ANEXANR. 6

LEUCEMIA CU CELULE PAROASE

DEFINITIE:

Leucemia cu celule paroase - LCP (Hairy Cell Leukemia - HCL) face parte din sindroamele limfoproliferative
cronice cu celula B, fiind caracterizata prin splenomegalie, pancitopenie si fibrozarea maduvei osoase. Leucemia
cu celule paroase este recunoascuta ca fiind o boala maligna clonala cu celule B identificata de rearanjamentul
genic al imunoglobulinelor ce rezulta intr-o expresie fenotipica a celulelor B de la suprafata antigenelor. Celula
anormala din LCP este un limfocit B cu origine in zona marginala a foliculului limfoid secundar, care infiltreaza
sistemul reticuloendotelial, interferand cu functia maduvei hematogene care va functiona insuficient, cauzand
pancitopenie. De asemenea, aceste celule anormale pot infiltra organe ca ficatul si splina, producand
organomegalie.

INCIDENTA ST EPIDEMIOLOGIE:

Sunt descoperite aproximativ 1600 de cazuri noi in fiecare an in Europa® cu o mediana de varsta de 52 ani la
momentul diagnosticului. Se regaseste la 2% dintre pacientii adulti cu leucemie, fiind mai frecventa in randul
sexului masculine, raportul barbati:femei fiind de de 4:12. LCP este mai putin frecventa la africo-americani si
asiatici decat la americanii din rasa alba, dar mai frecventa la cei expusi la erbicide (Agentul Orange) folosit in
timpul Razboiului din Vietnam?.

DIAGNOSTIC
Metodele de diagnosticare a LCP sunt:
e Frotiu de sange periferic
Imunofenotipare limfocitara
Biopsie osteomedulara (examen HP + IHC)
Analiza mutatii genetice: Mutatia BRAF de la nivelul exonului 15
Se descriu 2 tipuri de leucemie cu celule paroase:
1. Forma clasica
2. Forma varianta

Morfologia - celule paroase sunt de doua ori mai mari ca un limfocit, avand un nucleu rotund sau reniform cu
cromatina laxa si citoplasma abundenta la care se observa proiectii/prelungiri citoplasmatice. Monocitopenia si
macrocitoza sunt frecvente; pot exista si mai multe citopenii.

Imunofenaotipare prin flowcitometrie folosind anticorpi monoclonali anti celule B precum CD19, CD20, CD22
impreuna cu un panel de anticorpi care cuprind CD11c, CD25, CD103 +/- CD123, care sunt mai specifici pentru
LCP; impreuna, aceste combinatii permit diagnosticul diferential intre LCP si alte leucemii sau limfoame de linie
B care prezinta celule viloase circulante.*® Aditional, se poate utiliza CD200 care e mai specific pentru LCP si
poate sugera diagnosticul in cazuri mai dificile.®

Biopsie osteomedulara - examen histopatologic impreuna cu teste de imunohistochimie, este necesara pentru
diagnostic, in principal dupa efectuarea tratamentului pentre a evalua raspunsul la tratament.

Determinarea mutatiei BRAF la nivelul exonului 15 in cazurile mai dificil de diagnosticat, in care celelalte teste
nu sunt suficiente pentru a pune un diagnostic de certitudine. In 2011, Tiacci’ a demonstrat prezenta mutatiei
V600E a genei BRAF in exonul 15 in toate cele 47 de cazuri cu LCP investigate. Mutatia apare rar la nivelul
exonului 11. Mutatia BRAF duce la activarea caii de semnalizare RAF/MEK-ERK, ducand la proliferarea si
supravietuirii celulelor. Aceste rezultate au fost validate si de alte grupuri si au fost dezvoltate si alte metode mai
simple de detective precum PCR — cu detectie cantitativa in timp real (quatitative real-time polymerase chain




reaction). In 1/3 din cazuri, chiar daca mutatia BRAF nu este prezenta la LCP validanta, se regaseste mutatia
TP53.8

