rearrangement
Absence of t(1;19) /TCF3/PBX1 rearrangement.
No MLL rearrangement.
Good prednisone response (<1,000 blasts/mm3 in peripheral blood on day +8 of Induction IA)
Good early response (< 5% de blasts and < 0.1% MRD in bone marrow on day +15 of Induction
and at the end of induction IA)

HIGH RISK: The existence of any of the following criteria determines the inclusion of the patient in this
High-risk group:

t(4;11) (MLL/AF4).

Hypodiploidy <44 chromosomes or DNA index <0.81 (confirmation by other techniques is
required).

Poor prednisone response (> 1,000 blasts in peripheral blood on day +8 of Induction,)
M2 (> 25% blasts) and >10% MRD on day +15 of Induction, in bone marrow.

MRD > 1% on day +33 of Induction, in bone marrow.

MRD > 0.1% before consolidation, in bone marrow.

Patients with BCR-ABL1 rearrangement (Ph+ ALL).

INTERMEDIATE RISK: Those patients who do not meet the criteria for Standard Risk or High Risk.
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ANNEX

Supporting table S2. Treatment protocol for standard-risk patients in ALL-SEHOP-PETHEMA 2013.

Treatment phase/drug

Single or daily dose

Days of application per phase?

Induction

IA

Prednisone/Prednisolone (PO/IV)
Vincristine (1V)

Daunorubicin (Pl over 1 h)
L-Asparaginase (IM)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

IB

Cyclophosphamide (Pl over 1 h)
Cytarabine (Pl over 1 h)
6-Mercaptopurine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

Consolidation

Methotrexate (Pl over 24 h)f
6-Mercaptopurine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

Reinduction

Dexamethasone (PO/IV)

Vincristine (1V)

Doxorubicin (Pl over 1 h)
L-Asparaginase (IM)
Cyclophosphamide (Pl over 1 h)
Cytarabine (IV)

6-Thioguanine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)®

Maintenance"

Methotrexate (PO)
6-Mercaptopurine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

60 mg/m?/d

1.5 mg/m?/dose (max. 2 mg)
30 mg/m?/dose

10 000 IU/m?/dose
12/30/20 mg/dose®

1000 mg/m?/dose
75 mg/m?/dose

60 mg/m?/d
12/30/20 mg/dose®

5000 mg/m?/dose
25 mg/m?/d
12/30/20 mg/dose®

10 mg/m?/d

1.5 mg/m?/dose (max. 2 mg)
30 mg/m?/dose

10 000 IU/m?/dose

1000 mg/m?/dose

75 mg/m?/dose

60 mg/m?/d

12/30/20 mg/dose®

20 mg/m?/dose
50 mg/m?/di
4x 12/30/20 mg/dose®

1-28°¢

8,15, 22,29

8,15

12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33
1,12, 19, 26, 33%¢

36, 64
38-41, 45-48, 52-55, 59-62
36-63
45,59

8,22, 36,50
1-56
8,22, 36,50

1-21°

8,15, 22,29
8,15, 22,29
8,11,15,18
36

38-41, 45-48
36-49

1,17, 38, 45

once a week
daily
monthly
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aAdjustments of schedule were allowed if clinical condition and bone marrow recovery were inadequate.
bDoses of IT drugs were adjusted for children <3 years of age.

cSteroids were tapered over 9 additional days.
"**Differences of induction treatment given after amendment on November 2016:
- Asparaginase given in induction is PEG-asparaginase IM at dose 1000 IU/m? on days 12 and 26.

41T therapy on days 19 and 26 was only administered to patients with CNS-2 at diagnosis or T-ALL and > 100
000 leukocytes/mm3 at diagnosis.

ePatients with CNS status CNS 3 received 5 weekly doses of IT therapy on days 1, 8, 15, 22, and 29 in Induction
Protocol A.

fA loading dose of 10% was infused over 30 min, the remaining 90% over 23.5 h. Leucovorin rescue was given
at hours 42, 48, and 54 (each 15 mg/m?2). Doses of leucovorin rescue were adjusted, if MTX levels were > 1.0
umol/l at hour 42 or later. If the MTX level at hour 54 was > 0.25 umol/l, the rescue was continued at six-hour
intervals until MTX levels were < 0.25 umol/I.

