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Capitolul 1 — Leucemiile acute mieloide: diagnostic, clasificare

1.1 Introducere

Leucemia acuta mieloidd (LAM) este o afectiune malignd clonald, caracterizata prin
proliferarea si acumularea de blasti leucemici In maduva osoasd hematogena. Consecinta
primard a proliferari si a acumularii blastilor este modificarea micromediului maduvei
osoase si supresia hematopoiezei normale [1-3], pacientii astfel prezentand diferite
simptome sau complicatii date de insuficienta medulard secundard, respectiv secundare

anemiei, trombocitopeniei, scaderea imunitatii si/sau coagulopatiei asociate.

1.2 Clasificare si evaluare prognostica

Clasic, leucemia acuta mieloida (LAM) se defineste prin prezenta de celule blastice
peste 20% din totalul celulelor nucleate din probe de aspirat medular si/sau sange periferic.

Tn anul 2022, au fost publicate noile criterii de diagnostic al neoplaziilor mieloide: a
5-a Editie a Clasificarii Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) a Neoplaziilor Mieloide si
Dendritice [4], si Consensul International de Clasificare a Neoplasmelor Mieloide si a
Leucemiilor Acute [5]. In aceste clasificari, pragul de 20% de blasti mieloizi necesar
diagnosticului de LAM a fost modificat astfel: in cazul prezentei mutatiilor recurente
determinante (driver) LAM, pragul necesar diagnosticului de LAM a fost scazut sub 20%
[4,5]. Pentru LAM care nu sunt pozitive pentru nici una din mutatiile determinante recurente
pragul este mentinut la minim 20% blasti leucemici pentru diagnosticul de LAM.

De asemenea a fost propusa o noud entitate, SMD/LAM (sindrom
mielodisplazic/leucemie acutd mieloidd) de catre Consensul International de Clasificare a
Neoplasmelor Mieloide si a Leucemiilor Acute din 2022 [5]. Afectiunea SMD/LAM este
definitd prin absenta mutatiilor recurente determinante specifice LAM si care prezinta un
procent de celule blastice intre 10 si 19% [4,5].

Lista mutatiilor determinante este prezentata comparativ, intre cele doud articole
[4,5], in Tabelul 1.1. Exceptiile mutatiilor determinante, de la aceste noi clasificari sunt:

(i) cazurile de LAM cu translocatia BCR::ABL1, unde se mentine de minim 20%
pentru diferentierea cazurile de leucemie mieloida cronica (LMC) faza accelerata
mieloida (10-19% blasti) de faza blastica mieloida (>20% blasti) [4,5]

(if) conform a 5-ei Clasificarii OMS 2022 [4], este LAM cu mutatii CEBPA, care

necesitd un procent de 20% de blasti mieloizi pentru diagnostic.



Tabel 1.1 Prezentarea comparativa a noilor clasificiri a leucemiilor acute mieloide

conform mutatiilor recurente
Clasificare OMS a Neoplaziilor
Mieloide si Dendritice, a 5-a editie
2022 [4]

Consensul International de Clasificare a
Neoplasmelor Mieloide si a Leucemiilor
Acute 2022 [5]

LAP cu fuziunea PML::RARA, <20% blasti

LAP cu t(15;17)(g24.1;921.2)/PML::RARA >10%
blasti

LAP cu alte rearanjamente RARA >10% blasti

LAM cu fuziunea RUNX1::RUNX1T1, <20%
blasti

LAM cu t(8;21)(g22;922.1) / RUNX1::RUNX1T1
>10% blasti

LAM cu fuziunea CBFB::MYH11, <20% blasti

LAM cu inv(16)(p13.1922) sau t(16;16)(p13.1;022) /
CBFB::MYH11, >10% blasti

LAM cu fuziunea DEK::NUP214, <20% blasti

LAM cu t(6;9)(p22.3;934.1)/DEK::NUP214, > 10%
blasti

LAM cu rearanjamente KMT2A, <20% blasti

LAM cu t(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A
>10% blasti

LAM cu alte rearanjamente KMT2A >10% blasti

LAM cu rearanjamente MECOM, <20% blasti

LAM cu inv(3)(q21.3926.2) sau
1(3;3)(921.3;926.2)/GATA2::MECOM >10% blasti

LAM cu alte rearanjamente MECOM >10% blasti

LAM cu fuziunea BCR::ABL1, >20% blasti

LAM cu t(9;22)(gq34.1;q11.2)/BCR::ABL1 >20%
blasti

LAM cu fuziunea RBM15::MRTFA, <20% blasti

LAM cu rearanjamente NUP98, <20% blasti

LAM cu alte modificari genetice determinante

LAM cu alte translocatii recurente rare* >10% blasti

LAM cu mutatia NPM1, indiferent de procentul
de blasti

LAM cu mutatie NPM1 >10% blasti

LAM cu mutatia CEBPA, >20% blasti

LAM cu mutatii in-cadru CEBPA bZIP >10% blasti

N/A

LAM cu TP53 mutat >20% blasti
SMD/LAM cu TP53 mutat 10-19% blasti

LAM cu mutatii asociate SMD, >20% blasti
e  Modificari citogenetice definitorii
o Cariotip complex (>3
modificari
o Deletie 5q sau pierderea
bratului 5q datorita unei
translocatii neechilibrate
o Monosomia 7, deletiei 7q, sau
pierderea bratului 7q datorita
unei translocatii neechilibrate
o Deletie 12p sau pierderea
bratului 12p datoritd unei
translocatii neechilibrate
o Monosomia 13 sau deletie 13q
o Deletie 17p sau pierderea
bratului 17p datoritd unei
translocatii neechilibrate
o lzocromozomul 17q
o Idic(X)(ql3)
e  Mutatii somatice definitorii: ASXL1,
BCOR, EZH2, SF3B1, SRSF2, STAG2,
U2AF1, ZRSR2

LAM cu mutatii asociate mielodisplaziei >20%
blasti

SMD/LAM cu mutatii asociate mielodisplaziei 10-
19% blasti

Definite prin mutatiile ASXL1, BCOR, EZH2,
RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 sau ZRSR2

LAM cu modificéri cromozomiale asociate
mielodisplaziei >20% blasti

SMD/LAM cu modificari cromozomiale asociate
mielodisplaziei 10-19% blasti

Definite prin detectia:

e  cariotipului complex (> 3 modificari in
absenta altor modificarii definitorii de clasd)
del(5q)/t(5q)/add(5q)

-7/del(7q)

+8
del(12p)/t(12p)/add(12p)
i(17q)

-17/add(17p) sau del(17p)

e del(20q)
idic(X)(q13)

LAP — leucemia acuta promielocitard, LAM — leucemia acuta mieloidd, OMS — Organizatia Mondiala a
Sanatatii, SMD — sindrom mielodisplazic, N/A — Not Applicable (nu este aplicabil)




Capitolul 2 — Mutatiile FLT3-ITD si NPM1

2.1 Introducere

Conform datelor prezentate mai sus mutatiile FLT3-ITD si NPM1 se asociaza
frecvent i alcatuiesc una dintre cele mai frecvente subtipuri de LAM. Din acest motiv in
cadrul acestui capitol vor fi prezentate in detaliu ambele gene FLT3 si NPM1, rolul lor

fiziologic, cele mai frecvente mutatii intalnite, rolul lor in aparitia leucemiilor acute.

