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LAM alto rischio-Cariotipo alla

strutt. inviante:  DEGENZE ONCO-EMATOLOGICHE

Nosologico: 2023019843
Data Mascita: 14031968

diagnosi
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Motvo Invio: LAM nuova diagnosi

Richiesta: RB2554392 270472023

Motivo Invio: LAM nuova diagnosi

Analisi citogenetica

Materiale esaminato: sangue midollare

Coltura
Numero di colture allestite 2
Metodo utithzzato Coltura 1n sospensione
Numero di colture indipendent 2
anahzzate
Colura 24 ore 48 ore
Mitosi esaminate
Numero di metatas: canotipate 20
Tecmica di bandeggo utilizzata GTG
Livello di nsoluzione del 300-band
bandegmo
Cariotipo

COMMENTI E CONCLUSIONI

N7 protocollo: 23PE449

L'esame citogenetico ha messo 1in evidenza, in tutte le metafasi esaminate, un canotipo maschile complesso con un
numero di cromosomi compreso tra 43 e 44, in cui sono presenti numerosi riarrangiamenti non caratterizzabili e
non omogenei tra le metafasi, coinvolgenti var cromosormm: 2, 6, 8, 13, 16, 17, 15, 20,22 Y.

E' stato possibile evidenziare la delezione parziale del braccio lungo di un cromosoma 5 € un narrangiamento del
braccio lungo di un cromosoma 7.

Mediante tecnica FISH ¢' stata rilevata la delezione del locus TP33 (17pl3), e confermata la delezione nella
regione 3931 (locus EGR1); non sono stati rilevati riarrangiamenti coinvolgenti il gene MECOM (3q26) ne'
delezioni nelle regiom 7g22-7q31{ Sonda Kreatech MECOM 3q26 Break apart, Sonda Zytovision EGRI1
(5q31VD3523,D55721, Sonda Metasystem XL del(7)(g22q31), Sonda Leiwca TP53/SE17 ).

Per 'interpretazione clinica del risultato si raccomanda la valutazione da parte dello specialista di riferimento.

Lty dell’esame: "analisi citogenetica non permette di evidenziare piceoll narmangiament al di sotto del hinate di nsolurione della metodica (3-10
Mb}) e bass) mosaicismi come indicato nella tabella di Hook (Am ] Hum. Genet. 2%9:94-97 1977

"European recommendations and quality assurance for cyvtogenomic analysis of haematological neoplasms - Leukermia 33, 1851-1867(2019)".

Data validazione: (R052023

Responsabile dell'indagine Direttore SO0

Diott.ssa Glordano Giovanna Dott.ssa Ehsabetta Pelo

Riferimenti bibliografici:

1) Linew gusda per la doagnostica cilogenetica , 2013- Societd Nalana & Genetsca Umana;

2y ISCN 2016, International System for Human Cytogenetic Nomenclatare.
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LAM alto rischio alla diagnosi

Data Mascita: 14/03/1968 Etd: 55 Anm Sesso M Routir

Richiesta: R2554589 270472023

SUHFL‘I[U diagnu:iiil;u: LAM MO DG

Materiale esaminato: sangue midollare

Fannello di Ab monoclonali

mAb utihzzat:

Marcatori Linfoidi B: CD19, CD20, CD22.

Marcaton hinfoud T: CD2, CD3, CD5, CD7

Marcaton Mieloadi: CD135, CD33, CDA5.

Marcaton Monocitan:, CD 4, CDA6, CD6S, CDE00.

Marcaton di staminalta’ CID34, CDLT.

Alin: HLA-DRE, CD Ik, CD16, CDS6, CD10O, CD3R, TdT, MPO, cyCD7%a.

Immunaofenotipo

Linfociti total: 8%

Compariimento granulocitano: 13%
Compariimento monocitano: 15%
Blastiz 33%

Entroblash: Z4%

Conclusioni:

Fenotipo delle popolazioni cellulari piu' rilevanti:

Blasti: CD34-/+ (T0%), CD117+, HLADR+, CD13-/+ (95%), CD33-/+ (80%), CDI 1b-, CD15-/+ (40%), CD64-/+
(35%), CD36-, CD14-, CD5-, CD7-+ (50%), CD19-, CD22-/+ (20%), CD10-, CD123+, CD25++, CD2-, cyCD3-,
TdT-, MPO-/+ (40%), cyCD79a-, cyCD3-.

