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STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Dezvoltarea MM este un proces ierarhic, ce include etape de diferentiere, proliferare,
supravietuire si de diseminare a celulelor maligne, ce rezultd ca urmare a interactiunii dintre
plasmocitele maligne si micromediul medular. Celula de origine este reprezentatd de
plasmocitele transformate malign, ce iau nastere prin mutatiile survenite n timpul pasajului
limfocitelor B activate prin centrul germinativ. Originea post germinald a plasmocitelor
maligne este demonstratd prin prezenta mutatiilor hiper-somatice de la nivelul regiunii
variabile a genelor imunoglobulinelor si prin switch-ul de clasa demonstrat in MM tip 1gG,
IgA, IgD dar nu si in rarele cazuri de MM IgM [1]. Cauzele de aparitie a gammapatiilor
monoclonale nu sunt pe deplin elucidate, insd modelul oncogenic general acceptat constd in
aparitia uneia din doud posibile categorii de mutatii fondatoare, ce sunt mutual exclusive [2].
Prima categorie este reprezentatd de translocatii la nivelul genelor lanturilor grele ale
imunoglobulinelor IgH, de pe cromozomul 14, de obicei intre 14q32 si cromozomii 4, 6, 11,
16 51 20 [3-6]. A doua categorie este reprezentatd de prezenta hiperdiploidiilor care implica cel
mai frecvent cromozomii 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 si 21 si se asociazd cu un prognostic favorabil
[3-6]. in contrast, translocatiile lanturilor grele ale imunoglobulinelor cu diversi cromozomi
parteneri sunt considerate In general mutatii cu risc nalt ducand la potentarea expresiei unor
oncogene ca Cyclin D1 (11913 sau 6p21), MMSET (4p16) sau C-MAF (16qg32) [5-7].

Plasmocitele maligne prezintd un burden mutational intermediar intre malignitéti
considerate “simple” ca leucemiile acute sau leucemia mieloida cronica si cele complexe asa
cum sunt malignitdtile solide [8-11]. O caracteristica importanta a pacientilor cu MM, cu un
impact puternic asupra raspunsului la tratament si a evolutiei clinice, este heterogenitatea intra-
clonala care apare inca din stadiile incipiente ale bolii [9-11]. Evaluarea pacientilor care sufera
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de MGUS a demonstrat existenta a 2 populatii celulare: o populatie “stabild” cu un burden

mutational semnificativ mai scazut, si o populatie “activa” sau “progresiva” [8-14]. In cazul
. . e et . ) o
pacientilor cu predominanta populatiei “stabile”, boala se asociaza cu un risc mai scazut de
progresie ciatre MM activ, mutatii secundare, “driver” determinand o evolutie mai rapida si
agresiva [8-13]. De asemenea, progresia MM pare sa respecte un model darwinian de evolutie,
celulele devenind heterogene ca urmare a presiunii de selectie aplicate de micromediu,
resursele nutritionale limitate si tratament [12]. Astfel, evolutia genomicd nu este aleatorie,

achizitia de mutatii aditionale fiind dictata de tipul mutatiilor fondatoare [13,14]. Pacientii cu

hiperdiploidie tind sa dezvolte supraexpresia cdii de semnalizare NRAS [12-14]. Translocatia



(11;14) se asociaza cu mutatii In KRAS, IRF4 si CCNDI iar t(4;14) se asociaza cu mutatii in
FGFR3, DIS3 si PRKD2 [12-14].

In ceea ce priveste pacientii care prezinti boala recizuti, secventierea genomici a pus
in evidentd 3 modele distincte de evolutie la recadere: stabild, liniara si ramificatd [12].
Modelul stabil implica persistenta aceluiasi spectru mutational pe durata tratamentului, evolutia
liniara apare prin aparitia de noi alterari genetice ale clonei preexistente, in timp ce evolutia
ramificatd este caracterizatd prin aparitia de noi clone dominante, complet diferite de cele
prezente la diagnostic [9]. Modelul de evolutie clonala este dictat de profunzimea raspunsului
la linia anterioara de tratament. Pacientii care obtin mai mult decat VGPR prezinta o evolutie
ramificatd la recadere, in timp ce raspunsurile suboptimale sunt asociate cu un model stabil sau
o evolutie liniara, sugerand astfel rolul jucat de tratament ca factor de selectie.

Micromediul medular este un alt factor important in aparitia si evolutia MM. Acesta
este o structura permisiva care sustine initierea procesului neoplazic, promoveaza rezistenta la
tratament si progresia bolii [15]. Micromediul medular este o structura complexa alcatuita din
elemente celulare (celule osoase - osteoblaste, osteoclaste, osteocite, celule stromale, celule
endoteliale, celule adipoase), matrixul extracelular (colagen, fibronectind, laminina,
trombospondina, proteoglicani) si factori solubili ( factori de crestere, chemokine, citokine)
[16]. Interactiunea dintre plasmocitele maligne si micromediul medular mediatd prin legaturi
celulare directe, secretie de citokine sau productie de exozomi este bidirectionald si determina
o modulare mutuald a fenotipului, expresiei genice si secretiei de proteine [16-11]. Rezultatul
final este crearea unui cerc vicios, care are ca rezultat final expansiunea bolii.

Din punct de vedere clinic, mielomul multiplu evolueaza dintr-o stare premaligna
denumitda gammapatie monoclonala de semnificatie necunoscutd (MGUS) [23,24]. MGUS este
definita printr-un existenta unui infiltrat medular plasmocitar de <10%, prezenta de proteina
monoclonald serica <3 g/dl, <500 mg/24 ore proteind monoclonala urinara si absenta de
semnelor de activitate (anemie, leziuni osteolitice, insuficientd renald, hipercalcemie sau
prezenta depozitelor de amiloid ) [23-25].