De cele mai multe ori, aspiratul medular nu se poate efectua in LCP clasica, astfel ca trebuie efectuata biopsie
osteomedulara. Infiltratul poate varia ca grad de la usor interstitial pana la difuz, iar celulele limfoide sunt
inconjurate de un halou clar datorita cantitatii abundente de citoplasma, aparand astfel caracterizarea de “ou
ochi/prajit”. Imunohistochimia cu anticorpi monoclonali CD20, CD72 (DBA44), CDl1lc, CD25, CDI103,
Annexin Al si coloratia cu fosfataza acida tartrat-rezistenta vor evidentia infiltratele limfoide si vor contribui la
certitudinea diagnosticului de LCP clasic.® In LCP variant, infiltrarea este fie intrasinusoidala, fie interstitiala.
Adeseori, un pacient cu LCP poate prezenta numar crescut de limfocite, nucleate si lipsa monocitopeniei. La
flowcitometrie se vor evidential celulele ca fiind CD11c+ si CD103+, dar foarte rar CD25+ si CD123+. Anexina
Al nu este adecvata pentru detectarea bolii reziduale dupa tratament deoarece coloreaza si celulele mieloide.

Cyclin D1 poate sa fie slab pozitiv, dar diagnosticul diferential cu limfomul de manta se evidentieaza foarte greu.
In cazul detectarii bolii minime reziduale , anticorpii monoclonali care deceleaza mutatia proteinei BRAF s-au
dovedit a fi foarte folositori.® In ciuda faptului ca necesita validarea, datele preliminare sugereaza inalta
specificitate si sensibilitate a acestor markeri pentru LCP. Majoritatea cazurilor de LCP au evidentiata mutatia
genelor lanturilor grele ale imunoglobulinelor (IGHV), indicand prezenta bolii la nivelul unei celule B cu
memorie.

Diferit fata de limfoamele splenice de zona marginala, nu exista o certitudine a IGHV, IGHD, IGHJ ca fiind
stereotip in LCP. 101112

Stratificarea riscului:

In afara de testele diagnostice din sange si biopsia medulara cu trepan, pentru stadializare se va completa cu
hemoleucograma completa cu formula leucocitara, reticulocite, biochimie renala si hepatica, imunoglobuline
serice, Beta-2-microglobulina, teste Coombs, screening marker virali (VHC, VHB, HIV). Este de preferat a se
avea in vedere examinarea imagistica prin tomografie compterizata (CT) la momentul diagnosticarii (pana la 10%
dintre pacienti prezinta adenopatii abdominale), precum si la recadere.*3

Prognosticul negativ a fost sugerat prin gradul citopeniilor (Hgb < 10g/dl, PLT <100.000/mmc, Neu <
1000/mmc), prin prezenta adenopatiilor — acestea din urma fiind predictive pentru raspunsul slab la tratamentul
cu analogi purinici.'* Pacientii care au un raspuns complet au o supravietuire fara boala mai lunga fata de cei care
obtin un raspuns partial.*

Factorii care sunt asociati cu un prognostic nefavorabil sunt :

e Prezenta mutatiilor TP53
e Lipsa mutatiilor somatic de la nivelul genelor IGVH (apar in proportie foarte mica)
e ldentificarea familiei VH4-34 (mai frecvent in LCP-varianta)

Prezenta TP53 (dar nu VH4-34) — factor de prognostic negativ in LCP-V.

Criterii pentru initierea tratamentului:

Tratamentul nu e indicat la pacientii asimtomatici. Totusi, acestia trebuie monitorizati prin anamneza completa,
examen clinic si hemoleucograma cu formula leucocitara la fiecare 3-6 luni. Spre deosebire de leucemia limfatica
cronica, pacientii asimtomatici, ce pot fi diagnosticati intamplator sunt rari, in practica majoritatea necesita
tratament in scurt timp de la diagnosticare (din cauza simtomatologiei sau a citopeniilor).

Initierea tratamentului se face la cei care prezinta splenomegalie voluminoasa sau progresiva simptomatica,
citopenii, infectii severe sau recurente si simptome sistemice.



Exista mai multe tipuri de tratamente folosite in LCP:

1
2
3
4
5

. Analogi purinici

. Interferon alfa

. Splenectomia

. Transplant allogenic de celule stem
. Tratament suportiv

Atentie:

medicamentele marcate cu * sunt aprobate in Romania, dar nu sunt rambursate de catre CNAS pentru
aceasta indicatie.
medicamentele marcate cu ** nu sunt aprobate in Europa pentru indicatia LLC.

1. Prima linie de tratament - Analogi purinici:

Cladribina si Pentostatin*

Recomandate pacientilor simptomatici, tineri si fit.

