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Introducere

Leucemiile acute reprezinta cea mai frecventa malignitate la copii si adolescenti si in
acelasi timp o cauza importantd a mortalitatii prin cancer la aceste categorii de varsta.

Leucemia acuti limfoblastica (LAL) este cel mai des intalnit tip de cancer la varsta
pediatrica, constituind aproximativ 25% dintre neoplaziile diagnosticate la copil si avand o
incidenta anuala de aproximativ 36 de cazuri la un milion (Inaba, 2021; Horibe, 2013).

Probabilitatea de supravietuire In LAL pediatricd s-a imbunatatit semnificativ in
ultimele 5 decade datoritd chimioterapiei intensive, terapiei stratificate si individualizate,
adaptate in functie de incadrarea in categoria de risc a bolii si datoritd terapiei suportive
adecvate. Supravietuirea la 5 ani la copiii cu varsta>1 an cu LAL in S.U.A. si Europa a crescut
de la sub 5% la inceputul anilor 60 la 85-90% in prezent. Din punct de vedere genetic, LAL
este o boala heterogena. Analiza genomica a evidentiat peste 30 subtipuri moleculare de LAL
care sunt asociate fie cu aneuploidii cromozomiale, cu rearanjamente ce implica oncogene sau
factori de transcriptie sau cu mutatii punctiforme (Inaba, 2021). Caracterizarea genetica in LAL
este foarte importanta intrucét identificd anomalii moleculare cu risc nefavorabil, influenteaza
deciziile terapeutice prin incadrarea pacientilor in categoriile de risc ale protocoalelor
terapeutice actuale sau prin justificarea indicatiei de allo transplant de celule stem
hematopietice si de asemenea, contribuie la translarea catre terapia tintitd molecular care reduce
riscul recidivei. Principalele terapii noi in LAL, tintite molecular sau la nivelul markerilor de
suprafata prezenti la nivelul blastilor leucemici sunt: imunoterapia (anticorpii bispecifici
precum Blinatumomab, terapia cu celule CAR-T si anticorpii conjugati precum Inotuzumab)
inhibitorii de tirozinkinaza, inhibitorii BCL2, inhibitorii de proteasom.
Leucemia acutid mieloidd (LAM) este o boala relativ rara la copil, avand o incidenta de
aproximativ 7 cazuri la un milion si reprezinta 15-20% din totalul leucemiilor acute pediatrice.
Incidenta este mai mare la copiii sub 2 ani si apoi la adolescentii cu varsta de peste 15 ani
(Reinhardt, 2022; De Kouchkovsky,2016). Tn ultimii ani s-au inregistrat progrese semnificative
in ceea ce priveste imbundtétirea supravietuirii globale in LAM pediatrica, in special datorita
protocoalelor de tratament intensificate in care se realizeaza stratificarea pacientilor in functie
de categoria de risc si a unei terapiei suportive sustinute si adecvate. Cu toate acestea,
supravietuirea globala si rata de EFS la 3 ani au valori mult mai mici decat in LAL pediatrica,
atingand valori de 65%, respectiv 45% (Aplenc, 2020; Conneely, 2021), iar rata de recidiva se
situeaza intre valorile de 25-35% (Zwaan, 2015).



La fel ca si in cazul LAL pediatrice, genetica moleculard a LAM are un rol foarte
important atdt in intelegerea mecanismelor leucemogenezei, precum si in determinarea
prognosticului si alegerea strategiei terapeutice, iar ultima clasificare OMS a LAM include
subtipuri de LAM cu anomalii genetice recurente (Arber, 2016).