Sirileva la presenza di una popolazione di cellule patologiche (par a 35% della cellulanta’ globale) con carattenstiche

di immaturita' (debole espressione di CD45, positivita' per CD117, CD34) ed espressione di marcaton mieloidi con

espressione aberrate di CD7.

La sene mieloide €' presente in tutte le fasi evolutive con alterazione del "pattern™ CDI1Ib/CDI3 e ndotto segnale di
complessita’ cellulare (S5C).

La serie monocitara risulta rappresentata da forme immature (monoblasti).

La sene entroide, espansa, presenta ipoespressione di CD71.
Ouadre immunofenotipico di Leucemia Mieloide Acuta.
(§i segnalano alterazioni immunofenotipiche a carico dei compartimenti granulocitario, monocitario ed

eritroide) LAL e LAM: DAY



LAM alto rischio-Pannello NGS alla diagnosi

DEGENZE ONCO-EMATOLOGICHE
Data Mascita: 1403/1968 Eta: 55 Anm Sesso M
Nosologico: 2023019843

Sospetto diagnostico: LAM

Richiesta: B2554393 Data Accettazone: 270472023 Data Prehevo: 270472023
MNumero Caso: (CB537

Medico richiedente: Giacomo Granfaldom
Materiale esaminato: DMNA estratto da cellule mononucleate di sangue mdollare

Referto di indagine Molecolare pannello geni Neoplasie Mieloidi

L'analisi ¢' stata effetiuata attraverso metodica di sequenziamento massivo in parallelo con plattaforma lon GeneStudio S5.

La selezione del target ¢ stata effettuata mediante amplificazione con kit Oncomine™ Myelowd Assay analizzando un pannello di 40 gem (*).

RISULTATO

MUTAZIONI IDENTIFICATE:

ALTERAZIONE ALTERAZIONE
GENE COSMIC/rs 1D Re
NUCLEOTIDICA AMINOACIDICA o f
TP53 e IT5H1G=T spheing COSM69405 1
ME: Per be vanants JAK2 ¢ 1B49G=T:p. VAL TF ¢ KIT <. 2447A>T:p. DE16V 51 nmanda alla sexone "LIMITI DELLA
METODIC A",
NOTE
/
COMMENTO

1. La variante TP53, c.375+1G>T di splicing [VAF 81%] e' nota. La variante cade in un sito canonico di splicing con
probabile alterazione di tale meccanismo [Human Splicing Finder: an online bioinformatics tool to predict
splicing signals. Nucleic Acids Res. 2009 May;37(9):e6?. doi: 10.1093/nar/gkp215) (Feurstein 5, BMC Genomics.

2014 Sep 11:15(1):784).

Informazioni di qualita” del test:
Copertura del target: 99.7%
Coverage Medio: 4311X

LAL e LAM: DAY



LAM alto rischio diagnosi

* Quale terapia di induzione

LAL e LAM: DAY



Prognostic and therapeutic impacts of mutant TP53 variant allelic

frequency In newly diagnosed acute myeloid leukemia
Short N, Blood adv 2020

Overall survival (%)
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Prognostic and therapeutic impacts of mutant TP53 variant allelic

frequency In newly diagnosed acute myeloid leukemia
Short N, Blood adv 2020

Overall survival (%)
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LAM alto rischio, uomo di 55 anni

Diagnosi di LAM alto rischio, cariotipo complesso, TP53, Aprile 2023,
tipizzazione HLA

Non fratria, due figlie, 22 e 28 anni In ABS e nullipare. 6 cugini
Refrattario a HD-lda con 50% di blastosi periferica
Azacitidina e venetoclax

Refrattario

LAL e LAM: DAY



* S

* NO

Traplanto
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Utility or futility? A contemporary approach to allogeneic
hematopoletic cell transplantation for TP53-mutated MDS/AML

Mariam T. Nawas and Satyajit Kosuri, Blood Adv 2024

Table 1. Survival after allo-HCT in patients with MDS/AML with TP53 loss of function and concurrent high-risk cytogenetics

