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Capitolul 1 – Leucemiile acute mieloide: diagnostic, clasificare  

 

1.1 Introducere  

Leucemia acută mieloidă (LAM) este o afecțiune malignă clonală, caracterizată prin 

proliferarea și acumularea de blaști leucemici în măduva osoasă hematogenă. Consecința 

primară a proliferări și a acumulării blaștilor este modificarea micromediului măduvei 

osoase și supresia hematopoiezei normale [1–3], pacienții astfel prezentând diferite 

simptome sau complicații date de insuficiența medulară secundară, respectiv secundare 

anemiei, trombocitopeniei, scăderea imunității și/sau coagulopatiei asociate. 

 

1.2 Clasificare și evaluare prognostică 

Clasic, leucemia acută mieloidă (LAM) se definește prin prezența de celule blastice 

peste 20% din totalul celulelor nucleate din probe de aspirat medular și/sau sânge periferic. 

În anul 2022, au fost publicate noile criterii de diagnostic al neoplaziilor mieloide: a 

5-a Ediție a Clasificării Organizației Mondiale a Sănătății (OMS) a Neoplaziilor Mieloide și 

Dendritice [4], și Consensul Internațional de Clasificare a Neoplasmelor Mieloide și a 

Leucemiilor Acute [5]. În aceste clasificări, pragul de 20% de blaști mieloizi necesar 

diagnosticului de LAM a fost modificat astfel: în cazul prezenței mutațiilor recurente 

determinante (driver) LAM, pragul necesar diagnosticului de LAM a fost scăzut sub 20% 

[4,5]. Pentru LAM care nu sunt pozitive pentru nici una din mutațiile determinante recurente 

pragul este menținut la minim 20% blaști leucemici pentru diagnosticul de LAM. 

De asemenea a fost propusă o nouă entitate, SMD/LAM (sindrom 

mielodisplazic/leucemie acută mieloidă) de către Consensul Internațional de Clasificare a 

Neoplasmelor Mieloide și a Leucemiilor Acute din 2022 [5]. Afecțiunea SMD/LAM este 

definită prin absența mutațiilor recurente determinante specifice LAM și care prezintă un 

procent de celule blastice între 10 și 19% [4,5].  

Lista mutațiilor determinante este prezentată comparativ, între cele două articole 

[4,5], în Tabelul 1.1. Excepțiile mutațiilor determinante, de la aceste noi clasificări sunt:  

(i) cazurile de LAM cu translocația BCR::ABL1, unde se menține de minim 20% 

pentru diferențierea cazurile de leucemie mieloidă cronică (LMC) fază accelerată 

mieloidă (10-19% blaști) de fază blastică mieloidă (≥20% blaști) [4,5]  

(ii) conform a 5-ei Clasificării OMS 2022 [4], este LAM cu mutații CEBPA, care 

necesită un procent de 20% de blaști mieloizi pentru diagnostic.  
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Tabel 1.1 Prezentarea comparativă a noilor clasificări a leucemiilor acute mieloide 

conform mutațiilor recurente 

Clasificare OMS a Neoplaziilor 

Mieloide și Dendritice, a 5-a ediție 

2022 [4] 

Consensul Internațional de Clasificare a 

Neoplasmelor Mieloide și a Leucemiilor 

Acute 2022 [5] 

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

LAP cu t(15;17)(q24.1;q21.2)/PML::RARA ≥10% 

blaști 

LAP cu alte rearanjamente RARA ≥10% blaști 

LAM cu fuziunea RUNX1::RUNX1T1, <20% 

blaști 

LAM cu t(8;21)(q22;q22.1) / RUNX1::RUNX1T1 

≥10% blaști 

LAM cu fuziunea CBFB::MYH11, <20% blaști 
LAM cu inv(16)(p13.1q22) sau t(16;16)(p13.1;q22) / 

CBFB::MYH11, ≥10% blaști 

LAM cu fuziunea DEK::NUP214, <20% blaști 
LAM cu t(6;9)(p22.3;q34.1)/DEK::NUP214, ≥ 10% 

blaști 

LAM cu rearanjamente KMT2A, <20% blaști 

LAM cu t(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT2A 

≥10% blaști 

LAM cu alte rearanjamente KMT2A ≥10% blaști 

LAM cu rearanjamente MECOM, <20% blaști 

LAM cu inv(3)(q21.3q26.2) sau 

t(3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2::MECOM ≥10% blaști 

LAM cu alte rearanjamente MECOM  ≥10% blaști 

LAM cu fuziunea BCR::ABL1, ≥20% blaști 
LAM cu t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1 ≥20% 

blaști 

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

LAM cu alte translocații recurente rare* ≥10% blaști LAM cu rearanjamente NUP98, <20% blaști 

LAM cu alte modificări genetice determinante 

LAM cu mutația NPM1, indiferent de procentul 

de blaști 
LAM cu mutație NPM1 ≥10% blaști 

LAM cu mutația CEBPA, ≥20% blaști LAM cu mutații în-cadru CEBPA bZIP ≥10% blaști 

N/A 
LAM cu TP53 mutat ≥20% blaști 

SMD/LAM cu TP53 mutat 10-19% blaști 

LAM cu mutații asociate SMD, ≥20% blaști 

• Modificări citogenetice definitorii 

o Cariotip complex (≥3 

modificări 

o Deleție 5q sau pierderea 

brațului 5q datorită unei 

translocații neechilibrate 

o Monosomia 7, deleției 7q, sau 

pierderea brațului 7q datorită 

unei translocații neechilibrate 

o Deleție 12p sau pierderea 

brațului 12p datorită unei 

translocații neechilibrate 

o Monosomia 13 sau deleție 13q  

o Deleție 17p sau pierderea 

brațului 17p datorită unei 

translocații neechilibrate 

o Izocromozomul 17q 

o Idic(X)(q13) 

• Mutații somatice definitorii: ASXL1, 

BCOR, EZH2, SF3B1, SRSF2, STAG2, 

U2AF1, ZRSR2 

LAM cu mutații asociate mielodisplaziei  ≥20% 

blaști  

SMD/LAM cu mutații asociate mielodisplaziei  10-

19% blaști  

Definite prin mutațiile ASXL1, BCOR, EZH2, 

RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 sau ZRSR2 

LAM cu modificări cromozomiale asociate 

mielodisplaziei  ≥20% blaști  

SMD/LAM cu modificări cromozomiale asociate 

mielodisplaziei 10-19% blaști  

Definite prin detecția:  

• cariotipului complex (≥ 3 modificări în 

absența altor modificării definitorii de clasă) 