In partea generala a acestei lucrari (Capitolul 1 si Capitolul 2), am prezentat pe scurt
date teoretice despre stadiul actual al cunoasterii in LAM pediatrica, respectiv LAL pediatrica,
accentuand particularititile anomaliilor moleculare si implicatiile acestora in realizarea noilor
clasificari si stratificari de risc, in justificarea deciziilor terapeutice si in integrarea unor terapii
noi, tintite molecular. In ultimii zece ani, in centrul de tip tertiar de Hemato-Oncologie al
Spitalului pentru Copii “Sf. Maria” lasi unde imi desfasor activitatea, s-au implementat analize
de biologie moleculara care au fost incluse in panelul standard de diagnostic si apoi de
monitorizare al fiecarui caz nou diagnosticat, atat cu LAL cat si cu LAM, acestea realizandu-
se prin colaborare cu Institutul Regional de Oncologie Iasi, Laboratorul de Biologie
Moleculara.

Studiul 1 prezentat in Capitolul 3 din partea dedicatd contributiilor personale se
numeste Analiza moleculara si impactul acesteia asupra managementului in LAM
pediatrica si include un numar de 54 de pacienti cu LAM diagnosticati In Sectia de Hemato-
Oncologie a Spitalului pentru Copii “Sf. Maria” Iasi in intervalul 2010-2019. Studiul 2
(prezentat in Capitolul 4 din partea speciala de contributii personale) este centrat pe analiza
moleculard si impactul acesteia asupra managementului si supravietuirii iIn LAL pediatrica si
este un studiu retrospectiv observational care include un numar de 165 de pacienti cu LAL
diagnosticati 1n Sectia de Hemato-Oncologie a Spitalului pentru Copii “Sf. Maria” Iasi in
perioada 2010-20109.

Categoria de pacienti cu Sindrom Down si leucemie acutd (LAL si LAM) a fost
abordatd detaliat In subcapitolele de discutii, unde au fost prezentate si rezultatele studiului
retrospectiv observational efectuat pe un lot de 21 de pacienti cu leucemie acutd si Sindrom
Down din trei centre hemato-oncologice de tip tertiar din tara. Studiul 2 prezinta si analiza
diferitelor tipuri de toxicitate ale L-asparaginazei in tratamentul de prima linie al LAL si
corelatiile diferitelor tipuri de efecte adverse cu tabloul biologic, molecular si cu supravietuirea

pacientilor.



Contributii personale

Capitolul 3

Studiul 1: Analiza moleculara si impactul acesteia asupra

managementului in LAM pediatrica

3.1.0Obiective

1. Analiza rezultatelor evaluarii moleculare a pacientilor cu LAM pediatrica
diagnosticati pe o perioada de 10 ani precum si a rolului pe care il are analiza
moleculard in stabilirea conduitei terapeutice.

2. ldentificarea factorilor de prognostic care au avut un impact semnificativ asupra
supravietuirii.

3. Analiza separatd a lotului de pacienti cu LAM si mutatii ale FLT3 1n comparatie
cu lotul de pacienti cu LAM fara mutatii ale FLT3

4. Analiza lotului de pacienti diagnosticati cu LAP si analiza in detaliu a pacientilor

cu Sindrom Down si LAM.

3.2. Pacienti si metode

Criterii de eligibilitate:

1. LAM nou diagnosticata conform criteriilor OMS si FAB in cadrul Spitalului pentru Copii
”Sf. Maria” lasi in perioada 2010-2019.

2. Varsta pacientului intre 0-18 ani.

3 Consimtamant semnat de unul dintre parintii pacientului privind acceptul investigatiilor
medicale si utilizarii datelor din fisa de observatie in cercetarea stiintifica.

Criterii de excludere:

1. Lipsa datelor privind analiza moleculara sau imunofenotipica la debut.

2. Lipsa datelor necesare monitorizarii evolutiei pacientului.



3. Nesemnarea de catre parinti a consimtamantului privind acceptul investigatiilor medicale si

utilizarii datelor din fisa de observatie in cercetarea stiintifica.