MM smoldering (MMS), numit si MM asimptomatic, reprezintd o etapa de evolutie
intermediara intre MGUS si MM activ [104]. Aceasta etapa este caracterizata printr-un
infiltrat medular plasmocitar intre 10% si 60%, prin prezenta de proteind monoclonala serica
> 3 g/dl, prezenta a > 500 mg/24 ore proteind monoclonala urinara si absenta semnelor de
activitate (anemie, leziuni osteolitice, insuficientd renald, hipercalcemie, prezenta depozitelor
de amiloid, un raport al lanturilor usoare > 100 sau a mai mult de o leziune osoasa focala la

investigatia IRM) [24].



In ceea ce priveste MM activ, pand in 2014, diagnosticul acestei entititi necesita
indeplinirea cel putin unui criteriu CRAB - hipercalcemie, anemie, insuficientd renald sau
leziuni osoase osteolitice [26]. Dupa aceasta data, Grupul International de Lucru in Mielom
(IMWG) a revizuit definitia MM activ si a introdus criteriile SImCRAB. Aceste criterii de
activitate includ vechea clasificare CRAB, hipercalcemie (Ca seric >11 mg/dl), anemie (Hb
<10g/dl), insuficienta renald (creatinina serica >2 mg/dl sau clearance creatinina < 40 ml/min)
si leziuni osoase osteolitice, la care se adauga doud noi criterii, si anume, un infiltrat medular
plasmocitar de peste 60% si prezenta a cel putin unei leziuni focale pe imagistica RMN osoasa
[24,26].

Din punct de vedere al tratamentului, in ultimii 20 ani, optiunile terapeutice pentru MM
s-au imbogdtit remarcabil, supravietuirea la cinci ani crescand de la sub 30% in anii 2000, pana
la peste 70% la momentul actual [27]. Initial, singurele optiuni terapeutice disponibile pentru
pacientii cu MM erau agentii alchilanti si steroizii, la care se adauga autotransplantul medular.
Primele progrese semnificative in supravietuirea acestor pacienti au fost realizate odata cu
introducerea inhibitorilor de proteazom si a agentilor imunomodulatori, care au marcat si
inceputul dezvoltarii de noi combinatii terapeutice, a conceptelor de tripla terapie si
tratamentelor de mentinere. Urmatorul mare salt a fost inregistrat odatd cu sintetizarea
anticorpilor monoclonali anti CD38. Initial, acestia au fost utilizati In tratamentul pacientilor
cu MM recazut, dar au fost rapid integrati si in schemele terapeutice dedicate pacientilor nou
diagnosticati. Acest moment a insemnat de asemenea si implementarea conceptului de
cvadrupla terapie in managementul pacientilor cu MM. In ultimii cinci ani, terapiile care
utilizeaza efectele terapeutice ale limfocitelor T autologe au fost introduse In arsenalul
teapeutic dedicat MM. Dintre acesti agenti fac parte anticorpii bispecifici si terapia CAR-T
cell, care au demonstrat rezultate remarcabile in cazul pacientilor pluritratati.

Cu toate acestea, MM ramane o boala incurabila. Desi cauzele exacte care contribuie la
persistenta si recaderea bolii post tratament nu sunt pe deplin elucidate, cercetarile descriu o
serie de posibili factori contribuabili care tin de caracteristicile celulelor tumorale. Dintre
acestia fac parte caracteristicile citogenetice, evolutia clonala si heterogenitatea tumorala, rolul
protectiv oferit de micromediul tumoral sau spectrul de imunodeficiente asociate bolii. In plus,
eficienta terapeutica este influentata si de o serie de factori independenti, ca de exemplu stadiul
bolii, tipul expunerii anterioare la tratament, varsta si comorbidititile pacientului sau
complianta terapeutica.

Aceastd teza 1si propune sd contribuie la aprofundarea intelegerii mecanismelor care

contribuie la persistenta MM si sd aduca noi optiuni pentru optimizarea strategiilor terapeutice.



CONTRIBUTII PERSONALE

1. Ipoteza de lucru si obiective generale

In prima parte a lucririi de fati am prezentat datele de literaturd cu privire la
mecanismele implicate in aparitia si evolutia MM, criteriile de clasificare a gammapatiilor
monoclonale, cat si principalele clase terapeutice si mecanismele generale de rezistenta la
tratament.

Partea a doua a acestei lucrari exploreaza, printr-o evaluare multistratificata si
multidisciplinard, factori anterior neexplorati, care influenteaza evolutia si raspunsul la
tratament In MM. Metodologia integreaza cercetarea fundamentald, cercetarea clinicd si
chestionare pentru pacienti, abordand aspecte de sadndtate publicd, biologie moleculard si
hematologie clinicd, cu scopul de a dezvolta noi strategii pentru optimizarea terapiei
personalizate Tn MM. Pentru caracterizarea de noi factori cu impact asupra raspunsului la
tratament, am urmarit patru obiective generale, alocand fiecaruia cate un studiu de cercetare
independent.

Obiectivul 1 consta in evaluarea rolului jucat de markerul de suprafata CD38 in biologia
MM. Desi CD38 este exprimat uniform si in densitate mare pe suprafata celulelor tumorale,
impactul sau asupra evolutiei bolii rdimane incomplet inteles. Metodologia adoptatd in acest
studiu a inclus tehnici de cercetare fundamentala, precum culturi celulare, metabolomica si
studii pe animale, utilizand modele preclinice in-vitro si in-vivo pentru a analiza
comportamentul celulelor tumorale in prezenta sau absenta CD38 [28]. Rezultatele obtinute
ofera primele dovezi privind rolul CD38 in metabolismul celular, adaptarea la hipoxie si
dezvoltarea tumorald a plasmocitelor maligne [28].

Obiectivul 2 urmareste investigarea impactului rezistentei la tratamentul cu bortezomib
asupra eficacitdtii inhibitorului de proteazom de generatia a doua, carfilzomib. Desi utilizarea
carfilzomib este considerata suboptimald la pacientii cu rezistentd anterioara la bortezomib,
datele disponibile privind eficacitatea sa Tn acest context sunt limitate [29]. Utilizand o
metodologie bazatd pe cercetare clinica, ne-am propus sa definim profilul pacientilor care ar
putea beneficia de tratamente bazate pe combinatii cu carfilzomib, in conditiile rezistentei
anterioare la inhibitorul de proteazom de prima generatie [29].