Pts with TP53 LOF

Subset with high-risk

Author Study type Disease receiving allo-HCT cytogenetics DFS from time of HCT 0S5 from time of HCT
MDsS"
Lindsley et al*® Registry MDS TP53 mut: 289 pis Mot listed Mot listed 3-y 0S: ~15% (complex)
Yoshizato et al*® Registry MDS including subset TP53 mut: 98 pts Complex: 86 pis Mot listed Median OS: 4.3 mo
with sAML 3-y OS5: ~10% (complex)
AML
Middeke et al”®  Registry AML 17p abnl: 201 pts Monosomal: 77 pts 3-y EFS: 9% (monosomal) 3y 0S: 11% (monosomal)
Complex: 180 pts 3-y EFS: 9% (complex) 3y O05: 11% (complex)
Middeke et al™® 3 multicenter AML TP53 mut: 40 pts Adverset: 40 pts 3-y PFS: 7.5% (adverse) 3-y 0S: 10% (adverse)
clinical trials
Luskin et al*”’ Single center AML TF53 mut: 9 pis Adversed: 6 pis All relapsed (adverse; range, MNot hsted
1.6-18.6 mo after HCT)
Poire et al™” Registry AML 17p abnl: 125 pts Monosomal: 86 pts 2-y: 17% (monosomal) 2-y 0S: 19% (monosomal)

MNajma et al*®
Grob et al™®

Loke et al”’

Single center

4 multicenter
chinical tnals

Registry

AML (nonremission)

MDS-EB
AML

AML

TP53 mut: 23 pts

TP53 mut: 59 pts

TP53 mut: 179 pis

—5/bqg-: 58 pis

Monosomal: 11 pts

Complex: 48 pts

17p loss and/or
complex: 126 pts

2-y: 11% (—5/5q-)

Mot listed

Mot listed

2-y PFS: 15.2% (17p loss
and/or complex)

9.y OS: 16% (—5/5q-)

All died within 12 mo post alle-
HCT (monosomal)

3-y 0S: ~10% (complex)

2-y 0S: 24.6% (17p loss and/or
complex)

abnl, abnormality; DFS, disease-free survival; EB, excess blasts; EFS, event-free survival; mut, mutation; LOF, loss-of-function; PFS, progression-free survival; pts, patients; sAML, secondary

AML.

*Included MD5-EB so long as <20% blasts.
tDefined as (1) complex karyotype, (2) monosomy of chromosome 7, (3) monosomy and/or deletion of the long arm of chromosome 5, and (4) abnormalities of chromosome 17p.

¥Defined as 4 or more abnormalities.

S0z few g uoisant Aq jpd ulew-o-L L ¥0 L 0-EZ0E-APE EPOOI/SH
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Utility or futility? A contemporary approach to allogeneic
hematopoletic cell transplantation for TP53-mutated MDS/AML

Mariam T. Nawas and Satyajit Kosuri, Blood Adv 2024

Table 2. Impact of TP53 mutation clearance prior to allo-HCT

Pts with TP53 mut Level of TP53 clearance at Impact of TP53 clearance on post-HCT
Author Study type receiving allo-HCT time of allo-HCT outcome
MDS

Yoshizato et al*® Registry o8 pts n/a Fraction of TP53 mutated cells at time of HCT
significantly correlated with shorter time from
transplantation to death

Dillon et al™® Phase 3 randomized” 12 pis n/a 3 pts survived without relapse, all with pre-HCT
VAF < 5% (53-mo median follow-up in all surivors
on study)

Hunter et al'~ Single center 16 pis VAF < 5% Pts with TFP53 mut clearance before allo-HCT
expenenced OS5 benefit compared to pts treated
with HMA alone (25.2 vs 7.7 mo; P = .005), but
pts with TP53 persistence did not

Versluis et al™ Biological assignment trialt 35 pts (subset with VAF < 5% Pts with TP53 mut clearance before allo-HCT (at

samples available) VAF < 200 either threshold) did not experience OS benefit
AML

Murdock et al”” Single center 33 pis VAF < 0.1% Pts with TP53 mut clearance before allo-HCT did not
experience DFS benefit