2.2 Mutatia FLT3-1TD

Cele mai frecvente mutatii intalnite la nivelul genei FLT3 sunt insertii in-frame (care
pastreaza cadrul de citire al codonilor genei) prin duplicatii in tandem la nivelul exonului 14
sau 15. Exonul 14 codifica portiunea juxtamembranara a receptorului, iar exonul 15 codifica
domeniului tirozin kinazic 1. Insertiile raportate sunt inalt heterogene, avand atat lungimi

variabile intre 6 si 281 perechi de baze (pb), cat si insertii variabile situate aleator in

intervalul de aminoacizi 567-670 [6-13].

2.3 Mutatia NPM1

Cea mai frecventa mutatie In LAM este mutatia NPM1, intlnita in aproximativ 30%
din cazuri [14,15]. Mutatiile descrise sunt insertii care modifica cadrul de citire (frame-shift
insertion muations) intalnite la nivelul exonului 12. Cele mai frecvente mutatii sunt insertiile
de 4 pb intre nucleotidele 960 si 961 de tip A, B, D [16-20]. Principala consecinta este
localizarea predominant citoplasmatica a proteinei NPM1 [16,21,22].

Modificarile astfel induse secventei de aminoacizi in cazul mutatiilor NPM1 sunt [16—
19,23]: (i) modificarea reziduurilor de triptofan (W) din pozitiile 288 si/sau 290 necesare
semnalului de localizare nucleolara; si (i1) crearea unui noi secvente de export nuclear
(VSLRK).

Combinatia acestor doud modificari este necesard pentru localizare predominant

citoplasmatica a proteinei mutate NPM1 [24].

2.5 Evaluarea prognostica FLT3-ITD/NPM1
Tn ghidurile ELN 2017 si ELN 2022 de management a pacientilor cu LAM [15,25] toti
pacientii trebuie evaluati pentru prezenta mutatiilor NPM1 si FLT3-1TD pentru stabilirea

prognosticului. Modelul ELN 2017 [15]de stabilire a prognosticul genetic in LAM cu



mutatiile NPM1 & FLT3-ITD, este bazat pe o serie de studii retrospective [26-30], in care
evaluare semicantitativa a mutatiilor FLT3-1TD, prin determinarea raportului alelic dintre
FLT3-ITD/FLT3-WT, coroborata cu prezenta sau absenta mutatieci NPM1 permite ajustarea
prognosticului.

Astfel, pacientii NPM1P%*/ FLT3-ITD pozitivi dar cu un raport alelic FLT3-1TD/FLT3-
WT de <0.5 (FLT3-ITD'") prezinti o evolutie relativ asemanatoare cu pacientii NPM1P%Z /
FLT3-WT, ambele grupuri de pacienti fiind incluse in categoria de risc favorabil [27-29].
De asemenea, datorita evolutiei favorabile a acestor pacienti, nu se recomanda consolidare
prin allotransplant de celule stem hematopoietice (allo-TCSH) in prima remisie[15,30].

In privinta pacientilor NPM1P°%/FLT3-1TD pozitiv cu raport alelic FLT3-ITD/FLT3-
WT crescut >0,5 (FLT3-ITD"9") si a pacientilor NPM1"9/FLT3-1TD'"", acestia sunt inclusi
n categoria de risc genetic intermediar [27-29].

Tar pacientii NPM1"9 / FLT3-ITD"9" prezinti cea mai agresiva evolutie [26], fiind
inclusi in categoria de risc advers. Totodata acesti pacienti prezintd cel mai mare beneficiu
n consolidarii prin allo-TCSH in CR1 [30].

Cu toate acestea, o data cu publicarea noului ghid ELN 2022 [25], s-a renuntat la
evaluarea prognosticd a cazurilor FLT3-ITD pe baza RA. Motivatiile renuntarii la
stratificarea prognosticd pe baza RA au fost: (1) lipsa standardizarii metodei de evaluare a
RA, si (ii) datele publicate de K. Dohner et al [31], in care suplimentar s-a aratat ca adaugarea
TKI-ului midostaurin imbunatateste semnificativ prognosticul, in special in cazul pacientilor

cu RA FLT3-ITD/FLT3-WT >0.5.

2.6 Imunofenotipul blastilor leucemici FLT3-ITD si NPM1

Desi LAM cu FLT3-ITD nu este consideratd o entitate distinctd in clasificarea OMS
din 2016 a neoplaziilor mieloide [32], pacientii cu LAM FLT3-1TD prezinta un imunofenotip
specific — caracterizat prin expresia inaltd a proteinelor CD33 si CD123 [33-38]. In plus,
intr-un articol a fost aratata corelarea directa intre nivelul de expresie al CD33 si CD123, si
raportul alelic FLT3-ITD/FLT3-WT [34]. Printre alti markeri de suprafata descrisi a fi
asociati cu LAM FLT3-ITD este si expresia crescutd a CD7 [10,39—41].

LAM NPM]1 sunt considerate un subtip specific de LAM cu mutatii recurente,
prezentand cel mai frecvent doud forme morfologice la debut [42]: fie (i) LAM fara
diferentiere sau cu minima diferentiere, corespunzator subtipurilor French-American-British
(FAB) MO si M1 — caracterizate prin expresie CD117%, CD33*, CD13"" ; fie (ii) LAM

mielomonocitard sau monoblasticd/monocitard — caracterizate prin expresie CD14", CD64".
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Indiferent de subtipul morfologic, imunofenotipul leucemiilor acute NPMI pozitive este
caracterizat prin expresie inaltd/foarte naltd a markerilor CD33 si CD123 [33-38]. Alta
caracteristicd este absenta sau expresia scazutd a markerului CD34 [16,43,44] in cazul
leucemiilor MO sau M1 FAB, iar minoritatea de cazuri LAM NPM]I pozitive cu expresie

CD34 se asociaza cu prognostic nefavorabil comparativ cu cazurile CD34 negative [45,46].
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Capitolul 3 — Ipotezele de lucru si obiectivele principale

3.1 Ipotezele de lucru

Ipoteza | — Implementarea diagnosticului molecular al tuturor cazurilor de LAM

poate duce la imbunatatirea semnificativd a managementului pacientilor prin:

confirmarea diagnosticului imunofenotipic;
stratificarea prognostica genetica
e administrarea de tratament tintit — inhibitori de tirozin kinaza cu actiune de
blocare specifica a mutatiei BCR::ABL1 sau FLT3-ITD);
e permite selectia optima a planului de tratament consolidare: chimioterapie in
doza mare sau consolidare prin allotransplant de celulele stem;
permiterea studierii cazurilor de LAM si alcdtuirea loturilor de studiu pentru
generarea de date originale, astfel ducind la o mai buna intelegere a populatiei locale
de pacienti cu LAM comparativ cu datele publicate din alte tari.