Au fost evaluati pentru eligibilitate un numar de 56 de pacienti cu diagnosticul de LAM
si au fost inrolati In acest studiu retrospectiv observational 54 de pacienti diagnosticati cu LAM
in perioada ianuarie 2010- decembrie 2019 1in cadrul Sectiei de Hemato-Oncologie a
Spitalului pentru Copii ”Sf. Maria” Iasi. Au fost exclusi doi pacienti pentru care nu erau
disponibile date privind analiza moleculara la debut. Pacientii au fost urmariti pana la deces
sau pand la data de referintd 1 iunie 2021. Studiul retrospectiv al foilor de observatie ale
pacientilor a fost aprobat de Comitetul Etic al Spitalului pentru Copii “Sf. Maria” lasi
(6877/26.02.2020).

Diagnosticul s-a efectuat conform criteriilor OMS si FAB, toti pacientii au efectuat la
diagnostic aspirat medular cu flow-citometrie si analiza moleculara (NPM1, FLT3- ITD, FLT3
D835, PML-RARa, CBFB-MYH11, AML1-ETO). Analiza moleculara s-a realizat la Institutul
Regional de Oncologie lasi, Laboratorul de Biologie Moleculara.

Remisiunea completa a fost definita conform criteriilor International Working Group (Cheson,
2003) ca <5% blasti in maduva osoasa, inexistenta blastilor In sangele periferic, numarul de
trombocite > 50.000/mm? firi a primi suport trombocitar, neutrofile >1000/ mm? dupi faza de
Inductie. Remisiunea partiald a fost definitd ca existenta unui procent de blasti In maduva
osoasa intre 5-25% dupa prima curda de inductie. Decesul precoce a fost definit ca decesul
aparut in primele 28 de zile dupa diagnostic. Infiltrarea leucemica la nivelul sistemului nervos
central (SNC) reprezinti prezenta in lichidul cefalo-rahidian a peste 5 blasti/mm?3. Recidiva a
fost definitd ca recurenta leucemiei indiferent de localizare. Toxicitatea postterapie a fost
definita conform criteriilor versiunii 5.0 a Criteriillor Comune pentru Toxicitate si Efecte
Adverse (CTCAE).

Pacientii cu LAM 3 au efectuat protocolul GIMEMA-AIDA 2000 si au fost incadrati in grupa
de risc inalt dacd au avut numirul leucocitelor la diagnostic > 10.000/mm?3 Pacientii cu LAM
care nu au avut LAM3 au fost tratati conform protocolului de tratament AIEOP-LAM 2002.
Pacientii cu LAM si Sindrom Down au efectuat protocolul AIOEP-LAM 2002, bratul adaptat

pentru pacientii cu Sindrom Down.

Variabile
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Variabilele obtinute din foile de observatie si analizate au fost:

parametri demografici (varsta, sex)

asocierea cu un sindrom genetic preexistent (Sindrom Down)

parametri clinici (modalitatea de debut, manifestari hemoragice in momentul
diagnosticului, hepatomegalie, splenomegalie, hipertrofie gingivala la diagnostic)
valorile hematologice la debut: numar leucocite, valoarea Hb, valoarea trombocitelor,
procentul blastilor in sdnge periferic si in maduva osoasa

profilul probelor de coagulare, prezenta sindromului de CID la diagnostic

tipul morfologic FAB al LAM

imunofenotiparea din proba de aspirat medular la debut si la evaludrile succesive
biologia moleculara (NPM1, FLT3- ITD, FLT3 D835, PML-RARa, CBFp3-MYHL11,
AML1-ETO) la debut si la evaluarile succesive

examenul citogenetic

tipul de terapie efectuat, incadrarea in grupa de risc,

toxicitatea terapiel, tipurile de complicatii si frecventa acestora in functie de faza de
tratament

mortalitatea precoce in Inductie

cauzele de deces

rata de remisiune completa, rata de supravietuire globald, rata de supravietuire fara
evenimente (EFS)