• del(5q)/t(5q)/add(5q) 

• -7/del(7q) 

• +8 

• del(12p)/t(12p)/add(12p)  

• i(17q) 

• -17/add(17p) sau del(17p)  

• del(20q) 

idic(X)(q13)  

LAP – leucemia acută promielocitară, LAM – leucemia acută mieloidă, OMS – Organizația Mondială a 

Sănătății, SMD – sindrom mielodisplazic, N/A – Not Applicable (nu este aplicabil) 
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Capitolul 2 – Mutațiile FLT3-ITD și NPM1 

 

2.1 Introducere 

Conform datelor prezentate mai sus mutațiile FLT3-ITD și NPM1 se asociază 

frecvent și alcătuiesc una dintre cele mai frecvente subtipuri de LAM. Din acest motiv în 

cadrul acestui capitol vor fi prezentate în detaliu ambele gene FLT3 și NPM1, rolul lor 

fiziologic, cele mai frecvente mutații întâlnite, rolul lor în apariția leucemiilor acute. 

 

2.2 Mutația FLT3-ITD 

Cele mai frecvente mutații întâlnite la nivelul genei FLT3 sunt inserții in-frame (care 

păstrează cadrul de citire al codonilor genei) prin duplicații în tandem la nivelul exonului 14 

sau 15. Exonul 14 codifică porțiunea juxtamembranară a receptorului, iar exonul 15 codifică 

domeniului tirozin kinazic 1. Inserțiile raportate sunt înalt heterogene, având atât lungimi 

variabile între 6 și 281 perechi de baze (pb), cât și inserții variabile situate aleator în 

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

 

2.3 Mutația NPM1  

Cea mai frecventă mutație în LAM este mutația NPM1, întâlnită în aproximativ 30% 

din cazuri [14,15]. Mutațiile descrise sunt inserții care modifică cadrul de citire (frame-shift 

insertion muations) întâlnite la nivelul exonului 12. Cele mai frecvente mutații sunt inserțiile 

de 4 pb între nucleotidele 960 și 961 de tip A, B, D [16–20]. Principala consecință este 

localizarea predominant citoplasmatică a proteinei NPM1 [16,21,22].  

Modificările astfel induse secvenței de aminoacizi în cazul mutațiilor NPM1 sunt [16–

19,23]: (i) modificarea reziduurilor de triptofan (W) din pozițiile 288 și/sau 290 necesare 

semnalului de localizare nucleolară; și (ii) crearea unui noi secvențe de export nuclear 

(VSLRK).  

Combinația acestor două modificări este necesară pentru localizare predominant 

citoplasmatică a proteinei mutate NPM1 [24]. 

 

2.5 Evaluarea prognostică FLT3-ITD/NPM1 

În ghidurile ELN 2017 și ELN 2022 de management a pacienților cu LAM [15,25] toți 

pacienții trebuie evaluați pentru prezența mutațiilor NPM1 și FLT3-ITD pentru stabilirea 

prognosticului. Modelul ELN 2017 [15]de stabilire a prognosticul genetic în LAM cu 
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mutațiile NPM1 & FLT3-ITD, este bazat pe o serie de studii retrospective [26–30], în care 

evaluare semicantitativă a mutațiilor FLT3-ITD, prin determinarea raportului alelic dintre 

FLT3-ITD/FLT3-WT, coroborată cu prezența sau absența mutației NPM1 permite ajustarea 

prognosticului.  

Astfel, pacienții NPM1poz / FLT3-ITD pozitivi dar cu un raport alelic FLT3-ITD/FLT3-

WT de <0.5 (FLT3-ITDlow) prezintă o evoluție relativ asemănătoare cu pacienții NPM1poz / 

FLT3-WT, ambele grupuri de pacienți fiind incluse în categoria de risc favorabil [27–29]. 

De asemenea, datorită evoluției favorabile a acestor pacienți, nu se recomandă consolidare 

prin allotransplant de celule stem hematopoietice (allo-TCSH) în prima remisie[15,30]. 

În privința pacienților NPM1poz/FLT3-ITD pozitiv cu raport alelic FLT3-ITD/FLT3-

WT crescut ≥0,5 (FLT3-ITDhigh) și a pacienților NPM1neg/FLT3-ITDlow, aceștia sunt incluși 

în categoria de risc genetic intermediar [27–29]. 

Iar pacienții NPM1neg / FLT3-ITDhigh prezintă cea mai agresivă evoluție [26], fiind 

incluși în categoria de risc advers. Totodată acești pacienți prezintă cel mai mare beneficiu 

în consolidării prin allo-TCSH în CR1 [30]. 

Cu toate acestea, o dată cu publicarea noului ghid ELN 2022 [25], s-a renunțat la 

evaluarea prognostică a cazurilor FLT3-ITD pe baza RA. Motivațiile renunțării la 

stratificarea prognostică pe baza RA au fost: (i) lipsa standardizării metodei de evaluare a 

RA, și (ii) datele publicate de K. Döhner et al [31], în care suplimentar s-a arătat că adăugarea 

TKI-ului midostaurin îmbunătățește semnificativ prognosticul, în special în cazul pacienților 

cu RA FLT3-ITD/FLT3-WT ≥0.5. 

 

2.6 Imunofenotipul blaștilor leucemici FLT3-ITD și NPM1 

Deși LAM cu FLT3-ITD nu este considerată o entitate distinctă în clasificarea OMS 

din 2016 a neoplaziilor mieloide [32], pacienții cu LAM FLT3-ITD prezintă un imunofenotip 

specific – caracterizat prin expresia înaltă a proteinelor CD33 și CD123 [33–38]. În plus, 

într-un articol a fost arătată corelarea directă între nivelul de expresie al CD33 și CD123, și 

raportul alelic FLT3-ITD/FLT3-WT [34]. Printre alți markeri de suprafață descriși a fi 

asociați cu LAM FLT3-ITD este și expresia crescută a CD7 [10,39–41].  