Badar et al™® Registry 68 pis “Clearance by NGS testing,” Pts with TFP53 mut clearance before allo-HCT did not

not otherwise defined expernence DFS benefit

DFS, disease-free survival, mut, mutation; NGS5, next-generation sequencing; pts, patients; VAF, vanant allele frequency; mut, mutation
*Dillon et al performed genomic testing on pretransplant samples from the BMT-CTN 0910 RCT of myeloablative conditioning vs RIC for patients with AML and MDS.
tVersluis et al performed genomic testing on pretransplant samples from BMT-CTN 1101 2 biologic assignment tnal based on matched donor availability in older adults with higher-nsk MDS

who were candidates for allo-HCT.
LAL e LAM: DAY



Utility or futility? A contemporary approach to allogeneic
hematopoletic cell transplantation for TP53-mutated MDS/AML

Mariam T. Nawas and Satyajit Kosuri, Blood Adv 2024

Table 3. Summary of proposed recommendations regarding pursuit of allo-HCT in patients with TP53-mutated MDS/AMNL according to S
" i 3 _ a3 P2
disease and patient characteristics ;
Disease characteristics Patient characteristics Offer allo-HCT? Comments ‘Eé
Monoallehc TP53 mutation without complex Fit for allo-HCT Yes, if both cntena were met Standard fitness critena applied. th
karyotype
Biallehc 7FP53 loss * complex karyotype KFS = 90 and HCT-Cl < 47 Consider *ocore intended as provisional guidance rather than

absolute threshold. Consider the use of alternative
nonrelapse mortalty sconng systems.

Donor options may modify risk assessment (eg, we
are less likely to pursue allo-HCT in an older
patient with these charactenstics f only alternative
donor is available).

Must clearly discuss nsks, benefits, and expectations
regarding posttransplant prognosis.

Biallehc TFP53 loss * complex karyotype KPS < 90 Mo Consider referral for second opinion regarding allo-
HCT-Cl = 4* HCT.

LAL e LAM: DAY



Trapianto aploidentico in LAM alto rischio

 Trapianto allogenico da donatore familiare HLA aploidentico. (23/07/2023)
Donatore: Figlia (DOB 2001), F, gruppo A pos, CMV neg, EBV pos, Toxo neg, figlia HLA aploidentica.
Paziente: D-G, M, DOB 14/03/1968, gruppo 0 pos, CMV neg, EBV pos, TOXO pos. Leucemia acuta
mieloide rischio ELN 2022 alto (cariotipo complesso con del p53), refrattaria a chemioterapia di induzione e
salvataggio. Ultima rivalutazione midollare con IF (13/07/23) mostrante blasti 22%.

Anticorpi anti HLA (25/05/2023): presenti anticorpi di Il classe con MFI <1500: DRB1*04:05,;
DRB1*04:03; DRB1*04:02;DRB1*04:04 (non DSA).

Condizionamento: TBF MAC

Profilassi GVHD: PTCy (+3;+5), CSA (1,5 mg/kg bid da-1 a +20 poi 0s), MMF (15 mg/kg bid da +1 a +28)
Sorgente CSE periferiche non criopreservate

Sorror score 2 (2 polmonari moderate): rischio intermedio.

DRI high (disease risk index)

Profilassi antimicrobica: aciclovir, bactrim, posaconazolo.
LAL e LAM DAY



Traplanto aploidentico LAM alto rischio

Decorso complicato da comparsa di lesione tessuti molli del naso in data 26/07 (tampone positivo
per staffilococco aureo multisensibile), risoltasi dopo trattamento antibiotico ad ampio spettro con
Piperacillina/Tazobactam e Daptomicina.

Neutropenia febbrile non microbiologicamente documentata, trattata inizialmente con
piperacillina/tazobactam e, per persistenza di febbre dopo 24 ore, con meropenem e linezolid.

Riattivazione di toxoplasmosi (riscontro a PCR di monitoraggio confermato in 2 campioni, TC TB
con mdc negativa per lesioni focali cercinate) In trattamento con Bactrim e Clindamicina.

Riscontro di JC virus su urina, per cui sono state somministrate IgVVena 20g 1l 19/08.