rata de recidiva

Prelucrarea statistica a datelor

versiunea 25.0 (Armonk, NY). Analiza descriptivd a fost efectuatd utilizand analiza
frecventelor si procentelor pentru variabilele de tip categorial si mediana cu valorile minime si
maxime pentru variabilele de tip cantitativ. Supravietuirea globald a fost calculata ca timpul de
la data diagnosticului pana la data decesului sau data ultimei evaludri. Supravietuirea liberad de
evenimente (EFS) a fost calculata ca timpul de la data diagnosticului la data primului
eveniment precum decesul, recidiva, rezistenta la tratament,
ultimei evaluari dacd nu a aparut nici un eveniment din cele enuntate mai sus. Supravietuirea

globala si supravietuirea libera de evenimente (EFS) au fost estimate cu ajutorul curbei Kaplan-

Analiza statistica a fost efectuata utilizdnd programul de analiza statisticd IBM SPSS,

11

a doua malignitate sau data



Meier. Subgrupurile au fost comparate utilizand testul log-rank (Mantel-Cox). Valoarea p a
fost considerata semnificativa din punct de vedere statistic la valori <0.05. Modelul regresiei
Cox a fost utilizat pentru analiza multivariata a supravietuirii globale si a supravietuirii libere
de evenimente (EFS). Analiza bivariatd a fost folositd pentru analiza corelatiilor intre
variabilele observate. Am utilizat regresia logistica multipla pentru analiza corelatiei intre doua
sau mai multe variabile independente si o singura variabila dependentd. Data de referinta a

analizei statistice este 1 iunie 2021.

3.3. Rezultate

3.3.1. Caracteristici generale ale lotului de pacienti cu LAM

In acest studiu au fost inclusi 54 de pacienti diagnosticati cu LAM in perioada ianuarie

2010-decembrie 2019 in Sectia Hemato-Oncologie a Spitalului pentru Copii ,,Sf. Maria” Iasi.
Caracteristicile clinice, hematologice si moleculare ale lotului de pacienti cu LAM sunt
sintetizate n tabelul 3.1.
Din punct de vedere al biologiei moleculare, la doi (3,7%) dintre pacienti s-a identificat
rearanjamentul CBF beta MYH11, iar la zece pacienti (18,5%) s-a pus in evidenta gena de
fuziune PML-RARA. Sase pacienti (11,1%) au prezentat mutatii FLT3 si trei pacienti au avut
mutatii ale genei NPM1 (5,6%). Doi dintre pacienti au prezentat asocierea mutatiilor FLT3
ITD cu mutatii NPM1, iar doi pacienti au prezentat asocierea PML RARA cu mutatii FLT3
ITD. 70,7% dintre pacienti nu au prezentat anomalii moleculare identificate la diagnostic
(Figura 3.1.). Examenul citogenetic a fost disponibil pentru 14 pacienti, patru dintre pacienti
au prezentat trisomie 21, un pacient trisomie 8, un pacient a prezentat translocatia
t(3:5)(q21:q31), iar 8 pacienti au avut cariotip normal.

Dupa prima cura de Inductie, in ziua +28 de la initierea Inductiei, 39(72,2%) de pacienti
au prezentat remisiunea bolii, dintre care 29(53,7%) au prezentat remisiune completa si 10
pacienti (18,5%) remisiune partiald. 13 pacienti (24,1%) au decedat in primele 28 de zile dupa
diagnostic. Cauzele de deces precoce au fost: hemoragii severe (6), infectii severe (4), progresia
bolii (3). De asemenea, este de remarcat faptul ca toti cei patru pacienti care au prezentat
numairul de leucocite la diagnostic > 200.000/ mm?®, au decedat in prima siptimani de la debut.
Trei dintre e1 au prezentat hemoragii severe pe fondul leucostazei si tulburarilor de coagulare,

iar unul dintre ei a decedat Tn urma unei infectii sistemice severe.
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Tabel 3.1. Caracteristicile clinice, hematologice si moleculare ale intregului lot de pacienti cu