LAM NPM1 sunt considerate un subtip specific de LAM cu mutații recurente, 

prezentând cel mai frecvent două forme morfologice la debut [42]: fie (i) LAM fără 

diferențiere sau cu minimă diferențiere, corespunzător subtipurilor French-American-British 

(FAB) M0 și M1 – caracterizate prin expresie CD117+, CD33+, CD13+/- ; fie (ii) LAM 

mielomonocitară sau monoblastică/monocitară – caracterizate prin expresie CD14+, CD64+. 
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Indiferent de subtipul morfologic, imunofenotipul leucemiilor acute NPM1 pozitive este 

caracterizat prin expresie înaltă/foarte înaltă a markerilor CD33 și CD123 [33–38]. Altă 

caracteristică este absența sau expresia scăzută a markerului CD34 [16,43,44] în cazul 

leucemiilor M0 sau M1 FAB, iar minoritatea de cazuri LAM NPM1 pozitive cu expresie 

CD34 se asociază cu prognostic nefavorabil comparativ cu cazurile CD34 negative [45,46]. 
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Capitolul 3 – Ipotezele de lucru și obiectivele principale 

 

3.1 Ipotezele de lucru 

 Ipoteza I – Implementarea diagnosticului molecular al tuturor cazurilor de LAM 

poate duce la îmbunătățirea semnificativă a managementului pacienților prin:  

i. confirmarea diagnosticului imunofenotipic;  

ii. stratificarea prognostică genetică  

• administrarea de tratament țintit – inhibitori de tirozin kinază cu acțiune de 

blocare specifică a mutației BCR::ABL1 sau FLT3-ITD); 

• permite selecția optimă a planului de tratament consolidare: chimioterapie în 

doză mare sau consolidare prin allotransplant de celulele stem; 

iii. permiterea studierii cazurilor de LAM și alcătuirea loturilor de studiu pentru 

generarea de date originale, astfel ducând la o mai bună înțelegere a populației locale 

de pacienți cu LAM comparativ cu datele publicate din alte țări. 

Ipoteza II - Mutațiile recurente FLT3-ITD reprezintă una dintre cele mai frecvente 

mutații întâlnite în LAM, iar pacienții pozitivi prezintă anumite caracteristici biologice și 

clinice particulare. Studiul acestei mutații va putea permite: 

i. caracterizarea clinică și biologică în premieră a unei populații de pacienți din 

România pozitivă pentru mutația FLT3-ITD; 

ii. descrierea unor particularități sau noi caracteristici biologice ale acestei populații 

pozitive pentru FLT3-ITD; 

iii. potențialul de îmbunătățire a managementului cazurilor FLT3-ITD: dacă aspectele 

prezentate anterior se adeveresc, ele vor permite pe lângă o mai bună înțelegere a 

acestei patologii și generarea unor noi direcții de cercetare, care pot duce la 

îmbunătățirea  managementului acestor pacienți. 

 

3.2 Obiectivele principale ale tezei de doctorat 

Pornind de la ipotezele de lucru, principalele obiective ale tezei de doctorat au fost: 

1. Îmbunătățirea Diagnosticului LAM: realizat prin implementarea 

diagnosticul molecular și evaluarea prezenței mutațiilor recurente în toate 

cazurile de LAM. Acest obiectiv ne va permite confirmarea diagnosticul 

imunofenotipic, stratificarea prognostică genetică și astfel optimiza planurile 

de tratament.  
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2. Formarea de Loturi de Studiu: crearea de loturi de studiu ale pacienților cu 

LAM, bazată pe implementarea diagnosticului molecular. Loturile astfel 

create vor putea fi folosite în scop de cercetare și pentru generarea de date 

originale. 

3. Studiul Cazurilor LAM diagnosticate în cadrul SUUB: descrierea 

populației de pacienți cu LAM din România și compararea rezultatelor cu 

date publicate din alte țări. 

4. Caracterizarea Mutațiilor FLT3-ITD: descrierea și caracterizarea 

pacienților din România pozitivi pentru mutația FLT3-ITD din punct de 

vedere al datelor clinice și biologice. Aceasta include identificarea 

particularităților și a posibilelor noi caracteristici clinice sau biologice 

specifice acestei populații. 
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Capitolul 4 – Metodologia generală a cercetării 

 

4.1 Introducere 

 Protocolul diagnosticului inițial al tuturor cazurilor de leucemie acută, inclusiv al 

leucemiilor acute mieloide [4,15,25,47], are la bază o ordine bine stabilită a testelor efectuate, 

acestea fiind: (i) evaluare morfologică – incluzând colorațiile specifice, (ii) imunofenotipare, 

(iii) evaluare citogenetică, și (iv) teste de biologie moleculară.  

 

4.2 Populațiile de studiu 

Toți pacienții au beneficiat de diagnostic complet al leucemiilor acute prin 

Subprogramul de Diagnostic al Leucemiilor Acute. Toți pacienții și-au exprimat acordul 

pentru evaluările diagnostice și pentru utilizarea datelor, iar datele pacienților au fost 

utilizate conform regulilor de bună practică clinica (GCP – Good Clinical Practice) și a 

declarației de la Helsinki.  

Principala populația de studiu din Capitolul 5 – subcapitolul 5.5 (Epidemiologia 

mutațiilor recurente în lotul de pacienți evaluați diagnostic în cadrul SUUB) este 

reprezentată de un lot de 336 de pacienți diagnosticați în cadrul SUUB cu LAM care au 

prezentat rezultate validate pentru toate cele șase mutații recurente investigate.  

A doua populație de studiu din Capitolul 5 – subcapitolul 5.6 (Descrierea și 

stratificarea prognostică a pacienților cu LAM a secției de hematologie SUUB), a fost 

alcătuită din 108 pacienți proprii secției de Hematologie SUUB care au prezentat rezultate 

validate pentru toate cele șase mutații recurente investigate și pentru care am dispus de date 

privind investigațiile citogenetice.  

Populația de studiu pentru Capitolul 6:117 pacienți diagnosticați în cadrul SUUB cu 

diagnosticul de LAM și la care dispuneam de date paraclinice complete, dintre care 32 de 

pacienți au fost diagnosticați cu mutația FLT3-ITD și un lot control de 83 de pacienți.  

Populația de studiu pentru Capitolul 7: 146 pacienți diagnosticați în cadrul SUUB 

cu diagnosticul de LAM și la care dispuneam de toate datele brute de imunofenotipare, 

42 pacienți au fost diagnosticați cu mutația FLT3-ITD și un lot control de 104 de pacienți. 

 

4.3 Testarea FLT3-ITD 

Pentru analiza FLT3-ITD a fost efectuată o amplificare prin reacția de polimerizare 

în lanț (PCR – polymerase chain reaction) hot start (cu inițiere la temperatură înaltă) din 
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probe de ADNg și ANDc cu primeri marcați cu fluorescent, urmată de electroforeză capilară 

și analiză de fragmente.  

Mutațiile FLT3-ITD au fost considerate prezente dacă au fost detectați ampliconi mai 

lungi decât produsele FLT3-WT, atât pentru determinarea din ADN, cât și din ARNm 

(ADNc) pe sistemul de analiză genetică CEQ8000 (Beckman Coulter Marea Britanie, High 

Wycombe, Regatul Unit).  