Febbre persistente Iin quadro di polmonite non microbiologicamente documentata se si eccettua Il
riscontro di Pneumocstis su BAL del 01/09 valutato dall'infettivologo che ritiene 1l quadro
radiologico non suggestivo di PCP. Al o L AM DAY



Strategia post traplanto

* Preemptive

* Profilassi

* Per recidiva

LAL e LAM: DAY



The role of allogeneic stem cell transplantation in the management of

acute myeloid leukaemia: a triumph of hope and experience
Loke J, Br J Hematol 2020

1) Minimise pre-transplant disease burden
2) Optimise cytotoxic properties of the conditioning regimen

3) Post-transplant strategies (A)
798 ' ﬁ n of - Low level of |
NK ligands
recept rs N4 O\ -immune
S p— — suppressive
Pote ti I cytokines
2 3 recognition of - Reduced IL-
2L 1
antige y
At presentation
Stem cell B) | ()]
nf“ 1 - ‘Stress ligand’ -
i sion recognition oss of HLA class
- Alloreactive | ! expresslon
l recognition w - Downregulation
! in h bit ry of HLA class Il
l checkpoint - Checkpoint
Alloreactive expression ligand expression
l ecognitio - Novel genetic
Maintenance Pre-emptive therapy - Tumour-specific mutations
v response ?
Active GVL At relapse
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The role of allogeneic stem cell transplantation in the management of

acute myeloid leukaemia: a triumph of hope and experience
Loke J, Br J Hematol 2020

GVL

Transplant
o % 3 Time Treatment Standard Checkpoint inhibition Cellular therapy Epigenetic therapy FLT3 inhibitor
i ™ strategy chemotherapy
Examples Cytarabime/Anthracycline  Iplimumab (anti-  Nivolumab (anti-  Domor lymphocyte infusion  Azacitidine +/- DU (Craddock  Quizartinib (Cortes  Gllteritinib {Per! et
el ‘i /fludarabine/Etoposide  CTLA-Q) (Davids  PD-1)[Daveret  (Schimid et al, 2007) et al,, 2016) etal, 2019)* al., 2017) {Phase
combinations et al, 2016) al,, 2018) 1/2)*
(Schmid et al,, 2012)
(A) Therapeutic intervention to postpone relapse (B)Therapeutic intervention to accelerate genesis of GVL
Response rates CR 27%-56% CR 23% CR and CRi Remission 34% CR 15%; PR 14% CR 3% (CRI46%)  CR 8% (CRI 22%)
S, (depending on 22%
Ve —————— LAy
: - Overall OSattwoyearsd4%  OSatoneyear Median056-3  0S at two years 21% 0OS at two years 12% Median 0§62  Median 05 25
survival 42% (depending on 49% months months weeks
whether 2nd
SCT is reached)

Transplant

!

Transplant *
Relapsed/refractory cohort inclusive of patients with AML, treated with and without SCT

Time Time

Loke et al Br Journal of Hematol 2020

LAL e LAM DAY



LAM alto rischio MRD positivo

1176 TERAPIE CELLULARI E MEDICINA TRASFUSIONALE
Data Mascita: 14/03/1968 Eta: 535 Anm Sesso M Routine

Richiesta: B9E3I5057 200092023

IMMUNOFENOTIPO (Citometria a flusso)

Vateriale esaminato: sangue midollare

Pannello di Ab monoclonali

mAb utihizzat:

Marcaton Micloadn: CD135, CD335, CD35.
Marcaton Monocitar:, CD14

Marcaton di stamnalita™ CDA4, CDLTT.
Alm: HLA-DE, CD45, CD7.

Conclusioni:

S1rileva la presenza di una popolazione di cellule, pan a 0.12% della cellulanta’ CD45+, caratterizzate dal seguente
immunofenotipo aberrante: CD117++, CD34+, HLA-DR+dim, CD33++, CDI135- CD13+, CD7-

Quadro di malattia minima residua posifiva.
Riserv per shift immunofenotipico dell'antigene CD7(positive alla diagnosi).

Responsabile indagine: Dottssa Sara Bencim

LAL e LAM: DAY



Malattia residua post trapianto

GVHD

aaaaaaaaaaaaaaaaaa

—chimerismo =——MR

CSA AZA+DLI (4)
taperln AZA LAL e LAM DAY



GVHD cronica

Paziente attualmente in RC, MRD negativa
cGVHD severa:trattamento con
Ruxolitinib, CNI e steroide

LAL e LAM : DAY



Discussione

* Nella LAM ad alto rischio candidata a trapianto quale terapia di induzione?

°* Nella LAM ad alto rischio candidata a trapianto e importante programmare
una strategia terapeutica post procedura?

* C’e spazio per un doppio trapianto nelle LAM ad alto rischio giovani?

LAL e LAM: DAY
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