Ipoteza Il - Mutatiile recurente FLT3-ITD reprezinta una dintre cele mai frecvente

mutatii intalnite Tn LAM, iar pacientii pozitivi prezintd anumite caracteristici biologice si

clinice particulare. Studiul acestei mutatii va putea permite:

caracterizarea clinicd si biologicd in premierd a unei populatii de pacienti din
Romania pozitiva pentru mutatia FLT3-ITD;

descrierea unor particularitdti sau noi caracteristici biologice ale acestei populatii
pozitive pentru FLT3-ITD;

potentialul de imbundtatire a managementului cazurilor FLT3-ITD: dacd aspectele
prezentate anterior se adeveresc, ele vor permite pe 1angd o mai bund intelegere a
acestei patologii si generarea unor noi directii de cercetare, care pot duce la

imbunatatirea managementului acestor pacienti.

3.2 Obiectivele principale ale tezei de doctorat

Pornind de la ipotezele de lucru, principalele obiective ale tezei de doctorat au fost:
1. Imbunititirea Diagnosticului LAM: realizat prin implementarea
diagnosticul molecular si evaluarea prezentei mutatiilor recurente in toate
cazurile de LAM. Acest obiectiv ne va permite confirmarea diagnosticul
imunofenotipic, stratificarea prognostica genetica si astfel optimiza planurile

de tratament.
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2. Formarea de Loturi de Studiu: crearea de loturi de studiu ale pacientilor cu
LAM, bazata pe implementarea diagnosticului molecular. Loturile astfel
create vor putea fi folosite in scop de cercetare si pentru generarea de date
originale.

3. Studiul Cazurilor LAM diagnosticate in cadrul SUUB: descrierea
populatiei de pacienti cu LAM din Romania si compararea rezultatelor cu
date publicate din alte tari.

4. Caracterizarea Mutatiilor FLT3-ITD: descrierea si caracterizarea
pacientilor din Roméania pozitivi pentru mutatia FLT3-ITD din punct de
vedere al datelor clinice si biologice. Aceasta include identificarea
particularitatilor si a posibilelor noi caracteristici clinice sau biologice

specifice acestei populatii.
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Capitolul 4 — Metodologia generala a cercetarii

4.1 Introducere

Protocolul diagnosticului initial al tuturor cazurilor de leucemie acuta, inclusiv al
leucemiilor acute mieloide [4,15,25,47], are la baza o ordine bine stabilita a testelor efectuate,
acestea fiind: (i) evaluare morfologicd — incluzand coloratiile specifice, (ii) imunofenotipare,

(iii) evaluare citogenetica, si (iv) teste de biologie moleculara.

4.2 Populatiile de studiu

Toti pacientii au beneficiat de diagnostic complet al leucemiilor acute prin
Subprogramul de Diagnostic al Leucemiilor Acute. Toti pacientii si-au exprimat acordul
pentru evaludrile diagnostice si pentru utilizarea datelor, iar datele pacientilor au fost
utilizate conform regulilor de buna practica clinica (GCP — Good Clinical Practice) si a
declaratiei de la Helsinki.

Principala populatia de studiu din Capitolul 5 — subcapitolul 5.5 (Epidemiologia
mutatiilor recurente in lotul de pacienti evaluati diagnostic in cadrul SUUB) este
reprezentatd de un lot de 336 de pacienti diagnosticati in cadrul SUUB cu LAM care au
prezentat rezultate validate pentru toate cele sase mutatii recurente investigate.

A doua populatie de studiu din Capitolul 5 — subcapitolul 5.6 (Descrierea si
stratificarea prognostica a pacientilor cu LAM a sectiei de hematologie SUUB), a fost
alcatuita din 108 pacienti proprii sectiei de Hematologie SUUB care au prezentat rezultate
validate pentru toate cele sase mutatii recurente investigate si pentru care am dispus de date
privind investigatiile citogenetice.

Populatia de studiu pentru Capitolul 6:117 pacienti diagnosticati in cadrul SUUB cu
diagnosticul de LAM si la care dispuneam de date paraclinice complete, dintre care 32 de
pacienti au fost diagnosticati cu mutatia FLT3-ITD si un lot control de 83 de pacienti.

Populatia de studiu pentru Capitolul 7: 146 pacienti diagnosticati in cadrul SUUB
cu diagnosticul de LAM si la care dispuneam de toate datele brute de imunofenotipare,

42 pacienti au fost diagnosticati cu mutatia FLT3-ITD si un lot control de 104 de pacienti.

4.3 Testarea FLT3-ITD
Pentru analiza FLT3-ITD a fost efectuata o amplificare prin reactia de polimerizare

in lant (PCR — polymerase chain reaction) hot start (cu initiere la temperatura inaltd) din
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probe de ADNg si ANDc cu primeri marcati cu fluorescent, urmata de electroforeza capilara
si analiza de fragmente.

Mutatiile FLT3-ITD au fost considerate prezente daca au fost detectati ampliconi mai
lungi decat produsele FLT3-WT, atat pentru determinarea din ADN, cat si din ARNm
(ADNCc) pe sistemul de analiza genetica CEQ8000 (Beckman Coulter Marea Britanie, High
Wycombe, Regatul Unit).

Raportul alelic FLT3-ITD (RA) a fost calculat din probele de ADNg ca raportul
dintre ASVFLHTDASVFLTSWT pentry pacientii care au prezentat mai multe populatii FLT3-
ITD (>2 ampliconi FLT3-ITD), raportul alelic a fost calculata prin insumarea ASV a fiecarei
populatie FLT3-ITD si apoi impartirea la ASVFET3WT Cuantificarea nivelului de ARNm
FLT3-ITD, a fost determinat sub forma unui raport ARNm (RR), fiind calculat precum RA.

Specific Capitolului 7, pentru a testa influenta expresiei mutatiei FLT3-1TD asupra
expresie antigenelor de suprafatd, un al treilea parametru a fost calculat, raportul intre RR
(raportul ARNm de expresie) si RA (raportul alelic). Acest parametru determinat reprezinta
abundenta relativa a ARNm FLT3-ITD la ADNg, fiind calculat ca raportul RR/AR.

4.4 Testarea NPM1

Pentru analiza NPM1 a fost efectuata o reactie PCT-hot start din probe de ADNg cu
primeri marcati cu fluorescent. Primerii NPM1 utilizati au acoperit regiunea care cuprinde
intronul 10 si exonul 11 al genei NPM1, conform [26].

Mutatiile NPM1 au fost considerate prezente daca au fost detectati ampliconi mai
lungi decat produsul NPM1-WT, prin electroforeza capilara si analiza de fragmente pe

sistemul de analizd genetica CEQ8000 (Beckman Coulter Marea Britanie).