LAM
Numar =54 Procent %
Sex
Feminin 29 53,7%
Masculin 25 46,3%
Sindrom Down 4 7,4%
Mediana varstei la diagnostic (range) 10,9 ani (0,1-17,9)
Varsta
<3 ani 10 18,5%
3-10 ani 16 29,6%
>10 ani 28 51,9%
Mediana Leucocite la diagnostic 19.580/mm?3 (900-593.260)
Numiir leucocite
< 10.000/mm? 19 35,2%
10.000-99.000/mm? 22 40,7%
>100.000//mm? 13 24,1%
Mediana Trombocite la diagnostic 26.500/mm?3(2000-261.000)
Numar trombocite
<10.000/mm?3 11 20,3%
10.000-30.000/mm? 19 35,2%
>30.000/mm?3 24 44.4%
Afectare SNC la debut 4 7,4%
Anomalii moleculare
AML-ETO 0 0%
CBF beta-MYH11 2 3,7%
PML-RARA 10 18,5%
NPM1 3 5,6%
FLT3 6 11,1%
Subtip FAB
MO 0 0%
M1 3 5,6%
M2 13 24,1%
M3 10 18,5%
M4 6 11,1%
M5 16 29,6%
M6 0 0%
M7 6 11,1%
CID la debut 21 38,9%
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Figura 3.1. Distributia anomaliilor moleculare identificate in lotul de pacienti diagnosticati cu LAM

Tabel 3.2. Evolutia si raspunsul la tratament pentru Intreg lotul de pacienti cu LAM

Numar pacienti
(%)
Remisiune completa 29 (53,7%)
Remisiune partiala 10 (18,5%)
Deces precoce in Inductie 13 (24,1%)
Mortalitate asociata terapiei 10 (18,5%)
Recidiva 8(14,8%)
Supravietuire globala 46,3%
EFS 44,4%
Transplant 8(14,8%)

Supravietuirea globala a intregului lot de pacienti cu LAM, estimata prin curba Kaplan
Meier a fost de 46,3% (fiind ilustrata in figura 3.2.), cu estimarea mediei supravietuirii de 5,28

ani 0,72 ani, 95% CI: 3,86-6,70 ani. Probabilitatea de supravietuire fara evenimente legate
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de recidiva bolii, deces sau a doua malignitate, a fost de 44,4% + 6,8%, iar estimarea mediei
duratei de supravietuire fara evenimente este de 5 ani = 0.72 ani cu 95% CI: 3,66-6,49 ani.
S-a constatat cd supravietuirea globalda a variat in functie de tipul FAB al LAM,
supravietuirea globala fiind de 66,7% in cazul pacientilor cu LAM7, 53,8% pentru pacientii cu
LAM?2, 50% pentru pacientii cu LAM3, 43,8% pentru pacientii cu LAMS, 33,8% pentru
pacientii cu LAM1 si doar 16,7% pentru pacientii cu LAM4.
12 pacienti au plecat in timpul protocolului de chimioterapie sau dupd incheierea acestuia in
centre din tard sau din afara tarii unde 8 dintre ei au efectuat transplant de celule stem
hematopoietice (4 haplotransplant, 3 allotransplant de la donator inrudit si un pacient
allotransplant de la donator neinrudit). Sase pacienti au efectuat transplantul in prima remisiune
completd si doi 1-au efectuat in momentul primei recidive. Dintre pacientii care au efectuat
transplant, 4 au decedat (fie prin complicatii posttransplant sau prin progresia bolii dupa
recidivd posttransplant) si 4 supravietuiesc. Supravietuirea globald a pacientilor care au
efectuat transplant a fost de de 50% fata de 45,7% a celor care nu au efectuat transplant (p =
0.463), neexistand o diferentd semnificativ statisticd intre cele doud grupuri de pacienti, dar
datele trebuie interpretate cu precautie datoritd numarului mic de pacienti care au trecut prin

procedura de allo transplant.