Raportul alelic FLT3-ITD (RA) a fost calculat din probele de ADNg ca raportul 

dintre ASVFLT3-ITD/ASVFLT3-WT. Pentru pacienții care au prezentat mai multe populații FLT3-

ITD (≥2 ampliconi FLT3-ITD), raportul alelic a fost calculată prin însumarea ASV a fiecărei 

populație FLT3-ITD și apoi împărțirea la ASVFLT3-WT. 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 influența expresiei mutației FLT3-ITD asupra 

expresie antigenelor de suprafață, un al treilea parametru a fost calculat, raportul între RR 

(raportul ARNm de expresie) și RA (raportul alelic). Acest parametru determinat reprezintă 

abundența relativă a ARNm FLT3-ITD la ADNg, fiind calculat ca raportul RR/AR.  

 

4.4 Testarea NPM1 

Pentru analiza NPM1 a fost efectuată o reacție PCT-hot start din probe de ADNg cu 

primeri marcați cu fluorescent. Primerii NPM1 utilizați au acoperit regiunea care cuprinde 

intronul 10 și exonul 11 al genei NPM1, conform [26].  

Mutațiile NPM1 au fost considerate prezente dacă au fost detectați ampliconi mai 

lungi decât produsul NPM1-WT, prin electroforeză capilară și analiză de fragmente pe 

sistemul de analiză genetică CEQ8000 (Beckman Coulter Marea Britanie).  

 

4.5 Analiza statistică 

 Testul t student a fost folosit pentru a compara seturi de date cu distribuție normală. 

Pentru seturile de date distribuție non-normală a fost utilizat testul Mann-Whitney U – 

inclusiv pentru a compara valorile MFI-urilor (media geometrică a valorilor intensității 

fluorescenței – mean flourescent index). Corelația Spearman a fost utilizată pentru a evalua 

relația dintre diferite variabile continue. Variabilele categorice au fost analizate folosind 

testul chi-pătrat 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.  

 



14 

 

Capitolul 5 – Implementarea testării moleculare a LAM și Epidemiologia 

mutațiilor recurente în rândul pacienților diagnosticați cu LAM 

 

5.1 Introducere 

 Protocolul de diagnostic al leucemiilor acute [4,15,25,47], se bazează pe o ordine bine 

stabilită a testelor efectuate: (i) evaluare morfologică, (ii) imunofenotipare, (iii) evaluare 

citogenetică, și (iv) teste de biologie moleculară. Metodele implementate au fost: 

• testarea pentru gene de fuziune recurente în LAM – CBFB::MYH11; 

RUNX1::RUNX1T1; și PML::RARA prin reacție 2-step-PCR urmată de electroforeză 

microcapilară. 

• ulterior testarea de genelor de fuziune recurente prin metodă real-time PCR multiplex 

 

5.2 Epidemiologia mutațiilor recurente în lotul de pacienți evaluați 

diagnostic în cadrul SUUB 

Între februarie 2015 și februarie 2023, au fost validate un total de 440 de probe pentru 

genele de fuziune, 466 de probe pentru mutația NPM1, și 501 de probe pentru mutația 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%); și (iv) 9/440 pentru BCR::ABL1 (2.04%).  

Pentru analiza corectă a frecvenței celor șase mutații investigate în cadrul SUUB, au 

fost selectați doar pacienții care au prezentat rezultate validate pentru toate mutațiile 

recurente investigate. Astfel, au fost incluși un total de 336 pacienți. Din toate cele șase 

mutații evaluate, doar cinci mutații (CBFBF::MYH11, RUNX1::RUNX1T1, PML::RARA, 

BCR::ABL1, și NPM1) sunt considerate mutații determinante (driver) [15,48,49]. 

Un total de 145/336 (43.15%) din pacienți au fost pozitivi pentru cel puțin 1 mutație 

din cele 6 evaluate. Comparativ cu datele publicate anterior [15,48,49], frecvența mutațiilor 

recurente determinante în populația noastră este în general mai mică, însă proporțiile sunt 

menținute: cea mai frecventă mutație – NPM1, iar PML::RARA cea mai frecventă genă de 

fuziune Figura 5.1.  

În Figura 5.2, este prezentată distribuția pe județe a celor 336 de cazuri care au 

beneficiat de evaluare moleculară completă în centrul nostru. Cele mai frecvente cazuri au 

fost din București – 121 cazuri, județul Dolj – 30 cazuri, județul Argeș – 29 de cazuri, și 

județul Teleorman – 16 cazuri. 
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Figura 5.1 Diagramă circulară prezentând frecvențele mutațiilor determinante (driver) pentru 

LAM diagnosticate în cadrul SUUB. În perioada februarie 2015 – februarie 2023 un total de 336 

pacienți au prezentat rezultate validate a evaluării prezenței mutațiilor recurente în LAM.  

LAM – leucemie acută mieloidă, SUUB – Spitalul Universitar de Urgență București 
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5.4 Concluzii 

Implementarea testării celor șase mutații recurente în LAM a permis diagnosticarea 

biomoleculară a aproape jumătate din cazurile evaluate 43.15% (145/336 cazuri).  

Implementarea testării mutațiilor FLT3-ITD și NPM1 prin reacție PCR multiplex 

cuplată cu electroforeză capilară a permis evaluarea simultană a două dintre cele mai 

frecvente mutații recurente în LAM, și ne-a permis determinarea raportului alelic FLT3-

ITD/FLT3-WT. 

Implementarea diagnosticului molecular a permis încadrarea mai corectă a cazurilor 

de LAM în categoriile de risc genetic conform ELN 2017 [15] și ELN 2022 [25]. 

 

 

Figura 5.2 Distribuția pe județe a cazurilor de LAM care au beneficiat de evaluare moleculară 

completă în cadrul SUUB. În perioada februarie 2015 – februarie 2023 un total de 336 pacienți au 

prezentat rezultate validate a evaluării prezenței mutațiilor recurente în LAM. Cifrele din dreptul județelor 

reprezintă numărul total de cazuri de LAM diagnosticate în perioada respectivă de șase ani. 

LAM – leucemie acută mieloidă, SUUB – Spitalul Universitar de Urgență București 
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Capitolul 6 – Raportul alelic FLT3-ITD determinat pe ADN, dar nu 

nivelurile de ARNm FLT3-ITD, influențează caracteristicile biologice ale 

pacienților cu LAM 

 

6.1 Introducere 

Acest articol a fost publicat în Revista Română de Medicină de Laborator[50] 

Mutațiile FLT3-ITD conferă un prognostic nefavorabil [51,52], iar ghidul European 

LeukemiaNet (ELN) din 2017 [15] recomandă ca fiecare pacient să fie testat pentru prezența 

mutației FLT3-ITD cu determinarea raportul alelic (RA) FLT3-ITD / FLT3-WT (FLT3-WT=  

FLT3 wild type – alela normală a genei FLT3)  pentru a stabili categoria de risc genetic.  