***Differences of reinduction treatment given after amendment on November 2016:

- Asparaginase given in reinduction is PEG-asparaginase IM at dose 1000 1U/m?2 on day 1.
- Dexamethasone given from day 1 to 14.

8T therapy on days 1 and 17 in reinduction was only administered to patients with CNS-2 or CNS-3 at diagnosis
or T-ALL with > 100 000 leukocytes/mm?3 at diagnosis.

hDoses were adjusted to WBC (target range 2.0-3.0 x10°%/L).

iMaintenance was given from the end of intensive chemotherapy until 104 weeks after diagnosis.

PO indicates orally; IV, intravenous push; Pl, intravenous infusion; IT, intrathecal; IM intramuscular
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Supporting table S3. Treatment protocol for intermediate-risk patients in ALL-SEHOP-PETHEMA

2013.

Treatment phase/drug

Single or daily dose

Days of application per phase?

Induction

1A

Prednisone/Prednisolone (PO/IV)
Vincristine (1V)

Daunorubicin (Pl over 1 h)
L-Asparaginase (IM)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

B

Cyclophosphamide (Pl over 1 h)
Cytarabine (Pl over 1 h)
6-Mercaptopurine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

Consolidation

Methotrexate (Pl over 24 h)f
6-Mercaptopurine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

Reinduction

Dexamethasone (PO/IV)

Vincristine (1V)

Doxorubicin (Pl over 1 h)
L-Asparaginase (IM)
Cyclophosphamide (Pl over 1 h)
Cytarabine (IV)

6-Thioguanine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)®

Maintenance"

Methotrexate (PO)
6-Mercaptopurine (PO)
PEG-asparaginase (IM)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

60 mg/m?/d

1.5 mg/m?/dose (max. 2 mg)
30 mg/m?/dose

10 000 IU/m?/dose
12/30/20 mg/dose®

1000 mg/m?/dose
75 mg/m?/dose

60 mg/m?/d
12/30/20 mg/dose®

5000 mg/m?/dose
25 mg/m?/d
12/30/20 mg/dose®

10 mg/m?/d

1.5 mg/m?/dose (max. 2 mg)
30 mg/m?/dose

10 000 IU/m?/dose

1000 mg/m?/dose

75 mg/m?/dose

60 mg/m?/d

12/30/20 mg/dose®

20 mg/m?/dose

50 mg/m?/di

1000 1U/m?

6x 12/30/20 mg/dose®

1-28¢

8,15, 22,29

8,15, 22,29

12,15, 18, 21, 24, 27, 30, 33
1,12, 19, 26, 33%¢

36, 64
38-41, 45-48, 52-55, 59-62
36-63
45,59

8,22, 36,50
1-56
8,22, 36,50

1-21°

8,15, 22,29
8,15, 22,29
8,11,15,18
36

38-41, 45-48
36-49

1,17, 38, 45

once a week
daily
biweekly
monthly
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aAdjustments of schedule were allowed if clinical condition and bone marrow recovery were inadequate.
bDoses of IT drugs were adjusted for children <3 years of age.

Steroids were tapered over 9 additional days.

***Differences of induction treatment given after amendment on November 2016:

- Asparaginase given in induction is PEG-asparaginase IM at dose 1000 IU/m?2 on days 12 and 26.

4T therapy on days 19 and 26 was only administered to patients with CNS-2 at diagnosis or T-ALL and > 100
000 leukocytes/mm?3 at diagnosis.

ePatients with CNS status CNS 3 received 5 weekly doses of IT therapy on days 1, 8, 15, 22, and 29 in Induction
Protocol A.

fA loading dose of 10% was infused over 30 min, the remaining 90% over 23.5 h. Leucovorin rescue was given
at hours 42, 48, and 54 (each 15 mg/m?2). Doses of leucovorin rescue were adjusted, if MTX levels were > 1.0
umol/l at hour 42 or later. If the MTX level at hour 54 was > 0.25 umol/I, the rescue was continued at six-hour
intervals until MTX levels were < 0.25 umol/I.

***Differences of reinduction treatment given after amendment on November 2016:

- Asparaginase given in reinduction is PEG-asparaginase IM at dose 1000 IU/m?2 on day 1.
- Dexamethasone given from day 1 to 14.