4.5 Analiza statistica

Testul t student a fost folosit pentru a compara seturi de date cu distributie normala.
Pentru seturile de date distributie non-normald a fost utilizat testul Mann-Whitney U —
inclusiv pentru a compara valorile MFIl-urilor (media geometricad a valorilor intensitatii
fluorescentei — mean flourescent index). Corelatia Spearman a fost utilizata pentru a evalua
relatia dintre diferite variabile continue. Variabilele categorice au fost analizate folosind
testul chi-patrat Pearson, sau testul exact Fischer unde a fost cazul. Valorile P <0.05 au fost

considerate a fi semnificative statistic, fiind utilizate doar valorile P bilaterale.
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Capitolul 5 — Implementarea testarii moleculare a LAM si Epidemiologia

mutatiilor recurente in randul pacientilor diagnosticati cu LAM

5.1 Introducere
Protocolul de diagnostic al leucemiilor acute [4,15,25,47], se bazeaza pe o ordine bine
stabilita a testelor efectuate: (i) evaluare morfologica, (ii) imunofenotipare, (iii) evaluare
citogenetica, si (iv) teste de biologie moleculara. Metodele implementate au fost:
e testarea pentru gene de fuziune recurente in LAM - CBFB::MYH11,
RUNX1::RUNX1T1; si PML::RARA prin reactie 2-step-PCR urmata de electroforeza
microcapilara.

e ulterior testarea de genelor de fuziune recurente prin metoda real-time PCR multiplex

5.2 Epidemiologia mutatiilor recurente in lotul de pacienti evaluati

diagnostic in cadrul SUUB

Intre februarie 2015 si februarie 2023, au fost validate un total de 440 de probe pentru
genele de fuziune, 466 de probe pentru mutatia NPM1, si 501 de probe pentru mutatia FLT3-
ITD. Din totalul de 440 de rezultate validate pentru identificarea genelor de fuziune au fost
pozitive: (i) 13/440 pentru CBFB::MYH11 (2.95%); (ii) 18/440 pentru RUNX1::RUNX1T1
(4.09%); (iii) 32/440 pentru PML::RARA (7.27%); si (iv) 9/440 pentru BCR::ABL1 (2.04%).

Pentru analiza corectd a frecventei celor sase mutatii investigate in cadrul SUUB, au
fost selectati doar pacientii care au prezentat rezultate validate pentru toate mutatiile
recurente investigate. Astfel, au fost inclusi un total de 336 pacienti. Din toate cele sase
mutatii evaluate, doar cinci mutatii (CBFBF::MYH11, RUNX1::RUNX1T1, PML::RARA,
BCR::ABL1, si NPM1) sunt considerate mutatii determinante (driver) [15,48,49].

Un total de 145/336 (43.15%) din pacienti au fost pozitivi pentru cel putin 1 mutatie
din cele 6 evaluate. Comparativ cu datele publicate anterior [15,48,49], frecventa mutatiilor
recurente determinante in populatia noastra este In general mai micd, insd proportiile sunt
mentinute: cea mai frecventa mutatie — NPM1, iar PML::RARA cea mai frecventa gena de
fuziune Figura 5.1.

In Figura 5.2, este prezentata distributia pe judete a celor 336 de cazuri care au
beneficiat de evaluare moleculara completa in centrul nostru. Cele mai frecvente cazuri au
fost din Bucuresti — 121 cazuri, judetul Dolj — 30 cazuri, judetul Arges — 29 de cazuri, si

judetul Teleorman — 16 cazuri.
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CBFB::MYH11-1.78%

RUNXI1::RUNX1TI - 3.25%

. _PML::RARA - 6.51%
/ BCR::ABL1- 2.07%

Figura 5.1 Diagrama circulara prezentand frecventele mutatiilor determinante (driver) pentru
LAM diagnosticate in cadrul SUUB. In perioada februarie 2015 — februarie 2023 un total de 336
pacienti au prezentat rezultate validate a evaluarii prezentei mutatiilor recurente in LAM.

LAM — leucemie acuta mieloidd, SUUB — Spitalul Universitar de Urgenta Bucuresti
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Figura 5.2 Distributia pe judete a cazurilor de LAM care au beneficiat de evaluare moleculara
completi in cadrul SUUB. In perioada februarie 2015 — februarie 2023 un total de 336 pacienti au
prezentat rezultate validate a evaluarii prezentei mutatiilor recurente Tn LAM. Cifrele din dreptul judetelor
reprezintd numarul total de cazuri de LAM diagnosticate in perioada respectiva de sase ani.

LAM - leucemie acuta mieloida, SUUB — Spitalul Universitar de Urgenta Bucuresti

5.4 Concluzii

Implementarea testarii celor sase mutatii recurente in LAM a permis diagnosticarea
biomoleculara a aproape jumatate din cazurile evaluate 43.15% (145/336 cazuri).

Implementarea testdrii mutatiilor FLT3-ITD si NPM1 prin reactie PCR multiplex
cuplatd cu electroforeza capilard a permis evaluarea simultand a doud dintre cele mai
frecvente mutatii recurente in LAM, si ne-a permis determinarea raportului alelic FLT3-
ITD/FLT3-WT.

Implementarea diagnosticului molecular a permis Incadrarea mai corectd a cazurilor

de LAM fin categoriile de risc genetic conform ELN 2017 [15] si ELN 2022 [25].
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Capitolul 6 — Raportul alelic FLT3-1TD determinat pe ADN, dar nu
nivelurile de ARNm FLT3-ITD, influenteaza caracteristicile biologice ale

pacientilor cu LAM

6.1 Introducere

Acest articol a fost publicat in Revista Romana de Medicina de Laborator[50]

Mutatiile FLT3-ITD confera un prognostic nefavorabil [51,52], iar ghidul European
LeukemiaNet (ELN) din 2017 [15] recomanda ca fiecare pacient sa fie testat pentru prezenta
mutatiei FLT3-1TD cu determinarea raportul alelic (RA) FLT3-ITD / FLT3-WT (FLT3-WT=
FLT3 wild type — alela normala a genei FLT3) pentru a stabili categoria de risc genetic.

In acest studiu, am evaluat dacd metoda curenta de evaluare a mutatiilor FLT3-ITD
poate fi adaptat pentru analiza calitativa si semi-cantitativa a ARNm FLT3-1TD a probelor
primare de LAM pentru adulti. De asemenea, am caracterizat si comparat diferiti parametri
ai mutatiilor FLT3-ITD (lungime, raport ITD/WT) atat pentru ADN, cat si pentru ARNm,
cu caracteristici demografice si biologice diferite ale populatiei noastre de pacienti.

6.2 Pacienti, materiale si metode
6.2.1 Pacienti

Dintr-un total de 42 de pacienti cu LAM diagnosticati cu FLT3-ITD intre martie
2016 si iunie 2019, 32 de cazuri au avut probe de ARN total de buna calitate disponibile
pentru analiza.