În acest studiu, am evaluat dacă metoda curentă de evaluare a mutațiilor FLT3-ITD 

poate fi adaptat pentru analiza calitativă și semi-cantitativă a ARNm FLT3-ITD a probelor 

primare de LAM pentru adulți. De asemenea, am caracterizat și comparat diferiți parametri 

ai mutațiilor FLT3-ITD (lungime, raport ITD/WT) atât pentru ADN, cât și pentru ARNm, 

cu caracteristici demografice și biologice diferite ale populației noastre de pacienți. 

6.2 Pacienți, materiale și metode 

6.2.1 Pacienți 

 Dintr-un total de 42 de pacienți cu LAM diagnosticați cu FLT3-ITD între martie 

2016 și iunie 2019, 32 de cazuri au avut probe de ARN total de bună calitate disponibile 

pentru analiză.  

6.2.2 Evaluare FLT3-ITD și metode statistice  

Metodele folosite în acest studiu, inclusiv determinările semi-cantitative ale mutației 

FLT3-ITD (AR, RR), și testele statistice folosite sunt descrise în Capitolul 4 – Metodologia 

generală a cercetării. 

 

6.3 Rezultate 

A existat o corelație foarte bună între lungimea mutației FLT3-ITD determinată din 

ADNg și ARNm pentru primele populații mutante (coeficient Kendall τb= 0,937, P <0,001) 

și pentru populațiile mutante secundare (coeficient Kendall τb= 1,0, P <0,001). A existat o 

corelație puternică între FLT3-ITD/WT AR și RR (coeficient Kendall τb= 0,488, P <0,001). 

6.3.1 Caracteristice biologice ale pacienților în funcție de parametri mutațiilor FLT3-ITD 

 Pentru a analiza relația dintre lungimea inserție ITD din probele de ADN și ARNm 

și parametrii clinici / biologici, au fost luați în considerare numai pacienții cu o singură 
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populație FLT3-ITD detectabilă. Pentru analiza RA FLT3-ITD/WT din AND, pacienții au 

fost separați în două grupuri în funcție de valoarea RA pentru stratificarea riscului genetic 

ELN 2017 (=0,5) [15], astfel: un grup RA<0,5 și un RA ≥0,5 grup. Pentru a analiza RR 

FLT3-ITD/WT din ARNm, pacienții au fost separați în 2 grupuri în funcție de valoarea 

mediană a RR (=0,72) (Tabelul 6.1): un grup RR<0,7 și un grup RR≥0,7. 

Conform valorii RA, pacienții cu RA≥0,5 au prezentat un număr mai mare de 

leucocite (testul Mann-Whitney U, P=0,01), niveluri mai mari de LDH (testul Mann-

Whitney U, P=0,037) și procente mai mari de blaști în sângele periferic (test t, P = 0,023) 

decât grupul AR<0,5 (Figura 6.1.A). Am comparat în continuare numărul de leucocite, 

nivelurile de LDH și procentele de blaști din sângele periferic între grupul de control FLT3-

ITD negativ și cele două grupuri RA. Am observat că nu au existat diferențe semnificative 

între grupul RA<0,5 și grupul FLT3-ITD negativ (Figura 6.1.A). Nu au existat diferențe 

semnificative statistic între cele două grupuri RR.  

De asemenea, am efectuat o analiză de corelație bivariată între nivelurile RA și 

numărul de leucocite, valorile de LDH-ului și procentele de blaști din sângele periferic 

(Figura 6.1.B). Am observat corelații moderate, dar semnificative între nivelurile RA și cei 

trei parametri: (i) RA și număr de leucocite (Kendall τb= 0,384, P= 0,003); (ii) RA și valorile 

LDH-ului (Kendall τb= 0,348, P= 0,011); și (iii) procentele de blaști din sângele periferic 

(Kendall τb= 0,300 , P= 0,036). 

 

6.4 Concluzii 

Studiul nostru prezintă date noi privind utilitatea analizei FLT3-ITD pe bază de 

ARNm în contextul diagnosticării pacienților – testarea pe bază de ARNm fiind o alternativă 

datorită șansei mai mari de identificare a mutațiilor. Acest aspect este susținut de capacitatea 

de identificare a mai multor inserții ITD, cât și datorită faptului că RR este în general mai 

mare decât RA, fiind foarte util pentru confirmarea mutațiilor care prezintă o ASV <5% pe 

testarea din ADN a prezenței FLT3-ITD. 

 Privind corelația dintre încărcătura mutațională FLT3-ITD și expresia de ARNm 

FLT3-ITD cu caracteristicile biologice ale pacienților – din rezultatele noastre se poate schița 

un posibil efect independent de doză al mutațiilor FLT3-ITD. Am observat diferențe 

semnificativ statistice doar între parametrii biologici și RA FLT3-ITD/-WT, care sugerează 

faptul că parametrii studiați sunt influențați doar de proporția celulelor FLT3-ITD pozitive 

și nu de nivelul de exprimare a ARNm FLT3-ITD. 
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Tabelul 6.1 Caracteristicile clinice și biologice ale pacienților pozitivi cu FLT3-ITD în funcție de 

raportul alelic FLT3-ITD/-WT (RA) și raportul ARNm FLT3-ITD/-WT (RR) 

Caracteristică 
FLT3-ITD/-WT 

RA <0.5 (n= 14) 

FLT3-ITD/-WT 

RA ≥0.5 (n= 18) 
P 

FLT3-ITD/-WT 

RR <0.7 (n= 15) 