Supravietuire globald LAM
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Figura 3.2. Curba Kaplan-Meier a supravietuirii globale pentru intreg lotul de pacienti cu LAM
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29 (53,7%) dintre pacientii diagnosticati cu LAM au decedat, principalele cauze de
deces fiind hemoragiile fulminante (8), infectiile (10), progresia bolii (8), complicatiile
posttransplant (3), insuficienta hepatica (1).

Analiza multivariatd prin modelul regresiei Cox, a relevat faptul ca sexul masculin (p
= 0.004, HR: 3.589, 95%CI:1.516-8.499), prezenta hepato-splenomegaliei importante n
momentul diagnosticului (p=0.008, HR:3.887, 95%CI:1.415-10.679) si varsta la diagnostic >
10 ani (p=0.03, HR: 2.921, 95% CI: 1.106-7.710) sunt predictori independenti semnificativi
din punct de vedere statistic pentru o durata de supravietuire mai mica (Tabel 3.3.).

De asemenea, asa cum se observa in tabelul 3.3., pentru intreg lotul de pacienti cu LAM,
numirul de leucocite la diagnostic >100.000/mm3(p=0.650,HR:1.284), identificarea mutatiilor
FLT3-ITD (p=0.392, HR:1.815), precum si prezenta sindromului CID in momentul
diagnosticului(p=0.591, HR:1.372), influenteaza negativ supravietuirea globala, dar nu intr-un
mod semnificativ statistic. Mutatiile NPM1, prezenta PML-RAR alfa si CBF beta-MYH11

cresc durata supravietuirii, dar nu semnificativ din punct de vedere statistic.

Tabel 3.3. Analiza multivariatd prin regresie Cox pentru factorii independenti de prognostic ai
supravietuirii globale in lotul de pacienti cu LAM

95% CI pentru HR

p HR
Sex .004 3.589 1.516 8.499
Varsta >10 ani .030 2.921 1.106 7.710
Numir leucocite >100.000/mm? la debut 650 1.284 A37 3.774
Hepato-splenomegalie .008 3.887 1.415 10.679
Hipertofie gingivala la debut 592 746 .256 2.174
Blasti in sangele periferic > 50% la debut 819 .892 335 2.378
CID la debut 591 1.372 433 4.346
Mutatii NPM1 249 242 .022 2.703
Mutatii FLT3-1TD 392 1.815 464 7.091
PML-RAR alfa 744 781 77 3.448
CBF beta-MYH11 735 .663 .061 7.159
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Analiza multivariata prin modelul regresiei Cox, a relevat faptul ca sexul masculin (p=0.005,
HR:3.352, 95%CI:1.444-7.779), hepato-splenomegalia importanta in momentul diagnosticului
(p=0.006, HR: 3.931, 95% CI: 1.484-10.412) si varsta la diagnostic peste 10 ani (p=0.029,
HR:2.846, 95%CI:1.111-7.291) sunt factori predictori independenti semnificativi din punct de
vedere statistic pentru o ratd a EFS mai mica.

De asemenea, se poate observa ca, pentru intreg lotul de pacienti cu LAM, numarul de leucocite
la diagnostic >100.000/mm3(p=0.454, HR:1.476), identificarea mutatiilor FLT3- ITD
(p=0.383, HR: 1.818) la diagnostic si prezenta CID in momentul diagnosticului (p=0.795, HR:
1.160), sunt factori care influenteaza negativ rata EFS, dar nu intr-un mod semnificativ din
punct de vedere statistic. in lotul de pacienti analizat, mutatiile NPM1 (p=0.254, HR: 0.244),
prezenta PML-RAR alfa (p=0.893, HR: 0.904), si prezenta CBF beta-MYH11(p=0.540, HR:

0.481) cresc rata de EFS, dar nu semnificativ din punct de vedere statistic.