Obiectivul 3 a vizat evaluarea rutelor de diagnostic si a cauzelor intarzierii

diagnosticului la pacientii cu MM 1n Romania. Stadiul bolii este dependent de rapiditatea cu



care se stabileste diagnosticul de MM si are un impact direct asupra raspunsul la tratament si a
supravietuirii globale. Datele disponibile sugereaza ca in Romania o proportie considerabila de
pacienti cu MM se confruntd cu erori sau intdmpind intarzieri semnificative in stabilirea
diagnosticului [30]. Utilizdnd mijloace metodologice de cercetare clinicd si epidemiologica,
datele generate de acest studiu oferd n premiera informatii privind rutele de diagnostic ale
pacientilor cu MM in Romania si intarzierile asociate procesului diagnostic [30].

Obiectivul 4 a fost sd analizeze perspectiva pacientilor asupra terapiei continue pentru
MM, avand in vedere cd aceasta influenteaza direct aderenta la tratament si, implicit, eficienta
interventiei terapeutice. In contextul recomandarilor actuale pentru tratament continuu pana la
progresia bolii sau aparitia toxicitatilor semnificative, rezultatele acestui studiu sunt inovatoare,
oferind o perspectiva unica asupra modului in care pacientii percep impactul terapiei asupra
vietii lor si ofera oportunitatea de a identifica subseturile de pacienti care ar putea beneficia de
un tratament cu durata finita [31].

O reprezentare schematica a studiilor de cercetare este ilustrata in figura 1, iar detaliile

complete ale studiilor sunt prezentate in capitolele urmatoare.

Figura 1.1 Reprezentare schematicd a studiilor de cercetare

Evolutia si raspunsul la tratament in MM
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tumorale in MM bortezomib Mielomul Multiplu
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2. ldentificarea rolului CD38 in modularea evolutiei tumorale in MM

2.1 Introducere
Proteina CD38 a fost identificata in anul 1980 de catre grupul de cercetatori condus de
Reinherz si Schlossman in timpul studiilor dedicate identificarii si caracterizarii TCR [32].

Expresia CD38 este intalnita In concentratii ridicate pe suprafata plasmocitelor, dar si pe cea a



limfocitelor B si T activate sau a celulelor NK [33,34].Initial, CD38 a fost descris ca fiind un
receptor de suprafata, insa cu timpul, s-a descoperit ca acesta are si o activitate catalitica ecto
si endoenzimaticd [35,36]. Principalul rol enzimatic la nivel intracelular este reprezentat de
catabolismul NAD+ si sinteza de ADPR si ADPR ciclic, cu rol in eliberarea calciului de la
nivelul reticulului endoplasmic [36]. De asemenea, prin degradarea NAD+, CD38 moduleaza
pe calea non-canonica cantitatea de adenozina de la nivel extracelular [35,37,38]. Adenozina
este un reglator cheie al raspunsului imun prin puternicul sau efect imunosupresor ce include,
printre altele, inhibarea activitatii celulelor NK, celulelor dendritice, a macrofagelor si a
limfocitelor T helper sau citotoxice [39-41].

Administrarea anticorpului monoclonal daratumumab se asociazad cu o scadere rapida
a expresiei CD38 pe suprafata plasmocitelor maligne [42]. Totusi, dupad intreruperea
administrarii de daratumumab sau pe masurda ce boala progreseaza, are rol o restaurare a
expresiei CD38 la nivelurile anterioare tratamentului, indicand un posibil rol determinant al
CD38 in evolutia MM [42].

2.2 Materiale si metode

Expresia CD38 a fost eliminatd din liniile celulare umane si murine utilizand tehnologia
CRISPR-Cas9. Soareci imunocompetenti Balb/c si soareci imunodeficienti NSG au fost
injectati subcutanat fie cu celule J558 nemodificate (NT), fie cu celule pentru care s-a eliminat
expresia CD38 (KO). Aderenta la stroma a fost comparata utilizand celule NT si KO marcate,
impreund cu celule stromale OP-9 de origine murind. Continutul celular de NAD a fost
cuantificat utilizand Promega Glo Assay. Mitocondriile au fost izolate folosind kitul de izolare
a mitocondriilor (Thermo Scientific). Rata de consum de oxigen (OCR) si rata de acidificare
extracelulara (ECAR) au fost cuantificate utilizind Seahorse Assay. Raspunsul la hipoxie a fost
evaluat utilizind o camera hipoxica modulara. Ciclul celular a fost cuantificat utilizand

colorarea cu iodura de propidiu.

2.3 Rezultate

Pentru a investiga efectul CD38 asupra cresterii tumorale in prezenta unui sistem imun
competent, am utilizat soareci tip Balb/c pe care i-am injectat cu celule de plasmocitom
singeneice J558, fie CD38 negative (KO) fie pozitive (NT). Am observat astfel ca in ciuda unei
cresteri uniforme a celulelor J558 CD38 KO si NT in conditii de crestere in-Vvitro, in-vivo exista
o diferenta semnificativ statistica intre volumele tumorale CD38 NT versus CD38 KO (

1173.34 mm® versus 235.08 mm®, p= 0.001). In urmitoarea etapa, am vrut sa evaluim daca



avantajul oferit de CD38 in cresterea tumorala se mentine si in cazul in care elimindm posibilul
sau efect modulator asupra sistemului imun. Ca si in cazul experimentului anterior, desi
celulele J558 CD38 KO si NT prezentau o crestere sincrona in culturi celulare, dezvoltarea
tumorala in-vivo arata o diferenta dubla de volum intre tumorile CD38 NT fata de cele KO
(volum mediu tumoral de 1591.81 mm3 fatd de 707.88 mm3 pentru KOs, p = 0.02)

Dupa ce am demonstrat faptul ca expresia CD38 determina un avantaj de proliferare
tumoral, indiferent de activitatea sistemului imun, in urmatoarele etape am investigat posibile
mecanisme care sa explice acest fenomen. La momentul actual exista date care sustin faptul ca
endocitoza CD38 mediata de daratumumab contribuie la pierderea adeziunii la celulele
stromale, dar, pand la acest moment nu a existat o evaluare directa a rolului CD38 in adeziune
[43]. Pentru a determina comportamentul celulelor CD38 NT versus KO am utilizat linia
celulard murina de plasmocitom J558 si celulele stromale murine OP-9. In concordanti cu
asteptdrile noastre si datele preexistente, proportia de celule J558 CD38 NT atasate la stroma a
fost dubla comparativ cu celulele care nu exprima CD38.