8|T therapy on days 1 and 17 in reinduction was only administered to patients with CNS-2 or CNS-3 at diagnosis
or T-ALL with > 100 000 leukocytes/mm3 at diagnosis.

hDoses were adjusted to WBC (target range 2.0-3.0 x10%/L).

iMaintenance was given from the end of intensive chemotherapy until 104 weeks after diagnosis.

PO indicates orally; IV, intravenous push; Pl, intravenous infusion; IT, intrathecal; IM intramuscular.
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Supporting table S4. Treatment protocol for high-risk patients in ALL-SEHOP-PETHEMA 2013.

Treatment phase/drug

Single or daily dose

Days of application per phase?

Induction

IA

Prednisone/Prednisolone (PO/IV)
Vincristine (1V)

Daunorubicin (Pl over 1 h)
L-Asparaginase (IM)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

IB

Cyclophosphamide (Pl over 1 h)f
Cytarabine (Pl over 1 h)
6-Mercaptopurine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

Consolidation
HR1’

Dexamethasone (PO/IV)

Vincristine (1V)

Cytarabine (IV)

Methotrexate (Pl over 24 h)?
Cyclophosphamide (Pl over 1 h)
PEG-Asparaginase (IM)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)
HR2’

Dexamethasone (PO/IV)

Vindesine (V)

Daunorubicin (IV)

Methotrexate (Pl over 24 h)#
Ifosfamide (Pl over 1 h)
PEG-Asparaginase (IM)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)
HR3’

Dexamethasone (PO/IV)

Cytarabine (IV)

Etoposide (1V)

PEG-Asparaginase (IM)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

60 mg/m?/d

1.5 mg/m?/dose (max. 2 mg)
30 mg/m?/dose

10 000 IU/m?/dose
12/30/20 mg/dose®

1000 mg/m?/dose
75 mg/m?/dose

60 mg/m?/d
12/30/20 mg/dose®

20 mg/m?/d

1.5 mg/m?/dose (max. 2 mg)
2x 2000 mg/m?/dose

5000 mg/m?/dose

5x 200 mg/m?/dose

1000 IU/m?/dose

12/30/20 mg/dose®

20 mg/m?/d

3.0 mg/m?/dose (max. 5 mg)
30 mg/m?/dose

5000 mg/m?/dose

5x 800 mg/m?/dose

1000 IU/m?/dose

12/30/20 mg/dose®

20 mg/m?/d

4x 2000 mg/m?/dose
5x 100 mg/m?/dose
1000 IU/m?/dose
12/30/20 mg/dose®

1-28°¢

8,15, 22,29

8,15, 22,29

12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33
1,12, 19, 26, 33%¢

36, 64
38-41, 45-48, 52-55, 59-62
36-63
45,59

1-5
1-3
3-5
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Treatment phase/drug

Single or daily dose

Days of application per phase?

Delayed Intensification

Reinduction 1"

Dexamethasone (PO/IV)

Vincristine (1V)

Doxorubicin (Pl over 1 h)
PEG-Asparaginase (IM)
Cyclophosphamide (Pl over 1 h)
Cytarabine (IV)

6-Thioguanine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

Reinduction 2

Dexamethasone (PO)

Vincristine (1V)

Doxorubicin (Pl over 1 h)
PEG-Asparaginase (IM)
Cyclophosphamide (Pl over 1 h)
Cytarabine (IV)

6-Thioguanine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

Reinduction 3

Dexamethasone (PO)

Vincristine (1V)

Doxorubicin (Pl over 1 h)
PEG-Asparaginase (IM)
Cyclophosphamide (Pl over 1 h)
Cytarabine (IV)

6-Thioguanine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

Interim maintenance
Methotrexate (PO)
6-Mercaptopurine (PO)

Maintenance*

Methotrexate (PO)
6-Mercaptopurine (PO)
Methotrexate/ARA-C/Prednisone (IT)

10 mg/m?/d

1.5 mg/m?/dose (max. 2 mg)
30 mg/m?/dose

1000 IU/m?/dose

500 mg/m?/dose

75 mg/m?/dose

60 mg/m?/d

12/30/20 mg/dose®

10 mg/m?/d

1.5 mg/m?/dose (max. 2 mg)
30 mg/m?/dose

1000 IU/m?/dose

500 mg/m?/dose

75 mg/m?/dose

60 mg/m?/d

12/30/20 mg/dose®

10 mg/m?/d

1.5 mg/m?/dose (max. 2 mg)
30 mg/m?/dose

1000 IU/m?/dose

500 mg/m?/dose

75 mg/m?/dose

60 mg/m?/d

12/30/20 mg/dose®

20 mg/m?/dosel
50 mg/m?/dose!