3.3.2. Analiza pacientilor cu LAM3 PML-RARA pozitiv versus lot pacienti cu LAM
excluzand LAM3

Tn perioada 2010-2019 au fost confirmate 10 cazuri de LAM3 din totalul de 54 de LAM
diagnosticate, ceea ce inseamna un procent de 18,5% din totalul cazurilor de LAM. Doi pacienti
au avut asociate mutatii ale FLT3-ITD si unul dintre pacienti a avut mutatia NPM1 asociata
transcriptului PML-RARA. La toti cei zece pacienti cu LAMS3, s-a detectat gena de fuziune
PML-RARA, doi pacienti au avut descrisa si izoforma, la unul dintre pacienti fiind detectata
izoforma berl si la celdlalt pacient, izoforma ber2.

Conform clasificarii Sanz (Sanz et al, 2019) care tine cont de numarul de leucocite si de
numarul de trombocite in momentul diagnosticului, 4 cazuri au fost incadrate in grupul high-
risk, 4 cazuri n grupul de risc intermediar si doua cazuri in grupul low risk.

Se remarca numarul de trei decese precoce ale copiilor cu LAM3, in primele zile dupa
momentul diagnosticului, toate cele trei decese fiind prin hemoragii severe Tn contextul in
sindromului de CID cu fibrinoliza de la debut. Mediana numarului de zile de la diagnostic la
deces a fost de 5 zile. Doud dintre cazurile de hemoragie cerebrald ce au avut loc in primele
zile ale inductiei au fost in randul pacientilor incadrati in grupa high risk, avand un numar de

leucocite la diagnostic > 10.000/mm? (143.000/mm?, respectiv 13.590/mm?3).
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Un singur pacient a prezentat recidiva bolii, iar decesul acestui pacient s-a produs prin
manifestare hemoragica secundara progresiei bolii. O pacienta a decedat prin progresia bolii,
ca urmare a refuzului de a efectua protocolul de tratament. Cinci pacienti trdiesc, se afld in
remisiune completa si toti au Incheiat protocolul de chimioterapie.

Nici un pacient cu LAM 3 nu a efectuat transplant de celule stem. Supravietuirea globala a
pacientilor cu LAM3 a fost de 50%, media estimata a supravietuirii fiind de 5 + 1 ani (1,9 ani-
8 ani), iar probabilitatea de supravietuire fara evenimente (rata de EFS) a fost de 50%. S-a
observat cad supravietuirea globald a fost mai mare pentru pacientii de sex feminin (75%)
comparativ cu sexul masculin (33,3%), dar fara a se inregistra o diferenta semnificativ statistic
(p =0. 234).

Supravietuirea globald pentru lotul de pacienti cu LAM excluzand pacientii
diagnosticati cu LAMS3 a fost de 45,5%, cu o durata medie estimata a supravietuirii de 5,2 +
0,7 ani (3,6 - 7,6 ani). Probabilitatea supravietuirii fara evenimente (EFS) a fost de 43,2%, cu
media estimata a duratei de supravietuire fara evenimente de 4,9 £ 0,7 ani (3,3 ani - 6,5 ani).
Supravietuirea pacientilor care au reusit sd obtina remisiunea completa la bilantul din ziua 28,
dupd prima curd de Inductie a fost de 73,9%, semnificativ mai mare decat supravietuirea
globala a pacientilor care au obtinut doar remisiune partiala dupa prima cura de Inductie care
a fost de 20% (p = 0.003, HR: 3.729; Cl 95%: 1.894-7.341).

Supravietuirea globald a pacientilor care au prezentat recidiva bolii a fost mica (14,3%),
comparativ cu supravietuirea globala de 51,4 % pentru pacientii la care nu s-a inregistrat
recidiva bolii (p = 0.292). Media estimata a duratei de supravietuire pentru pacientii cu recidiva
abolii afostde 1,6 £ 0,63 ani (0,4 ani — 2,8 ani), iar pentru pacientii fara recidiva a bolii, media
estimata a duratei de supravietuire a fost de 5,7 + 0,88 ani (4 ani — 7, 4 ani).