6.2.2 Evaluare FLT3-ITD si metode statistice

Metodele folosite in acest studiu, inclusiv determindrile semi-cantitative ale mutatiei

FLT3-ITD (AR, RR), si testele statistice folosite sunt descrise in Capitolul 4 — Metodologia

generala a cercetarii.

6.3 Rezultate
A existat o corelatie foarte buna intre lungimea mutatiei FLT3-ITD determinata din
ADNg si ARNm pentru primele populatii mutante (coeficient Kendall tb= 0,937, P <0,001)
si pentru populatiile mutante secundare (coeficient Kendall tb= 1,0, P <0,001). A existat o
corelatie puternica intre FLT3-ITD/WT AR si RR (coeficient Kendall tb= 0,488, P <0,001).
6.3.1 Caracteristice biologice ale pacientilor in functie de parametri mutatiilor FLT3-1TD
Pentru a analiza relatia dintre lungimea insertie ITD din probele de ADN si ARNm

si parametrii clinici / biologici, au fost luati in considerare numai pacientii cu o singurd
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populatie FLT3-ITD detectabila. Pentru analiza RA FLT3-ITD/WT din AND, pacientii au
fost separati in doua grupuri in functie de valoarea RA pentru stratificarea riscului genetic
ELN 2017 (=0,5) [15], astfel: un grup RA<0,5 si un RA >0,5 grup. Pentru a analiza RR
FLT3-ITD/WT din ARNm, pacientii au fost separati in 2 grupuri in functie de valoarea
mediand a RR (=0,72) (Tabelul 6.1): un grup RR<0,7 si un grup RR>0,7.

Conform valorii RA, pacientii cu RA>0,5 au prezentat un numar mai mare de
leucocite (testul Mann-Whitney U, P=0,01), niveluri mai mari de LDH (testul Mann-
Whitney U, P=0,037) si procente mai mari de blasti in sangele periferic (test t, P = 0,023)
decét grupul AR<0,5 (Figura 6.1.A). Am comparat in continuare numarul de leucocite,
nivelurile de LDH si procentele de blasti din sangele periferic intre grupul de control FLT3-
ITD negativ si cele doud grupuri RA. Am observat cd nu au existat diferente semnificative
intre grupul RA<0,5 si grupul FLT3-1TD negativ (Figura 6.1.A). Nu au existat diferente
semnificative statistic intre cele doud grupuri RR.

De asemenea, am efectuat o analiza de corelatie bivariatd intre nivelurile RA si
numarul de leucocite, valorile de LDH-ului si procentele de blasti din sangele periferic
(Figura 6.1.B). Am observat corelatii moderate, dar semnificative intre nivelurile RA si cei
trei parametri: (1) RA st numar de leucocite (Kendall tb= 0,384, P=0,003); (i1) RA si valorile
LDH-ului (Kendall tb= 0,348, P=0,011); si (iii) procentele de blasti din sangele periferic
(Kendall tb= 0,300 , P=0,036).

6.4 Concluzii

Studiul nostru prezintd date noi privind utilitatea analizei FLT3-ITD pe baza de
ARNm in contextul diagnosticdrii pacientilor — testarea pe baza de ARNm fiind o alternativa
datorita sansei mai mari de identificare a mutatiilor. Acest aspect este sustinut de capacitatea
de identificare a mai multor insertii ITD, cat si datoritd faptului cd RR este In general mai
mare decat RA, fiind foarte util pentru confirmarea mutatiilor care prezintd o ASV <5% pe
testarea din ADN a prezentei FLT3-ITD.

Privind corelatia dintre incarcatura mutationala FLT3-ITD si expresia de ARNm
FLT3-ITD cu caracteristicile biologice ale pacientilor — din rezultatele noastre se poate schita
un posibil efect independent de doza al mutatiilor FLT3-ITD. Am observat diferente
semnificativ statistice doar intre parametrii biologici si RA FLT3-ITD/-WT, care sugereaza
faptul ca parametrii studiati sunt influentati doar de proportia celulelor FLT3-ITD pozitive
si nu de nivelul de exprimare a ARNm FLT3-ITD.
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Tabelul 6.1 Caracteristicile clinice si biologice ale pacientilor pozitivi ca FLT3-ITD in functie de

raportul alelic FLT3-1TD/-WT (RA) si raportul ARNm FLT3-ITD/-WT (RR)

Caracteristici FLT3-ITD/-WT FLT3-ITD/-WT p FLT3-ITD/-WT FLT3-ITD/-WT p
RA <0.5 (n=14) RA >0.5 (n=18) RR <0.7 (n=15) RR >0.7 (n=16)
A s Mediana 68 Mediana 62 _ Mediana 63 Mediana 65
Varsta, ani Interval 27 — 80 Interval 24 — 78 P=NS Interval 24 — 80 Interval 29 — 78 NS
Sex B/F, n 4/10 9/9 P=NS 6/9 719 NS
Rural/Urban, n 4/10 10/8 P=NS 9/6 5/11 NS
Leucocite, Mediana 29070 Mediana 98750  o_q o+ | Mediana 73 250 Mediana 50 855 NS
x109/L Interval 2610 — 150000 Interval 1860 — 287000 ' Interval 2 610 — 150 000 Interval 1 860 — 287 000
Mediana 7.5 Mediana 8.5 _ Mediana 7.8 Mediana 8.25
Hgb, g/dL Interval 6 — 10.7 Interval 5.6 — 13.5 P=NS Interval 5.6 — 13.5 Interval 5.6 — 11.6 NS
Trombocite, Mediana 60 000 Mediana 32 500 P NS Mediana 23 000 Mediana 51 000 NS
x10%/L Interval 6 000 — 148 000 Interval 13 000 — 103 000 Interval 8 000 — 148 000 Interval 6 000 — 120 000
Mediana 526 Mediana 700 ot Mediana 535 Mediana 628
LDH, ul/dL Interval 288 — 1617 Interval 367 — 1613 P=0087 Interval 333 — 1 617 Interval 288 — 1 613 NS
Blasti sangele Mediana 27 Mediana 735 o os Mediana 45 Mediana 76 NS
periferic, % Interval 0 — 92 Interval 38 — 97 ) Interval 0 — 92 Interval 20 — 97
. . Mediana 60 Mediana 75 _ Mediana 69 Mediana 67
Blagti medulari, % Interval 32 — 95 Interval 48 — 96 P=NS Interval 35 — 95 Interval 32 — 96 NS
{\Cl)ltaa’\l/léljll}gurr / 9/14 8710 P=NS 9/15 8/16 NS