Dat fiind faptul cd micromediul tumoral se asociazd in general cu nivele variabile de
hipoxie, In urmdtoarea etapd am evaluat comportamentul celular cultivand celulele in conditii
de normoxie si hipoxie. In urma experimentului, am observat ci expunerea prelungiti la
hipoxie determina un deficit semnificativ de proliferare al celulelor KO in comparatie cu
echivalentele lor NT. Pentru a explica diferentele, am analizat ciclul celular si am constatat ca,
in conditii de hipoxie, celulele CD38 KO prezinta un blocaj crescut in faza G0-G1 comparativ
cu celulele CD38 NT.

In urmitoarea etapi a studiului am chestionat rolul activitatii enzimatice a CD38. In
concordantd cu datele existente in literatura, in liniile celulare studiate, absenta CD38 s-a
corelat cu valori ale concentratiilor NAD+ de pana la de 2 ori mai mari comparativ cu celulele
NT. Avand in vedere influenta NAD+ asupra biosintezei mitocondriale, am evaluat relatia
dintre expresia CD38 si concentratia mitocondriald. Pierderea CD38 s-a corelat cu o crestere
semnificativa a numarului de mitocondrii in plasmocitele maligne, conform datelor din alte
modele celulare. Urmatorul pas a fost evaluarea tipului de metabolism preferential in modelele
celulare studiate. Utilizand analizorul de flux extracelular Seahorse XF am demonstrat ca
pierderea CD38 coreleaza cu o dublare a nivelurilor de OXPHOS (rata de utilizare a fosforilarii
oxidative) in comparatie cu celulele CD38 pozitive. Mai mult decat atat, raportul intre OCR
(rata de consum al oxigenului - marker al fosforilarii oxidative) si ECAR (rata de formare a
acidului lactic - marker al glicolizei aerobe) este de 2 pana la 3 ori mai mare in celulele KO

comparativ cu celulele CD38 WT). Aceste date sustin ideea ca plasmocitele maligne care nu
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prezinta CD38 pe suprafata membranara utilizeaza preferential fosforilarea oxidativa ca sursa
de energie, asemanator celulelor non-maligne, spre deosebire de celulele CD38 pozitive care
utilizeaza un metabolism tipic celulelor neoplazice, bazat preponderent glicoliza aeroba.

In conditii de hipoxie, majoritatea celulelor eucariote isi pot schimba strategia
metabolica, principalul factor responsabil pentru raspunsul adaptativ fiind factorul inductibil
de hipoxie-1o (HIF-1a). Avand in vedere preferinta celulelor CD38 KO catre un metabolism
predominant de tip fosforilare oxidativa, am dorit sa evaluam expresia HIF-1a in aceste linii
celulare. In acest scop, dupa expunerea celulelor la conditii hipoxice, am evaluat prin tehnica
Western Blot expresia HIF-1a si am demonstrat faptul cé nivelele de HIF-1a sunt semnificativ
mai scazute in celulele CD38 KO versus NT.

De asemenea, pentru aceste tipuri de celule, crescute insd in anaerobioza, insd nu si in
conditii de normoxie, am observat o diferentd semnificativa intre numarul de colonii formate
de celulele CD38KO versus cele WT. Mai mult decat atat, atunci cand am recultivat seriat
probele, celule CD38 KO expuse anterior la hipoxie si-au mentinut avantajul de a genera
colonii comparativ cu celulele CD38 NT, demonstrand astfel un comportament mai agresiv si
0 capacitate de auto-regenerare si de clonogenicitate superioara.

In ultima etapd a studiului am evaluat efectul expunerii cronice la adenozini asupra
plasmocitelor maligne. Conform cu datele existente, expunerea acutd la NECA determina
apoptoza liniilor celulare studiate. Cu toate acestea, la expunerea cronica, celulele dezvolta nu
numai tolerantd dar si o dependentd profundd de aceasta semnalizare, in acelasi timp

demonstrand si o crestere a potentialului clonogenic.

2.4 Discutii

Studiul prezentat reprezintd prima caracterizare a rolului CD38 in dezvoltarea si
persistenta mielomului multiplu. Pierderea expresiei CD38 se asociaza cu reducerea proliferarii
tumorala in-vivo, dar nu si in-vitro, in modele murine imunocompetente si imunodeficiente.
Aceste date sugereaza un rol dependent de context al CD38, ce implicd modificari profunde
ale metabolismului celulelor maligne, si deficite de adeziune la micromediul medular. in
acelasi timp, pierderea CD38, corelatd cu expunerea la hipoxie, modeleazd comportamentul
plasmocitar, dand nastere unei populatii celulare extrem de agresive ce poate fi potential
consideratd ca avand trasaturi de celuld stem malignd. Am demonstrat, de asemenea, ca
plasmocitele maligne devin dependente de stimularea cronicd mediatd de adenozind si, 1n
acelasi timp, isi amplifica potentialul clonogenic sub influenta acestui metabolit generat de

activitatea enzimatica a CD38.