20 mg/m?/dose!
50 mg/m?/d!
6x 12/30/20 mg/dose®

1-15¢

1,8

1,8

1,15

15

17-20, 24-37
15-28
1,17,24

1-15¢

1,8

1,8

1,15

15

17-20, 24-27
15-28

1,17, 24

1-15¢

1,8

1,8

1,15

15

17-20, 24-27
15-28
1,17,24

once a week

daily

once a week
daily
monthly
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aAdjustments of schedule were allowed if clinical condition and bone marrow recovery were inadequate.
bDoses of IT drugs were adjusted for children <3 years of age.

Steroids were tapered over 9 additional days.

***Differences of treatment given after amendment on November 2016:

- Asparaginase given in induction is PEG-asparaginase IM at dose 1000 IU/m?2 on days 12 and 26,

- Ininduction, patients Ph+ only receive a single dose of 1000 IU/m? of PEG-asparaginase on day 12.

4T therapy on days 19 and 26 was not administered to patients with BCP ALL who were included in the HR
group only because of a poor prednisone response at day 8.

ePatients with CNS status CNS 3 received 5 weekly doses of IT therapy on days 1, 8, 15, 22, and 29 in Induction
Protocol A.

fT-ALL patients with poor prednisone response at day 8 received one cyclophosphamide at dose 1000 mg/m?
on day 10 in induction protocol A.

8A loading dose of 10% was infused over 30 min, the remaining 90% over 23.5 h. Leucovorin rescue was given
at hours 42, 48, and 54 (each 15 mg/m2). Doses of leucovorin rescue were adjusted, if MTX levels were > 1.0
umol/l at hour 42 or later. If the MTX level at hour 54 was > 0.25 umol/l, the rescue was continued at six-hour
intervals until MTX levels were < 0.25 umol/I.

hIn T-ALL patients with CNS status CNS 3 and without HSCT indication, delayed intensification reinduction 2
was substituted by an additional HR1’ and HR2’.

iIT therapy on day 1 in delayed intensification reinduction 1, 2, and 3 was not administered to patients with
BCP ALL who were included in the HR group only because of a poor prednisone response at day 8 of induction.

iDoses were adjusted to WBC (target range 2.0-3.0 x10%/L).
kMaintenance was given from the end of intensive chemotherapy until 104 weeks after diagnosis.

PO indicates orally; IV, intravenous push; Pl, intravenous infusion; IT, intrathecal; IM intramuscular.

191



Supporting figure S1.

A. Association between serum asparaginase activity (SAA) and ammonium. If SAA increases 100 IU/L,
ammonium increases 2.1 units (Cl 95% 1.2-3.1) (p<0.0001).

B. Association between serum asparaginase activity (SAA) and albumin. If SAA increases 100 1U/L,
albumin decreases 0.53 units (Cl 95% 0.33-0.73) (p<0.0001).

C. Association between serum asparaginase activity (SAA) and triglycerides. If SAA increases 100 IU/L,
triglycerides increase 32.2 units (Cl 95% 6.4-58.1) (p=0.015).
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Supporting figure S2. Serum asparaginase activity and ammonium. The ammonium cut-off point
that better differentiate both groups, normal asparaginase activity (2100 1U/L) and low
asparaginase activity (<100 IU/L) is 40.0 (Cl 95%: 36.3 — 43.7). Contingency table of categorized
ammonium vs. asparaginase activity. Sensitivity, specificity, positive predictive value, and
negative predictive value for categorized ammonium as a diagnostic test of low or normal
asparaginase activity.
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—— Low ASP Activity
—— Normal ASP Activity
0.030 — — Cut-off
-- 95%Cl
0.025 —
.0.020 ASP activity
= Low Normal Total
g Ammonium | <40 18 55 73
00.015 — categorized | =40 i 220 231
Total 29 275 304
0.010
Estimate 95% CI
Sensitivity 0.621 0.424 0.787
0.005 — Specificity 0.800 0.747 0.845
Pos. Pred. Val. 0.247 0.156 0.364
0.000 - Neg. Pred. Val. 0.952 0.914 0.975
T T T T
0 50 100 150 200