FLT3-ITD/-WT 

RR ≥0.7 (n= 16) 
P 

Vârstă, ani 
Mediana 68 

Interval 27 – 80 
Mediana 62 

Interval 24 – 78 
P= NS 

Mediana 63 
Interval 24 – 80 

Mediana 65 
Interval 29 – 78 

NS 

Sex B/F, n 4 / 10 9 / 9 P= NS 6 / 9 7 / 9 NS 

Rural/Urban, n 4 / 10 10 / 8 P= NS 9 / 6 5 / 11 NS 

Leucocite, 

x109/L 
Mediana 29070 

Interval 2610 – 150000 
Mediana 98750 

Interval 1860 – 287000 
P= 0.01† 

Mediana 73 250 
Interval 2 610 – 150 000 

Mediana 50 855 
Interval 1 860 – 287 000 

NS 

Hgb, g/dL 
Mediana 7.5 

Interval 6 – 10.7 
Mediana 8.5 

Interval 5.6 – 13.5 
P= NS 

Mediana 7.8 
Interval 5.6 – 13.5 

Mediana 8.25 
Interval 5.6 – 11.6 

NS 

Trombocite, 

x109/L 
Mediana 60 000 

Interval 6 000 – 148 000 
Mediana 32 500 

Interval 13 000 – 103 000 
P= NS Mediana 23 000 

Interval 8 000 – 148 000 
Mediana 51 000 

Interval 6 000 – 120 000 
NS 

LDH, UI/dL 
Mediana 526 

Interval 288 – 1617 

Mediana 700 
Interval 367 – 1613 

P= 0.037† 
Mediana 535 

Interval 333 – 1 617 
Mediana 628 

Interval 288 – 1 613 
NS 

Blaști sângele 

periferic, % 
Mediana 27 
Interval 0 – 92 

Mediana 73.5 
Interval 38 – 97 

P= 0.023† 
Mediana 45 
Interval 0 – 92 

Mediana 76 
Interval 20 – 97 

NS 

Blaști medulari, % 
Mediana 60 

Interval 32 – 95 
Mediana 75 

Interval 48 – 96 
P= NS 

Mediana 69 
Interval 35 – 95 

Mediana 67 
Interval 32 – 96 

NS 

NPM1-MUT / 

total grup, n 
9 / 14 8 / 10 P= NS 9 / 15 8 / 16 NS 

†test t, ‡Mann-Whitney U-test, Interval= valori minime - maxime 
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Capitolul 7 – Expresia CD7, CD33 și CD123 nu se corelează cu nivelurile 

de ADN și ARNm FLT3-ITD în LAM 

 

7.1 Introducere 

Datele prezentate în acest capitol au fost publicat în revista Journal of Cellular and 

Molecular Medicine[53]. 

La diagnostic, pacienții cu LAM FLT3-ITD prezintă un număr mare de leucocite, un 

procent mare de blaști în sângele periferic și în măduva osoasă. De asemenea, celulele 

leucemice FLT3-ITD au o expresie ridicată a CD33 și CD123 [34,54,55], care s-a dovedit a 

fi direct proporțională cu RA FLT3-ITD/FLT3-WT (AR) [34]. 

În acest studiu, am investigat expresia cantitativă a markerilor de suprafață celulară 

în LAM FLT3-ITD în cadrul populației noastre locale de pacienți diagnosticați și am evaluat 

impactul raporturilor ADN și ARNm dintre FLT3-ITD/FLT3-WT asupra nivelurilor de 

expresie a antigenelor de suprafață. 

 

7.2 Pacienți, materiale și metode 

7.2.1 Pacienții 

Patruzeci și doi de pacienți cu LAM au fost diagnosticați cu FLT3-ITD în urma 

testării probelor de ADN. Dintre aceștia, 32 de pacienți au prezentat, probe de ARNm de 

bună calitate. Proba UPN-8334, a prezentat mutație FLT3-ITD identificată numai din proba 

de ADN, în timp ce pe proba de ARNm a fost detectat doar ampliconul FLT3-WT. În final, 

31 de probe de ARNm au prezentat mutații FLT3-ITD și au fost analizate. 

Un grup de control format din 104 pacienți FLT3-ITD negativi, a fost format selectați 

după sex, vârstă, subtip FAB, diagnostic citogenetic și statusul mutației NPM1 comparativ 

cu pacienții FLT3-ITD pozitivi.  

Toți pacienții și-au exprimat consimțământul informat în scris, iar studiul a fost 

realizat în conformitate cu Declarația de la Helsinki și ghidurile de bună practică clinică. 

 

7.2.2 Imunofenotipare 

 Toate probele primare au fost analizate conform protocoalelor EuroFlow: (i) 

pregătirea probei, setarea instrumentului și calibrarea [56] ⁠; iar panelul de anticorpi, 

procedura de colorare și achiziția de date conform [57]⁠. Probele au fost analizate pe un 

citometru FACSCanto II (BD Biosciences). Au fost înregistrate un total de 20000 de 
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evenimente per tub. Măsurătorile și analiza datelor dobândite au fost efectuate folosind 

software-ul FlowJo X (Tree Star, Ashland, OR, SUA). Strategia de gating s-a bazat pe poarta 

CD45/SSC (SSC – dispersia laterală, side scatter). Populațiile blastice leucemice au fost 

definite ca fiind CD45-mid și SSC-low. Verificarea strategiei de gating, populațiile selectate 

au fost retroverificate în funcție de expresia CD117, CD34 și HLA-DR. 

Următoarele antigene au fost analizate: CD4, CD7, CD9, CD13, CD14, CD33, 

CD34, CD56, CD64, CD71, CD117 și CD123. 

Expresia antigenică cantitativă de suprafață a fost determinată prin calcularea 

mediilor geometrice a intensităților fluorescenței (MFI) pentru populațiile de blaști 

leucemici a antigenele selectate și normalizarea acestora la expresia determinată pe 

populațiile de limfocite de control (CD45-bright & SSC-low), negative pentru markerii 

respectivi, așa cum a fost descris anterior [34]. 

7.2.3 Testarea FLT3-ITD și metode statististice 

Restul de metode folosite în acest studiu, inclusiv determinările semi-cantitative ale 

mutației FLT3-ITD (RA – Raport Alelic, RR – Raport ARNm), și evaluarea statistică sunt 

descrise în Capitolul 4 – Metodologia generală a cercetării. 

 

7.3 Rezultate 

7.3.1 Profilul expresiei antigenice de suprafață specific mutațiilor FLT3-ITD 

 Cazurile FLT3-ITD pozitive au prezentat expresii semnificativ mai mari a 

antigenelor CD7, CD33 și CD123 în comparație cu grupul control FLT3-ITD negativ (testul 

U Mann-Whitney) – Figura 7.1. 