3. Optimizarea tratamentului cu carfilzomib Tn cazul expunerii

anterioare la bortezomib

3.1. Introducere

Aparitia inhibitorului de proteazom de prima generatie, bortezomib, a reprezentat un
punct de referintd in tratamentul MM. Aprobat pentru prima data in 2003, acest inhibitor de
proteazom de generatia intdi a revolutionat terapia pacientilor cu MM, cresciand rata de
supravietuire la 5 ani la peste 50% [44]. In cazul pacientilor care prezinti rezistentd primari
sau secundara la bortezomib, ghidurile actuale recomanda utilizarea anticorpilor monoclonali
anti CD38 in linia urmatoare de tratament, tratamentul pe baza de inhibitorul de generatia a
doua carfilzomib fiind considerat suboptimal [45,46]. Odata cu introducerea noilor ghiduri
ESMO de tratament In MM din 2021, combinatia daratumumab—bortezomib a fost utilizatd pe
scard larga in linia intdi de tratament. In aceste conditii, optiunile de terapeutice pentru pacientii
care dezvolta rezistentd la combinatia daratumumab-bortezomib devin limitate. Desi
combinatiile pe baza de carfilzomib si-au dovedit eficienta in trialurile clinice, nu sunt
disponibile suficiente date provenite fie din studii, fie din viata reala, care sa clarifice

fezabilitatea utilizarii carfilzomib pentru pacientii cu rezistenta anterioara la bortezomib.
3.2. Materiale si metode

Am desfasurat un studiu retrospectiv, observational, unicentric in cadrul sectiei de
Hematologie din Institutul Clinic Fundeni. Datele au fost extrase prin examinarea fiselor
electronice de observatie ale pacientilor. Studiul a inclus pacienti diagnosticati cu MM recazut
sau refractar conform criteriilor IMWG, care au primit cu cel putin doud cicluri complete de
tratament bazat pe carfilzomib in perioada de referinta, ianuarie 2018 si decembrie 2022. Toti

pacientii inclusi au fost expusi anterior la bortezomib cel putin in timpul terapiei de prima linie.
3.3. Rezultate

Proportia de pacienti care au obtinut cel putin un raspuns partial la schemele terapeutice
pe baza de carfilzomib a fost semnificativ statistic mai mare n grupul pacientilor responsivi la
bortezomib (84, 95.5%) (grup 1) comparativ cu pacientii refractari la tratament (82.05%) (grup
2) (OR 4.593[95% IC, 1.259, 16.758], p = 0.032).

Asa cum era de asteptat, ratele superioare de raspuns ale grupului 1 de pacienti s-au

reflectat intr-un PFS Tmbunatatit. Supravietuirea libera de progresie in grupul pacientilor



sensibili la bortezomib a fost de 523 zile, semnificativ statistic mai mare decat valoarea de 310
zile inregistratd in cazul pacientilor refractari la bortezomib (p = 0.003). In grupul de pacienti
tratati uniform cu combinatia KRd, PFS-ul median in grupul sensibil la bortezomib a fost de
523 de zile (IC 95%: 372 pana la 613) in comparatie cu 399 de zile (IC 95%: 231 pana la 506)
n grupul refractar la bortezomib.

In ceea ce priveste supravietuirea fira progresie in rispuns la terapia cu carfilzomib la
pacientii cu risc citogenetic ridicat, PFS-ul median a fost de 523 de zile (95% IC, 321 pana la
863) in grupul 1, semnificativ statistic mai mare decat in grupul 2, 247 de zile (95% Ic, 168
pani la 692), p = 0,012. Insa, in ceea ce priveste populatia de pacienti cu risc citogenetic
standard din studiul nostru, nu am observat diferente semnificative statistic in ceea ce priveste
PFS intre Grupul 1 (482 zile) versus Grupul 2 (399 zile), p=0.125. In ceea ce priveste pacientii
care au primit cel putin 2 linii anterioare de terapie, PFS-ul median a fost de 523 de zile n
grupul 1 (95% IC, 314 pana la 587) in comparatie cu 310 zile pentru grupul 2 (95% IC, 226
pana la 453).

Un alt aspect important pe care |-am analizat a fost eficacitatea terapiilor bazate pe
carfilzomib 1n cele doud grupuri de pacienti in functie de expunerea anterioara la
imunomodulatoari. In cohorta noastra, nu am observat nicio diferentd semnificativa statistic in
PFS intre cele doud grupuri, indiferent de statutul expunerii anterioare la IMiD. La pacientii cu
expunere anterioara la medicamente imunomodulatoare, PFS-ul median a fost de 322 de zile
in grupul 1 fati de 301 de zile in grupul 2 (p = 0,109). in absenta expunerii la IMiD, PFS-ul
median a fost de 535 de zile in grupul 1 fata de 544 de zile in grupul 2 (p = 0,446).

Un alt factor asociat cu raspunsul la tratament inclus in analiza noastrd a fost
stadializarea ISS. In populatia noastra de studiu, pentru un stadiu ISS de I sau II, pacientii din
grupul 1 au obtinut un PFS median semnificativ statistic mai mare in comparatie cu grupul 2
cand au fost tratati cu o combinatie bazata pe carfilzomib, 613 zile (95% CI, 392 pana la 861)
comparativ cu 247 zile (95% CI, 160 pana la 480) (p = 0,002)(Figura 6). Cu toate acestea,
pentru pacientii cu un stadiu ISS III, nu am observat o diferenta semnificativa intre cele doua
grupuri in ceea ce priveste supravietuirea libera de progresie.

Pe langa PFS, prelungirea OS este un alt obiectiv important al tratamentului pacientilor
cu MM. Tn studiul nostru, n total, OS-ul Tn grupul sensibil la bortezomib a fost de 1258 de zile
fata de 1411 1n grupul 2, o diferentd nesemnificativa din punct de vedere statistic, p = 0,632.
De asemenea, nu am observat diferente semnificative statistic indiferent de statusul de risc

citogenetic, numarul anterior de linii de tratament sau stadiul ISS.
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3.4. Discutii

Eficacitatea combinatiilor ce contin carfilzomib in terapia pacientilor cu MM recazut
este indiscutabila. Cu toate acestea, raiman neclare datele referitoare la rezultatele obtinute in
subpopulatia de pacienti refractari la tratamentul anterior cu bortezomib, deoarece majoritatea
studiilor clinice care au evaluat astfel de combinatii au exclus aceasta subpopulatie de la
nrolare.