Ammonium (umol/L)

Supporting figure S3. Serum asparaginase activity and triglycerides. The triglycerides cut-off
point that better differentiate both groups, normal asparaginase activity (=100 IU/L) and low
asparaginase activity (<100 IU/L) is 95.0 (Cl 95%: 54 — 334). Contingency table of categorized
triglycerides vs. asparaginase activity. Sensitivity, specificity, positive predictive value, and
negative predictive value for categorized triglycerides as a diagnostic test of low or normal
asparaginase activity.
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1
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0.0000 | il i Neg. Pred. Val. 0.964 0.919 0.985
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Triglycerides (mg/dL)
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Supporting figure S4. Serum asparaginase activity and albumin. The albumin cut-off point that
better differentiate both groups, normal asparaginase activity (2100 IU/L) and low asparaginase
activity (<100 1U/L) is 38.0 (Cl 95%: 36.1 — 39.9). Contingency table of categorized albumin vs.
asparaginase activity. Sensitivity, specificity, positive predictive value, and negative predictive
value for categorized albumin as a diagnostic test of low or normal asparaginase activity.
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ANNEX

Native E.coli asparaginase upfront should be replaced by PEG-asparaginase upfront in the

treatment of pediatric patients with acute lymphoblastic leukemia

Wing H Tong, Montserrat Mesegué, José Luis Dapena, Mireia Camés, Susana Rives
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LETTER TO THE EDITOR

WILEY

Native E. coli asparaginase upfront should be replaced by
PEGasparaginase upfront in the treatment of pediatric
patients with acute lymphoblastic leukemia

To the editor,

Pegylated Escherichia coli asparaginase (PEGasparaginase) is used
more frequently upfront in the treatment of acute lymphoblastic
leukemia (ALL).>®> Comparison studies between native Escherichia coli
(E. coli) asparaginase upfront versus PEGasparaginase upfront have
been conducted.®® For instance, the recent study of the St. Jude
Children's Research Hospital is of interest.” Liu et al. found that PEG,
and not L-ASP, is the major antigen that causes allergic reactions.’”
This is an important conclusion as Mesegué et al. conducted a
meaningful clinical study, and they concluded that PEGasparaginase
used upfront was associated with a lower incidence of a clinical al-
lergy to PEGasparaginase.'® This is consisted with the recent results
of Kloos et al.*

Mesegué et al. analyzed one hundred and twenty-six children
(not including infants) who were diagnosed with ALL from 2013 to
2020.1° This study is quite interesting and also a novel one as two
different treatment regimens were compared within the same ALL
protocol. A new kind of study approach and also a rare one as native
E. coli asparaginase is not used any more upfront in most European
countries and in the US.

To better understand this study, we should go a little back in time.
The normal (and usual) PEGasparaginase dosage is 2500 IU/m%°
The frequently cited study from the Dana-Farber Cancer Institute
(DFCI) 91-01 showed that patients who tolerated 25 or fewer weeks
of asparaginase had a significantly worse outcome than those who
received at least 26 weeks of asparaginase.® Dutch researchers
conducted in 2014 a prospective study with the same dosage regimen
in the intensification phase of children treated for ALL.** Tong et al.
concluded that patients who did not show a clinical allergy to or
silent inactivation of PEGasparaginase, the serum levels were too
high using a schedule of 2500 1U/m? every other week.'* Based on
this finding, the administered PEGasparaginase dose can be low-
ered to 1500 1U/m? which was studied recently.? In the study of
Mesegué et al., the levels of asparaginase activity were also high using
of 1000 1U/m? intramuscular (IM).

Remarkably, the peak levels of asparaginase activity in the study
of Mesegué et al. were in the same range as the trough levels when
using 1000 IU/m? PEGasparaginase IM.!° Tong et al. found higher
peak levels of asparaginase activity as compared to the trough
levels.'* It should be noted that the Dutch researchers used an

intravenous (IV) route of administration. So, the modus of adminis-
tration seems to influence the asparaginase kinetics, suggesting that
IM administration leads to stable asparaginase activity levels. Un-
fortunately, no in-depth pharmacokinetic (PK) research was con-
ducted in the study of Mesegué et al, so a pharmacological
explanation for the stable activity levels administered intramuscu-
larly remains unanswered.