ftest t, *Mann-Whitney U-test, Interval= valori minime - maxime

19




A_}v WEC LDH Peripheral Blood Blast Percentage
Ped
P=0m \w P <0001
P=0D F F=00E3
m m L]
. 2500 EEE—— _—
350000 100 =
250000 |_| T 2000 |—|
15001 T T
#
g
150004 oo 7 g
5
g g g
4 = @
= 4 g
B ] =
£ 1n00ee-] H & s
H - k-]
Q [=] =
§ 3 oo £
E
50000 —— m
1 T
H
L :
4 T o T T T t T
FLTHITO negative  FLTTDAR <05 FLTHITOAR: 0.5 FLTITD negative  FLTMTDAR<0S  FLT3TD AR0.S5 FLTIATO negative  FLTINTDAR<0S  FLTI.TD AR 0.5
0000020~ 100007 =
o
] o ° a o
b 0= 1500 00 “ & °
250000 20 g & 90007 o & _—
= Q —
~1 o g R I
-~ o . .|1L|L|1|.1
| oo~ @ 7 o H —
3 ~ 5 G 6000 o
- 2 — % 02—
5 u o in
2 1stocoso— o ! \\\\\ CRUTEE 5 — m — a
@ - H — =] o
2 g° e T — 3 :
o -— o 40009 L=}
o - = o
= g ° g o _— ]
RIEEEEEN T o e m
5 \n.\\ —=_ 0 @ o (- .
-] " -] = o
— @y i} B ©
o & 2000 Q
o - o
500 00 e - - o =
o v o
Q (-]
(=]
Q
o 1 o
Kendall's ;= 0.384, P=0.003 Kendall's ;= 0.348, P=0.011 aa Kendall's .= 0.300, P=0.036
T T T T T T T T T T
i) 50 1.00 150 ) 23 .qu_-u .Hc 1 "..c d._Lu H..ﬁﬂ_ HMG oo 50 C oo 151 L0 250
FLT2-TDI-WT Allelic Ratio FLT3-ITDWT Allelic Ratio FLT3-ITD/-WT Allalic Ratiz
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Capitolul 7 — Expresia CD7, CD33 si CD123 nu se coreleaza cu nivelurile
de ADN si ARNm FLT3-ITD in LAM

7.1 Introducere

Datele prezentate in acest capitol au fost publicat in revista Journal of Cellular and
Molecular Medicine[53].

La diagnostic, pacientii cu LAM FLT3-ITD prezintd un numar mare de leucocite, un
procent mare de blasti Tn sangele periferic si in maduva osoasa. De asemenea, celulele
leucemice FLT3-ITD au o expresie ridicata a CD33 si CD123 [34,54,55], care s-a dovedit a
fi direct proportionald cu RA FLT3-ITD/FLT3-WT (AR) [34].

In acest studiu, am investigat expresia cantitativd a markerilor de suprafati celulara
in LAM FLT3-ITD in cadrul populatiei noastre locale de pacienti diagnosticati si am evaluat
impactul raporturilor ADN si ARNm dintre FLT3-ITD/FLT3-WT asupra nivelurilor de

expresie a antigenelor de suprafata.

7.2 Pacienti, materiale si metode
7.2.1 Pacientii

Patruzeci si doi de pacienti cu LAM au fost diagnosticati cu FLT3-ITD n urma
testarii probelor de ADN. Dintre acestia, 32 de pacienti au prezentat, probe de ARNm de
bund calitate. Proba UPN-8334, a prezentat mutatie FLT3-ITD identificatd numai din proba
de ADN, in timp ce pe proba de ARNm a fost detectat doar ampliconul FLT3-WT. Tn final,
31 de probe de ARNm au prezentat mutatii FLT3-ITD si au fost analizate.

Un grup de control format din 104 pacienti FLT3-ITD negativi, a fost format selectati
dupa sex, varsta, subtip FAB, diagnostic citogenetic si statusul mutatiei NPM1 comparativ
cu pacientii FLT3-ITD pozitivi.

Toti pacientii si-au exprimat consimtdmantul informat in scris, iar studiul a fost

realizat in conformitate cu Declaratia de la Helsinki si ghidurile de buna practica clinica.

7.2.2 Imunofenotipare

Toate probele primare au fost analizate conform protocoalelor EuroFlow: (i)
pregatirea probei, setarea instrumentului si calibrarea [56]; iar panelul de anticorpi,
procedura de colorare si achizitia de date conform [57]. Probele au fost analizate pe un

citometru FACSCanto Il (BD Biosciences). Au fost inregistrate un total de 20000 de
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evenimente per tub. Masuratorile si analiza datelor dobandite au fost efectuate folosind
software-ul FlowJo X (Tree Star, Ashland, OR, SUA). Strategia de gating s-a bazat pe poarta
CDA45/SSC (SSC — dispersia laterala, side scatter). Populatiile blastice leucemice au fost
definite ca fiind CD45-mid si SSC-low. Verificarea strategiei de gating, populatiile selectate
au fost retroverificate in functie de expresia CD117, CD34 si HLA-DR.

Urmadtoarele antigene au fost analizate: CD4, CD7, CD9, CD13, CD14, CD33,
CD34, CD56, CD64, CD71, CD117 si CD123.

Expresia antigenicd cantitativa de suprafatd a fost determinatd prin calcularea
mediilor geometrice a intensitdtilor fluorescentei (MFI) pentru populatiile de blasti
leucemici a antigenele selectate si normalizarea acestora la expresia determinatd pe
populatiile de limfocite de control (CD45-bright & SSC-low), negative pentru markerii
respectivi, asa cum a fost descris anterior [34].

7.2.3 Testarea FLT3-ITD si metode statististice

Restul de metode folosite in acest studiu, inclusiv determindrile semi-cantitative ale

mutatiei FLT3-1TD (RA — Raport Alelic, RR — Raport ARNm), si evaluarea statistica sunt

descrise Tn Capitolul 4 — Metodologia generala a cercetarii.

7.3 Rezultate
7.3.1 Profilul expresiei antigenice de suprafata specific mutatiilor FLT3-1TD

Cazurile FLT3-ITD pozitive au prezentat expresii semnificativ. mai mari a
antigenelor CD7, CD33 si CD123 in comparatie cu grupul control FLT3-ITD negativ (testul
U Mann-Whitney) — Figura 7.1.
7.3.2 Parametrii mutatiei FLT3-ITD & gruparea pacientilor conform acestora

Pentru a analiza impactul RA asupra valorilor MFI, pacientii au fost separati in doua
grupuri conform stratificarii riscului genetic ELN 2017 [15] intr-un grup RA <0,5 (n= 16) si
un grup RA >0,5 (n=26). Pentru analiza impactului RR asupra expresiei antigenice pacientii
au fost impartiti in 2 grupuri in functie de mediana RR (= 0,72): un grup RR <0,7 (n=16) si
un grup RR >0,7 (n= 15). Pentru analiza abundentei relative a ARNm FLT3-ITD la ADN
(RR/RA), pacientii au fost separati in 2 grupuri in functie de mediana RR/RA (= 1,27): un
grup RR <1,3 (n=16) si un grup RR >1,3 grup (n=15).

22



250 P <0.001
2254
200 » 1

N

759

CDT7 MFI ratio

CD7 MFI ratio

15+

o

> FLT3TD Negative FLT3-ITD Positive
L

T T
FLTSATD Megative FLT3-TD Positive

CD33 MFI ratio

P=0.001

0

B.