7.3.2 Parametrii mutației FLT3-ITD & gruparea pacienților conform acestora 

 Pentru a analiza impactul RA asupra valorilor MFI, pacienții au fost separați în două 

grupuri conform stratificării riscului genetic ELN 2017 [15] într-un grup RA <0,5 (n= 16) și 

un grup RA ≥0,5 (n= 26). Pentru analiza impactului RR asupra expresiei antigenice pacienții 

au fost împărțiți în 2 grupuri în funcție de mediana RR (= 0,72): un grup RR <0,7 (n= 16) și 

un grup RR ≥0,7 (n= 15). Pentru analiza abundenței relative a ARNm FLT3-ITD la ADN 

(RR/RA), pacienții au fost separați în 2 grupuri în funcție de mediana RR/RA (= 1,27): un 

grup RR <1,3 (n= 16) și un grup RR ≥1,3 grup (n=15). 
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7.3.3 Parametri cantitativi ai mutațiilor FLT3-ITD în relație cu expresia antigenică de 

suprafață a CD7, CD33 și CD123 

 Pentru a evalua asocierea parametrilor cantitativi FLT3-ITD și expresia CD7, CD33 

și CD123, pacienții pozitivi FLT3-ITD au fost grupați pentru fiecare parametru în două 

cohorte folosind următoarele valori de prag. 

Singura diferență observată a fost între grupurile cu raportul RR/RA, grupul RR/RA 

înalt (≥1,3) prezentând valori mai mari ale CD33 decât grupul RR/RA scăzut (Figura 7.2 

C). Nu au existat alte diferențe statistice între nivelurile CD7, CD33 și CD123 ale celorlalte 

grupuri FLT3-ITD comparativ cu grupul control (testul Mann-Whitney U), Figura 7.2. 

De asemenea, am testat corelația bivariată între expresia CD7, CD33, CD123 și cei 

trei parametri cantitativi FLT3-ITD. A existat o corelație moderată între valorile MFI CD33 

și valorile raportului RR/RA (rho Spearman = 0,423. P = 0,01) (Figura 7.2 D, E).  

 

7.5 Concluzii 

 În populația noastră de pacienți, mutațiile FLT3-ITD au fost asociate cu un profil 

specific de expresie antigenică constând din valori MFI ridicate pentru CD7, CD33, CD123. 

Cu toate acestea, nivelurile de expresie ale antigenelor specifice nu sunt influențate în mod 

evident de parametrii cantitativi ai mutațiilor FLT3-ITD, determinați atât pe probe de ADN 

cât și pe probele de ARNm. Astfel, expresia relativ crescută a antigenelor CD7, CD33, și 

CD123 este mai probabil secundară doar prezenței mutației FLT3-ITD. 

Spre deosebire de datele publicate anterior, în care a fost descrisă o relație directă 

semnificativ statistică între raportul alelic FLT3-ITD/FLT3-WT și expresia antigenică de 

CD33 și CD123, în lotul nostru de pacienți nu a fost observată această asociere. Aceste fapt 

poate fi secundar diferențelor dintre cele două loturi de pacienți. 

Studii suplimentare sunt necesare pentru elucidarea impactului mutație FLT3-ITD 

asupra expresiei antigenice. 
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Capitolul 8 – Concluzii și contribuții personale 

 

8.1 Discuție  

 Din datele prezentate în Capitolul 7, obținute din lotul de pacienți din România, se 

observă un impact mai mic decât cel așteptat al parametrilor FLT3-ITD semi-cantitativi 

(raportul alelic și nivelul de expresie de ARNm FLT3-ITD) în special în asupra evaluării 

expresiei antigenelor de suprafață a blaștilor leucemici – unde nu s-au observat o corelație 

semnificativă statistic între nivelul de expresie a antigenelor specifice (CD7, CD33, și 

CD123) și parametri semicantitativi ai mutației FLT3-ITD.  

Din articolele publicate anterior se confirmă expresia crescută a CD33 și CD123 

[34,54,55], însă nu se confirmă corelare directă dintre valoare raportului alelic FLT3-

ITD/FLT3-WT și nivelul de expresie a antigenelor CD33 și CD123 [34]. Această diferență 

poate fi explicate inițial pe baza diferenței între diferitele populații de studiu (lot pacienți 

România comparativ cu lot de pacienți din Germania).  

Însă, când comparăm datele epidemiologice obținute pe lotul local de pacienți cu 

datele epidemiologice obținute pe un lot de pacienți din Germania și Austria (AMLSG BiO) 

[14], se poate observa că cele 2 populații de pacienți sunt relativ asemănătoare – având 

aceeași vârstă mediană 65 de ani, iar procentele mutațiilor NPM1 și FLT3-ITD sunt 

asemănătoare.  

O altă observație privind impactul parametrilor semi-cantitativ ai mutație FLT3-ITD 

este că din datele prezentate în Capitolul 6, se observă o corelare semnificativă statistic între 

parametrii biologici (număr total de leucocite, valorile LDH, și procentul de blaști periferici) 

doar cu RA FLT3-ITD/FLT3-WT și nu cu nivelul de exprimare a ARNm FLT3-ITD. De aici 

se poate sugerea faptul că parametrii studiați sunt influențați doar de proporția celulelor 

FLT3-ITD pozitive și nu de nivelul de exprimare a ARNm FLT3-ITD. 

În privința evaluării prognostice există nu există un consens, în special în privința 

impactului RA FLT3-ITD/FLT3-WT. Modelul de evaluare prognostică genetică propus în 

ghidul ELN 2017 [15] este bazat pe o serie de articole retrospective [26–29] și prevede că 

pacienții cu RA FLT3-ITD/FLT3-WT <0.5 au o evoluție mai bună decât pacienții cu RA 

≥0.5. Modelul de prognostic genetic ELN 2017 a fost ulterior confirmat într-un articol din 

2020 publicat de K. Döhner et al [31].  

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

că pe o populație pediatrică de LAM FLT3-ITD pozitivă [58]⁠ iar niveluri mai mari de ale RA 
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FLT3-ITD/FLT3-WT (≥0.5) au prezentat răspuns un mai bun ex-vivo la inhibitorul 

gilteritinib decât probele cu RA <0.5 sau probele de control FLT3-WT. Aceste date au fost 

ulterior confirmate de Kivioja et al [59]. 

Însă, o serie de articole care au evaluat modelul de evaluare prognostică genetică 

ELN 2017 au concluzionat că RA nu permite o stratificare prognostică clară [60–63]. În plus, 

un alt studiu care a investigat importanța raportului FLT3-ITD/FLT3-WT determinat pe 

ARN ARNm ca biomarker alternativ pentru determinarea prognosticului pacienților cu 

LAM [64]. a arătat că nivelurile de ARNm FLT3-ITD au un impact prognostic ridicat asupra 

supraviețuirii globale și a supraviețuirii fără recidivă numai la pacienții cu LAM cu mutații 

NPM1 coexistente și nu a prezentat nici o valoare prognostică în cazurile de LAM NPM1-

WT.  