Datele generate de studiul nostru au indicat faptul ca pacientii refractari la tratamentul
anterior cu bortezomib au inregistrat rate de raspuns globale semnificativ mai scazute
comparativ cu pacientii sensibili la bortezomib. De asemenea, acest studiu identifica o
populatie de pacienti, caracterizata printr-un stadiu ISS III si risc un citogenetic standard, care
are potentialul de a beneficia de tratamentul cu carfilzomib, indiferent de raspunsul anterior la
bortezomib. In plus, analiza datelor sugereazi ca tratamentul carfilzomib este suboptimal in

cazul pacientilor cu un risc citogenetic inalt, ISS I sau II si rezistenta anterioara la bortezomib.

4. Tntarzierea de diagnostic in Mielomul Multiplu - evaluarea

situatiei pacientilor din Roméania utilizind metoda Aarhus

4.1 Introducere

Mielomul Multiplu este considerat a fi una dintre cele mai greu de diagnosticat
malignitati [47,48]. Cu toate ca managementul pacientilor cu MM se bazeaza pe un diagnostic
corect stabilit intr-o faza incipienta, la nivel global, peste o treime dintre pacienti sunt
diagnosticati intr-un stadiu avansat, cu manifestari ce necesita asistenta medicald de urgenta.
De asemenea, datele statistice indica faptul ca si in Romania, o proportie importanta de pacienti
cu MM sunt diagnosticati eronat sau in etape avansate de boala [49-51]. Cu toate acestea, pana
la acest publicarea datelor generate de acest studiu, nu existau raportari privind parcursul
pacientilor cu MM din Romaénia de la aparitia simptomelor pana la stabilirea diagnosticului sau

despre factorii asociati cu erorile de diagnostic.

4.2 Materiale si metode
Studiul a avut un design prospectiv, observational, unicentric si s-a desfasurat in cadrul
sectiei de Hematologie din cadrul Institutului Clinic Fundeni in perioada Ianuarie 2022 - Martie
2023. Studiul a inclus toti pacientii adulti diagnosticati cu MM 1n cadrul sectiei in intervalul de
timp de referinta. Pentru a determina corect cauzele intarzierilor de diagnostic am utilizat un

chestionar bazat pe definitiile oferite de metoda standardizata Aarhus (Fig. 1).
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Figura 4.1: Intervalele de diagnostic
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4.3 Rezultate

Intarzierile in intervalul pacientului se datoreaza adesea incapacititii subiectilor de a
recunoaste simptomele asociate cancerului. In studiul nostru, durata mediani a intervalului
pacientului a fost de 162 zile. Cele mai frecvente simptome inainte de diagnostic au fost
durerile osoase (78,64% dintre cazuri) si oboseala (57,28%). Desi ca peste trei sferturi dintre
pacienti au experimentat dureri osoase, doar 59,02% dintre acestia au solicitat o evaluare
medicald, iar durata mediana de la aparitia durerilor si pana la prima vizita medicala a fost de
191 zile.

Intervalul primar a reflectat particularitdtile sistemului medical romanesc, care permite
pacientilor sa aiba o prima interactiune cu un medic specialist fard o evaluare prealabila de
catre medicul de familie. Dintre pacientii inclusi in studiu, doar 42,71% s-au adresat prima data
medicului de familie pentru simptomele resimtite. Peste un sfert dintre pacienti au avut o prima
prezentare ca urgentd medicala. Au fost necesare, in medie, 3,7 vizite medicale (interval Tntre
2 si 16) pana cand MM a putut fi suspectat. De asemenea, 18,44% dintre pacienti au necesitat
cinci sau mai multe consulturi pana la obtinerea unei suspiciuni diagnostice. Este notabil ca
pacientii care au avut o prima prezentare la medicul de familie au avut o duratd a acestui interval
semnificativ statistic mai scurtd decat cei care au urmat alte rute diagnostice (mediana de 26
zile vs. 93 zile, p = 0,004).

Tn intervalul medical secundar nu au existat practic intarzieri de diagnostic, pacientilor
fiindu-le stabilit diagnosticul in primele 72 ore de la internare. Din intreg lotul, 31,06% dintre
pacienti au necesitat ingrijiri medicale de urgentd din cauza insuficientei renale acute,
hipercalcemiei, sindromului de compresiune medulara sau anemiei severe. De asemenea,
60,19% dintre pacienti s-au prezentat cu un stadiu avansat de boala ISS III, iar 15.53% au

necesitat initierea hemodializei.
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Tabelul 4.2. Intervalele de diagnostic conform metodei Aarhus

| Mediana (zile)

Intervalul pacientului 162

Intervalul medical primar | Prima vizita la medic / Prima | 66
data cand se ridica suspiciunea

Prima data cand se ridica 19
suspiciunea / Prima trimitere
la hematolog

Intervalul medical secundar 0

4.4 Discutii
Studiul prezentat este prima evaluare a procesului de diagnostic al pacientilor cu MM

din Romania si a intrzierile rezultate. in lotul de studiu, cele mai mari intarzieri sunt
Tntdmpinate n intervalul pacientului, posibil din cauza debutului insidios al bolii, a lipsei
simptomelor alarmante si a amanarii solicitarii ajutorului medical. Desi intervalul medical
primar contribuie, de asemenea, la prelungirea procesului de diagnostic, medicul de familie
pare sa joace un rol cheie in scurtarea Intarzierilor din aceasta etapa. O prima vizita la
medicul de familie se asociaza in lotul nostru cu o duratd semnificativ mai scurta a acestui

interval, comparativ cu vizitele facute initial la alt tip de specialisti.