FLT3-ITD Negative FLT3-ITD Positive

CD123 MFI ratio

C.

1104

100+

204

80+

70+

60

50+

204

104

P <0.001

T T
FLT3-ITD Negative FLT3-ITD Positive
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7.3.3 Parametri cantitativi ai mutatiilor FLT3-ITD in relatie cu expresia antigenica de
suprafatd a CD7, CD33 si CD123

Pentru a evalua asocierea parametrilor cantitativi FLT3-ITD si expresia CD7, CD33
si CD123, pacientii pozitivi FLT3-ITD au fost grupati pentru fiecare parametru in doud
cohorte folosind urmatoarele valori de prag.

Singura diferentd observata a fost intre grupurile cu raportul RR/RA, grupul RR/RA
inalt (>1,3) prezentand valori mai mari ale CD33 decat grupul RR/RA scazut (Figura 7.2
C). Nu au existat alte diferente statistice intre nivelurile CD7, CD33 si CD123 ale celorlalte
grupuri FLT3-1TD comparativ cu grupul control (testul Mann-Whitney U), Figura 7.2,

De asemenea, am testat corelatia bivariatd intre expresia CD7, CD33, CD123 si cei
trei parametri cantitativi FLT3-ITD. A existat o corelatie moderata intre valorile MFI CD33
si valorile raportului RR/RA (rho Spearman = 0,423. P =0,01) (Figura 7.2 D, E).

7.5 Concluzii

In populatia noastra de pacienti, mutatiile FLT3-1TD au fost asociate cu un profil
specific de expresie antigenica constand din valori MFI ridicate pentru CD7, CD33, CD123.
Cu toate acestea, nivelurile de expresie ale antigenelor specifice nu sunt influentate in mod
evident de parametrii cantitativi ai mutatiilor FLT3-ITD, determinati atat pe probe de ADN
cat si pe probele de ARNm. Astfel, expresia relativ crescutd a antigenelor CD7, CD33, si
CD123 este mai probabil secundara doar prezentei mutatiei FLT3-1TD.

Spre deosebire de datele publicate anterior, in care a fost descrisd o relatie directa
semnificativ statistica intre raportul alelic FLT3-ITD/FLT3-WT si expresia antigenicd de
CD33 si CD123, in lotul nostru de pacienti nu a fost observata aceasta asociere. Aceste fapt
poate fi secundar diferentelor dintre cele doua loturi de pacienti.

Studii suplimentare sunt necesare pentru elucidarea impactului mutatie FLT3-ITD

asupra expresiei antigenice.
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Figura 7.2 Analiza detaliata a valorilor MFI CD7, CD33 si CD123 conform parametrilor cantitativi FLT3-1TD. Grafice violin-plot ale nivelurilor de
expresie de antigen conform raportului FLT3-ITD/-WT (A) RA, (B) RR, (C) RR/RA. D. Rezultatele analizei corelatiei dintre valorile MFI CD7, CD33,

CD123 si raportul RA, RR si RR/RA. E. Corelatia dintre valorile MFI CD33 si raportul RR/RA.
RA — raport alelic; RR — raport ARNm; RR/RA — abundenta relativd a ARNm FLT3-ITD la ADN; ITD — duplicare prin insertie in tandem (internal tandem duplication); MFI — media intensitatii fluorescentei (mean

flourescence intensitie).



Capitolul 8 — Concluzii si contributii personale

8.1 Discutie

Din datele prezentate in Capitolul 7, obtinute din lotul de pacienti din Romania, se
observa un impact mai mic decat cel asteptat al parametrilor FLT3-ITD semi-cantitativi
(raportul alelic si nivelul de expresie de ARNm FLT3-ITD) in special in asupra evaluarii
expresiei antigenelor de suprafata a blastilor leucemici — unde nu s-au observat o corelatie
semnificativa statistic Intre nivelul de expresie a antigenelor specifice (CD7, CD33, si
CD123) si parametri semicantitativi ai mutatiei FLT3-1TD.

Din articolele publicate anterior se confirmad expresia crescutd a CD33 si CD123
[34,54,55], insd nu se confirma corelare directd dintre valoare raportului alelic FLT3-
ITD/FLT3-WT si nivelul de expresie a antigenelor CD33 si CD123 [34]. Aceasta diferenta
poate fi explicate initial pe baza diferentei intre diferitele populatii de studiu (lot pacienti
Romania comparativ cu lot de pacienti din Germania).

Insa, cand comparam datele epidemiologice obtinute pe lotul local de pacienti cu
datele epidemiologice obtinute pe un lot de pacienti din Germania si Austria (AMLSG BiO)
[14], se poate observa ca cele 2 populatii de pacienti sunt relativ asemanatoare — avand
aceeasi varstda mediand 65 de ani, iar procentele mutatiilor NPM1 si FLT3-ITD sunt
asemanatoare.

O alta observatie privind impactul parametrilor semi-cantitativ ai mutatie FLT3-1TD
este ca din datele prezentate in Capitolul 6, se observa o corelare semnificativa statistic intre
parametrii biologici (numar total de leucocite, valorile LDH, si procentul de blasti periferici)
doar cu RA FLT3-ITD/FLT3-WT si nu cu nivelul de exprimare a ARNm FLT3-ITD. De aici
se poate sugerea faptul ca parametrii studiati sunt influentati doar de proportia celulelor
FLT3-ITD pozitive si nu de nivelul de exprimare a ARNm FLT3-ITD.

In privinta evaludrii prognostice existi nu exista un consens, in special in privinta
impactului RA FLT3-ITD/FLT3-WT. Modelul de evaluare prognostica genetica propus in
ghidul ELN 2017 [15] este bazat pe o serie de articole retrospective [26—29] si prevede ca
pacientii cu RA FLT3-ITD/FLT3-WT <0.5 au o evolutie mai buna decat pacientii cu RA
>0.5. Modelul de prognostic genetic ELN 2017 a fost ulterior confirmat intr-un articol din
2020 publicat de K. Dohner et al [31].

Studiile care au evaluat impactul ex-vivo al raportului FLT3-ITD/FLT3-WT au aratat

ca pe o populatie pediatrica de LAM FLT3-ITD pozitiva [58] iar niveluri mai mari de ale RA
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FLT3-ITD/FLT3-WT (>0.5) au prezentat raspuns un mai bun ex-vivo la inhibitorul
gilteritinib decat probele cu RA <0.5 sau probele de control FLT3-WT. Aceste date au fost
ulterior confirmate de Kivioja et al [59].