O dată cu publicare noului ghid ELN 2022 [25], s-a renunțat la evaluarea prognostică 

a cazurilor FLT3-ITD pe baza RA menționând lipsa standardizării metodei de evaluare a 

RA, dar și citând articolul menționat anterior, publicat de K. Döhner et al [31], în care 

suplimentar s-a arătat că adăugarea TKI-ului midostaurin îmbunătățește semnificativ 

prognosticul, în special în cazul pacienților cu RA FLT3-ITD/FLT3-WT ≥0.5. 

Coroborând rezultatele prezentate în Capitolele 6 și 7, cu datele citate putem 

concluziona că impactul determinării RA FLT3-ITD sau a nivelurilor de ARNm FLT3-ITD 

prezintă rezultate relativ contradictorii. Sunt necesare studii suplimentare atât pentru 

standardizarea metodologiei determinării RA FLT3-ITD/FLT3-WT cât și pentru evaluarea 

în continuare a impactului clinic a raportului FLT3-ITD/FLT3-WT atât pe probe de ANDg 

cât și pe probe de ARNm. Iar renunțarea la determinarea RA, în cazul centrelor care îl 

determinau anterior considerăm că nu este oportună deoarece această determinare semi-

cantitativă poate oferi în continuare informații pentru clinician în special dacă evaluare se 

face seriat astfel putând evalua dinamica răspunsului pacientului la tratamentul specific. 

 

8.2 Concluzii generale 

Mai jos este prezentată o listă a contribuțiilor personale aduse domeniului: 

• Am demonstrat fezabilitatea și sustenabilitatea diagnosticului prin biologie 

moleculară a leucemiilor acute mieloide în cadrul Spitalului Universitar de 

Urgență București. 

• Am descrierea asocierea pozitivă dintre parametrii biologici ai pacienților 

(număr total leucocite, procentul de blaști leucemici din sângele periferic, și  
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valoare LDH) și valoarea raportului alelic FLT3-ITD/FLT3-WT, dar nu și 

asocierea cu nivelul de expresie FLT3-ITD (raportat prin raportul de ARNm 

FLT3-ITD/FLT3-WT). 

• Am descris și confirmat expresia antigenică de suprafață asociată cu mutația 

FLT3-ITD: expresie semnificativ crescută a antigenelor CD7, CD33, și 

CD123., însă fără asocierea directă între valorile de expresie a antigenelor 

respective și valoarea raportului alelic FLT3-ITD/FLT3-WT sau a nivelului 

de expresie de ARNm FLT3-ITD/FLT3-WT. 

• Impactul determinării RA FLT3-ITD sau a nivelurilor de ARNm FLT3-ITD 

prezintă rezultate relativ contradictorii, sugerând oportunitatea unor studii 

suplimentare 

 

 

8.3 Contribuții personale  

 Pornind de la ipotezele de lucru și obiectivele aferente,  contribuțiile personale 

constau în: 

 

1. Îmbunătățirea diagnosticului LAM: a fost realizată prin implementarea testării 

genelor de fuziune prin RT-PCR și a testării combinate NPM1 & FLT3-ITD. Detaliile 

și rezultatele procesului de implementare a testării moleculare în LAM sunt prezentate 

în Capitolul 5 – Implementarea testării moleculare a LAM.  

 

2. Formarea de loturi de studiu: au fost definite loturile de studiu folosind 

informațiile generate în urma testării moleculare, datele clinice și paraclinice. Loturile 

au fost constituite pentru a investiga parametrii de interes, specifici fiecărui 

capitol/subcapitol. Am ținut seama și de cazuistica disponibilă la momentul în care a 

fost realizat design-ul experimental al studiilor.  

• Astfel, pentru Capitol 5, pe baza implementării celor testării 6 mutații recurente 

în LAM – 4 gene de fuziune și mutațiile NPM1 & FLT3-ITD – am putut analiza 

și descrie un total de 336 de pacienți. Din această populației 43.15% din cazuri 

(145/336 cazuri) au fost pozitive pentru cel puțin una din cele 6 mutații evaluate.  
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• Pentru Capitol 6: a fost format un lot de 117 pacienți diagnosticați cu LAM și la 

care dispuneam de date paraclinice complete, dintre care 32 de pacienți au fost 

diagnosticați cu mutația FLT3-ITD și un lot control de 85 de pacienți.  

• Pentru Capitol 7: a fost format un lot de 146 pacienți diagnosticați cu LAM șla 

care dispuneam de toate datele brute de imunofenotipare, dintre care 42 de pacienți 

au fost diagnosticați cu mutația FLT3-ITD și un lot control de 104 de pacienți. 

 

3. Caracterizarea Mutațiilor FLT3-ITD: a fost descrisă în Capitolele 6 și 7.  

i. În Capitolul 6 – Raportul alelic FLT3-ITD determinat pe ADN, dar nu 

nivelurile de ARNm FLT3-ITD, influențează caracteristicile biologice ale 

pacienților cu LAM, principala observație este că au fost observate corelații 

semnificative statistice între parametrii biologici (număr total leucocite, valorile 

LDH, și procentul de blaști leucemici din sângele periferic) și doar cu RA FLT3-

ITD/-WT (RA – raportul alelic), care sugerează faptul că parametrii studiați sunt 

influențați doar de proporția celulelor FLT3-ITD pozitive și nu de nivelul de 

exprimare a ARNm FLT3-ITD. 

ii. În Capitolul 7 – Expresia CD7, CD33 și CD123 nu se corelează cu nivelurile 

de ADN și ARNm FLT3-ITD în LAM, principala observație este că deși 

mutațiile FLT3-ITD au fost asociate cu un profil specific de expresie antigenică 

reprezentat de expresii crescute ale antigenelor CD7, CD33, CD123 – nivelurile 

de expresie ale antigenelor respective nu sunt influențate în mod evident de 

parametrii semi-cantitativi ai mutațiilor FLT3-ITD, determinați atât pe probe de 

ADN cât și pe probele de ARNm. 

 

4. Îmbunătățirea Managementului Cazurilor FLT3-ITD:  

În privința managementului clinic, prin implementarea testării combinate NPM1 

& FLT3-ITD prin metoda de electroforeză capilară (Capitolul 5 – 

Implementarea testării moleculare a LAM) pacienții au putut fi evaluați corect 

conform ghidurilor clinice ELN 2017 [15] și ulterior ELN 2022 [25] iar în urma 

rezultatelor eliberate s-a putut stabili indicația de administrare de TKI cu 

activitate specifică anti-FLT3-ITD, și/sau s-a putut stabili indicația de 

allotransplant de celule stem hematopoietice în funcție de statusul NPM1 și FLT3-

ITD.  
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