A lower asparaginase dosage could lead to less toxicity,'? this
was already suggested by Tong et al. when using PEGasparaginase
IV.*® Mesegué et al.'®
general in line with the analysis of Tong et al.** In the original pub-

performed linear mixed models, this is in

lication of Mesegué et al., the toxicity data were published and
associated with peak levels (7 days after each PEGasparaginase dose)
and its trough levels. The following Figure (1A,B, and C) were created
in R: A language and environment for statistical computing, version
4.0.3 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, www.
R-project.org) using the packages: ggplot2 and dplyr. The R Ime (linear
mixed effects models) function of the nlme (nonlinear mixed effects
models) package was used to perform statistical analysis on these
data, https://CRAN.R-project.org/package=nime, R package version
3.1-152.

Ammonia (Figure 1A) and triglyceride levels (Figure 1B) were
associated with the asparaginase activity levels, however for triglyc-
eride this association was not significant (p = 0.084) and significantly
different for ammonia (p = 0.013).1* Also, we found a negative asso-
ciation between albumin (Figure 1C) and asparaginase activity levels
(p < 0.0001), which is in line with a recent report.® This could be
explained by the fact that asparaginase can alter synthesis of proteins,
leading to severe acquired deficiencies.'® Kloos et al. found previously
that using therapeutic drug monitoring (TDM) and its effect of the
reduced asparaginase activity levels on the toxicity was limited.*

To conclude, Mesegué et al.'® found similar results as Tong
et al.*»*® The added value of this study is that it shows that there is
rationale to switch from native E. coli asparaginase to its pegylated
from, also in the low-income countries. PEGasparaginase can be
administered IV. When using IM, which is the normal usual way of
asparaginase administration in Spain, this is associated with more
anxiety in the patients.® In line with the previous reports using
PEGasparaginase upfront in children with newly diagnosed ALL is
also supported by the data of Mesegué et al.1°
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FIGURE 1 (A) The ammonia levels in children with or without
inactivation of pegylated Escherichia coli asparaginase
(PEGasparaginase) are shown. Please note that on the X-axis the
trough PEGasparaginase activity levels are included. R: A language
and environment for statistical computing, version 4.0.3 (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, www.r-
project.org). We used the next packages: ggplot2 and dplyr to create

all part figures (A, B, and C). The R Ime (linear mixed effects
models) function of the nime (nonlinear mixed effects models)
package was used to perform statistical analysis on these data,
https://CRAN.R-project.org/package=nime, R package version
3.1-152. Linear mixed models were used to assess the
association between asparaginase activity levels and ammonia
levels to account for the correlation between the measurements
from the same subjects. A two-sided p-value < 0.05 was
considered statistically significant. The level of asparaginase
activity of 100 U/L or greater is associated with complete
asparagine depletion (lower level of quantification of 0.2 pumol/L).
The summary output is: for every 100 units of asparaginase
activity level increase, ammonia increases 1.5 units (p = 0.013).
The percentage of variation absorbed by the correlation between
the subjects can be quantified with the intraclass correlation
coefficient (ICC) of this model. This ICC for the model including
ammonia is 0.02 (calculated out of 1). (B) The albumin levels in
children with or without inactivation of PEGasparaginase are
shown. Linear mixed models were used to assess the association
between asparaginase activity levels and albumin levels to
account for the correlation between the measurements from the
same subjects. The summary output is: for every 100 units of
asparaginase activity level increase, albumin increases 0.67 units
(p < 0.0001). This ICC for the model including albumin is 0.21
(calculated out of 1). (C) The triglyceride levels in children with
or without inactivation of PEGasparaginase are shown. Linear
mixed models were used to assess the association between
asparaginase activity levels and triglyceride levels to account for
the correlation between the measurements from the same
subjects. The summary output is: for every 100 units of
asparaginase activity level increase, triglyceride increases 26.9
units (p = 0.084). This ICC for the model including triglyceride is
0.60 (calculated out of 1)
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