5. Perspectiva pacientilor din Roméania cu privire la terapia continua

pentru Mielomul Multiplu

5.1 Introducere
Prognosticul pacientilor cu MM s-a imbunatatit semnificativ in ultimele decenii,
datorita introducerii noilor clase de tratament [52-54]. Eficacitatea sporitd si profilul de
sigurantd bun al acestor molecule a permis continuarea tratamentului pe durate din ce Tn ce mai
lungi de timp. In prezent strategiile terapeutice in aceasti boali se bazeazi preponderent pe
administrarea combinatiilor terapeutice continuu, pand la progresia bolii sau aparitia de
toxicitati semnificative. Cu toate acestea, datele despre perspectiva pacientilor asupra terapiei

continue in MM sunt inca limitate.

5.2 Materiale si metode

In studiu au fost inclusi pacienti adulti cu MM care primeau terapie continua in cadrul
sectiei de Hematologie din Institutului Clinic Fundeni. Datele au fost colectate pe parcursul a

cinci luni, intre Martie si Iulie 2023. Au fost considerati eligibili pacientii care primeau
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tratament de cel putin 6 luni la momentul initierii studiului, fie In regim ambulatoriu, fie prin
internari scurte (<72 h). Pentru a evalua impactul terapiei continue asupra diferitelor aspecte
ale vietii pacientilor, am dezvoltat un chestionar utilizdnd atat instrumente calitative, cat si
cantitative. Chestionarul a fost elaborat pornind de la intrebarilor incluse in scalele validate
existente (EORTC QLQ-C30, EORTC QLQ-MY20, Scala de evaluare a tulburirii de anxietate
generalizatd 7), iar Intrebarile din chestionar au fost traduse si adaptate pentru a fi usor

accesibile pacientilor cu diferite niveluri educationale.

5.3 Rezultate

Atunci cand au fost intrebati despre impactul asupra calitatii vietii, 74,83% din pacienti
au declarat cd tratamentul are un impact negativ. Cand li s-a oferit optiunea de a alege intre o
terapie cu intensitate mare dar de duratd fixa versus o terapie continud, doar 28,26% ar alege
terapia cu durata fixa daca eficacitatea sa ar fi inferioard terapiei continue. In plus, intrebati
daca se tem sa intrerupa terapia continua, 73,54% din participanti si-au exprimat ingrijorarea,
n principal din cauza fricii de o recidivd mai rapidd sau mai agresivi a bolii. In grupul de
studiu, doar 18,06% din pacienti au raportat un nivel ridicat sau foarte ridicat de anxietate
asociata cu vizitele la spital, in timp ce 43,87% dintre pacienti considera ca vizitele frecvente
la spital le ofera un nivel ridicat sau foarte ridicat de confort psihologic. Intrebati despre
impactul financiar al tratamentului, 36,12% din pacienti au raportat ca terapia continud are un
impact ridicat sau foarte ridicat asupra statutului lor economic. in ceea ce priveste viata
personald, un sfert dintre pacienti au raportat ca terapia continud pentru MM a avut un impact
negativ mare sau foarte mare asupra bundstarii vietii lor de familie, iar 31,61% au considerat
ca efectul negativ s-a extins si asupra membrilor familiei lor.

In ceea ce priveste efectele adverse resimtite, simptomele subiective de oboseala si
insomnia au fost identificate ca fiind cele mai suparatoare, 54,19% respectiv 42,58% dintre

pacienti declarand cd sunt afectati Intr-0 masurd mare sau foarte mare.

5.4 Discutii

Conform studiului nostru, terapia continud se asociaza pentru o proportie semnificativa
de pacienti cu provocari personale, sociale, financiare si profesionale. Trei sferturi dintre
pacientii intervievati considera ca tratamentul a avut un impact negativ asupra calitatii lor de
viata si, daca li s-ar oferi alegerea, aproape 60% dintre pacienti ar opta pentru o terapie cu
termen fix daca ar oferi acelasi nivel de eficacitate. In ciuda acestor provociri, aproape toti

pacientii si-au exprimat reticenta de a Intrerupe terapia, un sentiment posibil influentat de frica
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de recidiva, dar si de relatia cu personalul medical. Astfel, decizia de a opta intre terapia
continua si cea pe termen limitat depinde de echilibrul obtinut intre controlul optim al bolii
versus impactul asupra calitdtii vietii si activitatilor zilnice ale pacientilor. O abordare
personalizata care ia In considerare in egala masurd caracteristicilor bolii cat si valorile si

convingerilor pacientilor este esentiala in acest caz.

6. Concluzii si contributii personale

Ultimele decenii au adus progrese importante in dezvoltarea unor noi clase terapeutice
pentru MM care includ inhibitori de proteazom, agenti imunomodulatori, anticorpi
monoclonali, anticorpii bispecifici dar si terapia CAR-T cell. Astfel, abordarea terapeutica a
evoluat de la simplul obiectiv de a obtine un raspuns terapeutic, catre implementarea unor
strategii personalizate, care integreaza factori clinici si biologici cu rol demonstrat in modularea
rispunsului la tratament. In acest context, identificarea de noi factori determinanti ai
raspunsului la tratament devine esentiald pentru optimizarea combinatiilor terapeutice,
contribuind atat la cresterea eficientei tratamentului, cat si la imbunatatirea supravietuirii.

Aceastd lucrare doctorald si-a propus sd contribuie la intelegerea mecanismelor care
influenteaza evolutia bolii si raspunsul la tratament. Obiectivele cercetarii au fost atinse printr-
o abordare multidisciplinard, care a integrat cercetarea fundamentala, studiile clinice si analiza
perspectivelor pacientilor prin intermediul chestionarelor. Metodologia utilizatd a abordat
aspecte din domeniile sanatatii publice, biologiei moleculare si hematologiei clinice, oferind o
perspectiva multidisciplinara. Concluziile lucrarii reflectd contributii originale si relevante,
care raspund in mod direct obiectivelor propuse pentru cercetare.

1.Confirmarea rolul markerului de suprafatia CD38 in biologia tumorala a MM,
oferind primele dovezi despre asocierea expresiei CD38 cu un avantaj proliferativ
dependent de context (Capitolul 5).