Cladribina induce raspuns durabil, dar nesustinut la 87-100% pacienti, inclusive RC (raspuns complet) la
85-91% dupa un singur ciclu de tratament.'® Acesta este administrat in piv continua 0,09mg/kg timp de
5-7 zile sau sub forma de piv de 2 ore doza de 0,12-0.14 mg/kg 5-7 zile. Se mai poate administra in doza
de 0,12-0,15mg/kg in piv de 2 ore o data pe saptamana timp de 6 cicluri. Aceste tipuri de administrari au
aceeasi rata de RC si RG (raspuns general) in ambele tipuri.

Chiar daca e administrat saptamanal, studiile randomizate nu au arata o scadere a procentului de infectii
recurente sau de toxicitate hematologica.'’ 18

Rezultate similare au fost evidentiate la administrarea subcutanata a medicamentului.*®

In cazul administrarii subcutanate, doza este de 0,1mg/kg/zi timp de 5-7 zile sau de 0,14mg/kg/zi timp de
5 zile sub forma unei cure unice de tratament.

Pentostatinul* induce o rata crescuta a RC de lunga durata, similar cu Cladribinul. Daca Cl creatinina este
peste 60ml/min (normal), doza este de 4 mg/mp iv o data la doua saptamani pana la obtinerea RC, plus 1-
2 injectii de consolidare. La 8-9 cure de tratament, de regula se vor normaliza valorile hemoleucogramei
si se va efectua biopsie osteomedulara pentru confirmarea RC. Daca exista RC confirmat, atunci se vor
mai administra 1-2 injectii suplimentare.

Cladribinul si Pentostatinul* par a avea rate similare de obtinere a RC crescut, a duratei de raspuns, a
ratelor de recidiva, precum si a reactiilor adverse, dar trebuie precizat ca nu a fost efectuata nici o
comparatie directa, randomizata intre cele doua medicamente. Cladribina insa este mai convenabila dpdv
al administrarii si este mai des folosita.



Leucemiacu celule paroase prima linie de

tratament
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[ Supraveghere ] Consolidare

cu Rituximab

* In practica, majoritatea pacientilor necesita tratament la scurt timp dupa diagnostic devenind simptomatic sau pentru
corectarea citopeniilor

Interferon-alfa

Utilizarea IFN-a este limitata din cauza faptului ca Pentostatinul si Cladribina au rata foarte mare de
remisiune si durabila.

Poate fi utilizat in perioada sarcinii, la cei cu neutropenie severa (neu < 200/mmc) pentru determinarea
cresterii valorilor neutrofilelor inaintea tratamentului cu analogi nucleozidici.

Consolidarea cu Rituximab* poate fi luata in considerare in caz de raspuns partial

Evaluarea raspunsului

Conform Consensus Resolution sunt definite criteriile in vederea evaluarii raspunsului la tratament:

Se va efectua examen clinic complet, hemoleucograma complete cu formula leucocitara, biopsie
osteomedulara, Rx thoracic, ecografie abdominal sau CT abdominal — toate acestea in vederea evaluarii
raspunsului.

Pentru a avea raspuns complet (RC) trebuie sa se evidentieze morfologic disparitia celulelor paroase din
sangele periferic si in aspiratul medular sau probele de biopsie, precum si normalizarea oricari
oraganomegalii sau citopenii. IFT sange periferic sau MO nu este necesara.

Raspunsul partial (RP) este definit prin normalizarea HLG, plus reducerea cu minim 50% a
organomegaliei si a celulelor paroase in MO si <5% celulele paroase circulante. Oricare altfel de rezultate
semnifica lipsa raspunsului.

Pentru a evalua raspunsului trebuie sa fie realizat la 4-6 luni de la tratamentul cu Cladribin si dupa 8-9
cure cu Pentostatin.

Orice modificare la nivelul HLG in legatura cu detectia celulelor paroase in sange periferic sau MO
semnifica Recidiva.



Criteriile de raspuns pentru leukemia cu celule paroase

Definirea categoriilor de raspuns

Raspuns Fara celule paroase in sangele periferic sau aspirat medular sau g\fragmente bioptice, normalizarea
complet organomegaliilor si valorilor hemogramei

Raspuns Normalizarea valorilor hemogramei si scaderea cu minim 50% a organomegaliilor si a celulelor paroase din
partial maduva si sub 5% celule paroase circulante

Orice agravare a valorilor hemogramei in legatura cu identificarea celulelor paroase in sangele periferic si/sau
Recédere aspirat medular si/sau biopsie medulara si/sau cresterea splenomegaliei

Boala refractara la analogi purinici sau boala recidivata:

Boala recidivata;

a. Reluare cu succes tratament cu Cladribina sau Pentostatin* daca recidiva apare la 12-18 luni®
Terapia alternativa cu analogi nucleozidici se foloseste in recaderea timpurie din primii 2 ani de tratament
de linia intai. RC are o rata mai scazuta cu fiecare ciclu efectuat , dar durata acestuia poate sa fie similiara
ca cea dupa prima, a doua sau a treia linie de tratament.?

b. Administrarea Rituximab* in 4-8 doze a cate 375 mg/mp saptamanal piv se utilizeaza la pacientii cu
recadere timpurie.?2 2324
Rituximab in monoterapie este inferior analogilor purinici, acesta nefiind de electie in cazul pacientilor
recazuti.

c. Se considera ca se pot obtine rate mai bune in cazut asocierii Rituximab* — Cladribina sau Rituximab* —
Pentostatin*, decat analog purinic in monoterapie.?® 26
Chiar daca rata de raspuns este mai ridicata la asocierea analogilor purinici cu rituximab, toxicitatea este
crescuta in comparatie cu cea aparuta in cazul administrarii secventiale.?’

d. Orice studiu clinic nou aparut care utilizeaza agenti terapeutici de generatie noua, este sansa pacientilor
refractari la terapia cu analogi purinici, acestia necesintand includerea lor in studii.



Leucemia cu celule paroase recazuta si

refractara
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e Fludarabina:

- 40mg/mp oral 5 zile consecutive + Rituximab* 375mg/mp Z1 la 28 zile, timp de 4 cicluri se poate lua in
considerare la pacientii recazuti sau refractari la tratatamentul cu Cladribina. La 14 din 15 pacienti urmariti
minim 35luni s-a observant o supravietuire fara progresie a bolii la 5 ani (SFP) la 89%, supravietuire
generala la 83% si recidiva la 7%.%®

e Bendamustina*:
- Asociat cu Rituximab (70-90mg/mp + R) este optiune terapeutica pentru LCP multiplu recazuta/refractara
sau la pacientii cu LCP dupa esecul terapiilor standard.

e Alte medicamente:
- Moxetumomab pasudotox* (imunotoxina recombinata anti-CD22): Rata de SG de 86%, RC de 46%° -
nu e aprobat in Europa, recent aprobat de FDA
- Vemurafenib* (inhibitor BRAF V600E): scaderea rapida a splenomegaliei, cresterea nr de trombocite,
normalizarea Hgb si leucocitelor — nu se cunosc dozele — studiu multicentric de faza Il in curs de
desfasurare




- lbrutinib* se ia in considerare utilizarea lui in contextul LCP recazute, datorita activitatii dovedita in vitro
asupra celulor paroase®
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e Splenectomia:
- Recomandata pacientilor cu splenomegalie masiva rezistenta la tratament (>10cm sub RCS) si infiltrare
MO redusa. Se observa SG 60-100%?3!, iar ulterior pacientii raspund mai bine la chimioterapie
- Recomandata in sarcina cand este prezenta splenomegalie progresiva, la cei refractari la agenti
nucleozidici si IFN-a
- Se recomanda vaccinarea contra Haemophilus Influenza si Pneumoccocus inainte de splenectomizare.
e Transplantul allogenic de celule stem
- Reprezinta o posibila indicatie la pacientii cu LCP tineri,care au avut tratament anterior agresiv, care au
avut recaderi multiple si sunt refractari la analogi purinici si rituximab*
Situatii speciale:
e Insarcina: tratamentul se va initia numai in cazuri extreme,
- tratamentul de electie in acest caz fiind Interferon — alfa ofera risc mic de complicatii, iar
dezvoltarea copilului nu va fi afectata.




- Se mai poate efectua splenectomia, daca administrarea de IFN-alfa nu are efect, mai ales
cand sarcina este in stadiu precoce.
- Nu se recomanda administrarea Rituximab* sau Cladribin datorita efectelor teratogene.

Tratamentul suportiv:

- Profilaxie cu Cotrimoxazol 960mg si Aciclovir 200mg de 3 ori/sapt (prevenire infectii cu herpes si
pneumocystis

- Nu se va utiliza factor de crestere granulocitar de rutina consecutiv administrarii de cladribin la cei cu
neutropenie severa, dar se va lua in considerare utilizarea in cazuri de infectii cu risc vital.

- Se vor administra produse de sange irradiate
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