Insa, o serie de articole care au evaluat modelul de evaluare prognostica genetica
ELN 2017 au concluzionat ¢i RA nu permite o stratificare prognostica clara [60-63]. Tn plus,
un alt studiu care a investigat importanta raportului FLT3-ITD/FLT3-WT determinat pe
ARN ARNm ca biomarker alternativ pentru determinarea prognosticului pacientilor cu
LAM [64]. a aratat ca nivelurile de ARNm FLT3-1TD au un impact prognostic ridicat asupra
supravietuirii globale si a supravietuirii fara recidiva numai la pacientii cu LAM cu mutatii
NPML1 coexistente si nu a prezentat nici o valoare prognosticd in cazurile de LAM NPM1-
WT.

O data cu publicare noului ghid ELN 2022 [25], s-a renuntat la evaluarea prognostica
a cazurilor FLT3-ITD pe baza RA mentionand lipsa standardizarii metodei de evaluare a
RA, dar si citand articolul mentionat anterior, publicat de K. Dohner et al [31], Tn care
suplimentar s-a aratat ca adaugarea TKI-ului midostaurin imbunatateste semnificativ
prognosticul, in special in cazul pacientilor cu RA FLT3-ITD/FLT3-WT >0.5.

Coroborand rezultatele prezentate in Capitolele 6 si 7, cu datele citate putem
concluziona ca impactul determinarii RA FLT3-ITD sau a nivelurilor de ARNm FLT3-ITD
prezintd rezultate relativ contradictorii. Sunt necesare studii suplimentare atit pentru
standardizarea metodologiei determinarii RA FLT3-ITD/FLT3-WT cét si pentru evaluarea
n continuare a impactului clinic a raportului FLT3-ITD/FLT3-WT atéat pe probe de ANDg
cat si pe probe de ARNm. lar renuntarea la determinarea RA, in cazul centrelor care il
determinau anterior considerdm ca nu este oportund deoarece aceastd determinare semi-
cantitativa poate oferi in continuare informatii pentru clinician in special daca evaluare se

face seriat astfel putdnd evalua dinamica raspunsului pacientului la tratamentul specific.

8.2 Concluzii generale
Mai jos este prezentata o lista a contributiilor personale aduse domeniului:
e Am demonstrat fezabilitatea si sustenabilitatea diagnosticului prin biologie
moleculard a leucemiilor acute mieloide in cadrul Spitalului Universitar de
Urgenta Bucuresti.
e Am descrierea asocierea pozitivd dintre parametrii biologici ai pacientilor

(numar total leucocite, procentul de blasti leucemici din sangele periferic, si
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valoare LDH) si valoarea raportului alelic FLT3-ITD/FLT3-WT, dar nu si
asocierea cu nivelul de expresie FLT3-ITD (raportat prin raportul de ARNm
FLT3-ITD/FLT3-WT).

e Am descris si confirmat expresia antigenicd de suprafatd asociata cu mutatia
FLT3-ITD: expresie semnificativ crescuta a antigenelor CD7, CD33, si
CD123., insa fara asocierea directa intre valorile de expresie a antigenelor
respective si valoarea raportului alelic FLT3-ITD/FLT3-WT sau a nivelului
de expresie de ARNm FLT3-ITD/FLT3-WT.

e Impactul determinarii RA FLT3-1TD sau a nivelurilor de ARNm FLT3-ITD
prezinta rezultate relativ contradictorii, sugerand oportunitatea unor studii

suplimentare

8.3 Contributii personale
Pornind de la ipotezele de lucru si obiectivele aferente, contributiile personale

constau n:

1. Imbunititirea diagnosticului LAM: a fost realizati prin implementarea testarii
genelor de fuziune prin RT-PCR si a testarii combinate NPM1 & FLT3-ITD. Detaliile
si rezultatele procesului de implementare a testarii moleculare in LAM sunt prezentate

in Capitolul 5 — Implementarea testirii moleculare a LAM.

2. Formarea de loturi de studiu: au fost definite loturile de studiu folosind
informatiile generate In urma testarii moleculare, datele clinice si paraclinice. Loturile
au fost constituite pentru a investiga parametrii de interes, specifici fiecarui
capitol/subcapitol. Am tinut seama si de cazuistica disponibild la momentul Tn care a
fost realizat design-ul experimental al studiilor.

e Astfel, pentru Capitol 5, pe baza implementarii celor testarii 6 mutatii recurente
in LAM — 4 gene de fuziune si mutatiile NPM1 & FLT3-ITD — am putut analiza
si descrie un total de 336 de pacienti. Din aceasta populatiei 43.15% din cazuri

(145/336 cazuri) au fost pozitive pentru cel putin una din cele 6 mutatii evaluate.
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e Pentru Capitol 6: a fost format un lot de 117 pacienti diagnosticati cu LAM si la
care dispuneam de date paraclinice complete, dintre care 32 de pacienti au fost
diagnosticati cu mutatia FLT3-ITD si un lot control de 85 de pacienti.

e Pentru Capitol 7: a fost format un lot de 146 pacienti diagnosticati cu LAM sla
care dispuneam de toate datele brute de imunofenotipare, dintre care 42 de pacienti

au fost diagnosticati cu mutatia FLT3-ITD si un lot control de 104 de pacienti.

3. Caracterizarea Mutatiilor FLT3-1TD: a fost descrisa in Capitolele 6 si 7.

i. Tn Capitolul 6 — Raportul alelic FLT3-ITD determinat pe ADN, dar nu
nivelurile de ARNm FLT3-ITD, influenteaza caracteristicile biologice ale
pacientilor cu LAM, principala observatie este ca au fost observate corelatii
semnificative statistice Intre parametrii biologici (numar total leucocite, valorile
LDH, si procentul de blasti leucemici din sangele periferic) si doar cu RA FLT3-
ITD/-WT (RA — raportul alelic), care sugereaza faptul ca parametrii studiati sunt
influentati doar de proportia celulelor FLT3-ITD pozitive si nu de nivelul de
exprimare a ARNm FLT3-ITD.

ii. Tn Capitolul 7 — Expresia CD7, CD33 si CD123 nu se coreleazi cu nivelurile
de ADN si ARNm FLT3-ITD in LAM, principala observatie este ca desi
mutatiile FLT3-ITD au fost asociate cu un profil specific de expresie antigenica
reprezentat de expresii crescute ale antigenelor CD7, CD33, CD123 — nivelurile
de expresie ale antigenelor respective nu sunt influentate in mod evident de
parametrii semi-cantitativi ai mutatiilor FLT3-ITD, determinati atat pe probe de
ADN cat si pe probele de ARNm.

4. imbunititirea Managementului Cazurilor FLT3-1TD:
In privinta managementului clinic, prin implementarea testirii combinate NPM1
& FLT3-ITD prin metoda de electroforeza capilara (Capitolul 5 -
Implementarea testarii moleculare a LAM) pacientii au putut fi evaluati corect
conform ghidurilor clinice ELN 2017 [15] si ulterior ELN 2022 [25] iar in urma
rezultatelor eliberate s-a putut stabili indicatia de administrare de TKI cu
activitate specificd anti-FLT3-ITD, si/sau s-a putut stabili indicatia de
allotransplant de celule stem hematopoietice in functie de statusul NPM1 si FLT3-

ITD.
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