1.1 Pierderea CD38 se coreleaza cu o scadere a proliferarii celulare in-vivo si cu aparitia
unei populatii agresive, cu trasaturi de celule stem.

1.2 Absenta CD38 determina reducerea adeziunii la celulele stromale din micromediul
medular.

1.3 Pierderea CD38 se asociazd cu o capacitate proliferativad redusa in conditii de
hipoxie, cauzatd de o dependenta energetica crescutd de respiratia mitocondriala si de adoptarea

unui metabolism celular bazat pe fosforilare oxidativa, similar celui al celulelor sanatoase.

15



1.4 Deficitul de adaptare la hipoxie in conditiile pierderii expresiei CD38 a fost
obiectivat suplimentar printr-o expresie scazuta a HIF-1a.

1.5 Cu toate ca celulele CD38 KO au prezentat un deficit proliferativ in conditii de
hipoxie, acestea au o viabilitate mai crescutd in timp si o capacitate clonogenica si de auto-
regenerare superioard comparativ cu omoloagele lor expresoare de CD38.

1.6 Prin expunerea cronicd la adenozind, celulele dezvolta toleranta si dependenta fata
de semnalizarea prin receptorii adenozinici tip 2A .

1.7 Expunerea cronicd la adenozina creste potentialul clonogenic al plasmocitelor

maligne.

2. Definirea profilul pacientilor care pot beneficia de tratamentul cu combinatii
pe baza de carfilzomib in contextul rezistentei anterioare la inhibitorul de proteazom de
generatia |, bortezomib (Capitolul 6).

2.1 Pacientii cu stadii avansate de boala si risc citogenetic standard demonstreaza un
raspuns favorabil la carfilzomib, independent de expunerea anterioara la bortezomib.

2.2 Pacientii cu risc citogenetic Inalt sau aceia cu un stadiu ISS I sau II de boala,
demonstreaza un raspuns suboptimal la carfilzomib In cazul preexistentei rezistentei primare

sau secundare la bortezomib.

3. Analiza rutelor de diagnostic ale pacientilor cu MM din Romaénia a relevat
intarzieri semnificative, ce afecteazi negativ stadiul bolii la momentul diagnosticului si,
implicit, raspunsul la tratament (Capitolul 7).

3.1 Cele mai mari intarzieri au fost inregistrate Tn intervalul pacientului, cauzate
probabil de factori precum lipsa educatiei medicale, absenta obiceiului de a efectua controale
medicale regulate, dar si de debutul insidios al bolii si simptomele nespecifice.

3.2 Pacientii din Roméania au nevoie, in medie, de cinci consultatii medicale Tnainte de
stabilirea diagnosticului.

3.3 Medicul de familie joacd un rol cheie 1n scurtarea timpului necesar pentru

diagnostic

4. Perspectiva pacientilor asupra terapiei continue din MM influenteaza
aderenta la tratament si in consecinta eficienta terapeutica (Capitolul 8).

4.1 Terapia continud are un impact negativ asupra calitdtii generale a vietii, dar
majoritatea pacientilor se tem sa intrerupa tratamentul de teama unor recaderi mai rapide sau

mai agresive
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4.2 Majoritatea pacientilor au declarat ca vizitele frecvente la spital le ofera un grad de
confort psihologic, crescand implicit aderenta terapeutica.

4.3 Terapia continud are un impact negativ asupra vietii profesionale si sociale, si a
situatiei financiare in cazul pacientilor activi profesional, identificind o subpopulatie de
pacienti pentru care terapia pe durata finita ar fi preferabila.

4.4 Perspectiva pacientilor trebuie integratd in procesul decizional terapeutic, cu accent

pe echilibrul intre eficienta tratamentului si impactul asupra vietii cotidiene.

In ansamblu, factorii identificati in cadrul studiilor de cercetare deschid noi perspective
pentru optimizarea strategiilor terapeutice, punand accent pe o abordare personalizati. In acest
context, consideram cd obiectivele cercetarii au fost atinse cu succes.

Totusi, este important de subliniat cateva dintre limitarile ridicate de activitatea de
cercetare. Studiile componente ale acestei lucrdri prezinta anumite limitdri, printre care
caracterul unicentric al studiilor II, III si IV, care poate influenta generalizarea rezultatelor. De
asemenea, numadrul relativ mic de pacienti inclusi poate afecta validitatea statistica a anumitor
observatii. In ceea ce priveste primul studiu, experimente aditionale sunt necesare pentru a
evalua rolul pierderii CD38 in raspunsul la tratament si pentru a dezvolta combinatii terapeutice
care sa includa inhibitori enzimatici specifici.

Optimizarea terapiei pentru pacientii cu mielom multiplu aduce avantaje semnificative,
cu un impact direct asupra supravietuirii si calitatii vietii acestora. Prin integrarea terapiilor
personalizate, care tin cont de factori care influenteaza eficienta terapeuticd, este posibila
prelungirea supravietuirii globale si a perioadei fara progresie a bolii, reducand 1n acelasi timp
povara simptomatica asociatd MM. Noile regimuri terapeutice, cum sunt combinatiile bazate
pe anticorpi monoclonali, inhibitori de proteazom si agenti imunomodulatori sau terapiile
celulare, au demonstrat un potential crescut in cresterea eficientei tratamentului si in
imbunatatirea rezultatelor pe termen lung. Din punct de vedere economic, optimizarea terapiei
poate contribui la reducerea costurilor asociate cu spitalizarile frecvente datorate complicatiilor
si necesitatea tratamentelor suplimentare in caz de recadere. Totusi, dezavantajele includ
costurile ridicate ale terapiilor moderne si necesitatea unor sisteme de sandtate capabile sa
asigure accesul egal la aceste tratamente performante. Cu toate acestea, beneficiile Tn
supravietuire si calitatea vietii justificd eforturile economice, reprezentdnd un progres

remarcabil In gestionarea unei boli care raimane incurabila.
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