In ceea ce priveste supravietuirea globald a pacientilor care au efectuat transplant de celule
stem hematopoietice, aceasta a fost de 50% fata de 44,4% supravietuirea globald pentru
pacientii care nu au efectuat transplant, fard a se constata o diferentd semnificativa statistic
intre cele doud grupuri de pacienti, (p = 0.418).

Luind in considerare variabilele care ar putea influenta probablitatea aparitiei decesului
precoce in inductie, analiza multivariata prin modelul regresiei a evidentiat ca adolescentii cu
varsta peste 14 ani (p = 0.031, Odds Ratio: 20.219, 95% CI: 1.326-308.349) si pacientii cu o
valoare a LDH > 1.000 U/I la debutul bolii (p = 0.037, Odds Ratio: 13.116, 95% CI: 1.164-

147.797) au un risc semnificativ statistic mai mare de deces in primele 28 de zile.
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Tabel 3.4 Analiza comparativa a lotului de pacienti cu LAM excluzand LAM3 versus lotul de pacienti

cu LAM3
LAM LAM3 PML-RARA | p
n=44 pozitiv
n=10
Sex 0.345
Masculin 19 (43,2%) 6 (60%)
Feminin 25 (56,8% 4 (40%)
Sindrom Down 4 (9,1%) 0 (0%) 0.331
Mediana varstei la 11,3 ani 9,6 ani 0.404
diagnostic (0,1-17,9) (1,4-15,5)
Mediana leucocite la 25.190/mm? 7.125/mm? 0.049
diagnostic (14.805-93.260) (900-143.000)
Mediana Trombocite la | 27.500/mm? 15.000/mm?® 0.084
diagnostic (2.000-261.000) (4.000-231.000
Mediana LDH la debut | 1.221 U/l 665 U/I 0.031
(316-11.550) (313-3.164)
Subtip FAB
M1 3(6,81%)
M2 13 (29,54%)
M4 6 (13,63%)
M5 16 (36,36%)
M7 6 (13,63%)
CID la debut 11 (25%) 10 < 0.0001
Anomalii moleculare
AML-ETO 0 (0%)
CBF beta-MYH11 2 (4,5%)
NPM1 2 (4,5%) 1(10%) 0.506
FLT3 4(9,1%) 2 (20%) 0.331
PML-RARA 10 (100%)
Remisiune completi 23(52,3%) 6(60%) 0.124
dupa prima cura
Inductie
Deces precoce 10 (22,7%) 3 (30%) 0.635
Recidivi 7 (15,9%) 1(10%) 0.643
Mortalitate legata de 10 (22,7%) 0 (0%) 0.098
tratament
Supravietuire globala 20 (45,5%) 5(50%) 0.799
EFS 19 (43,2%) 5 (50%) 0.702
Transplant 8 (18,2%) 0 (0%)
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3.3.3. Analiza lotului de pacienti cu LAM FLT3 versus lotul de pacienti cu LAM fara

mutatii FLT3

Tabel 3.5. Analiza comparativa a lotului de pacienti cu LAM FLT3-ITD versus lotul de pacienti fara

mutatii FLT3-ITD (aspecte biologice si moleculare)

LAM FLT3-ITD

LAM fara mutatii FLT3- 0

pozitiv ITD
INumar 6 48
Varsta mediana la diagnostic 13,65 (8-16,9) 8,6 (0,1-17,9) 0.104
\arsta peste 10 ani 5 (83,3%) 23 (47,9%) 0.105
Sex 0.850
M 3 (50%) 02 (45,8%)
F 3 (50%) 26 (54,2%)
('}’i':dr']f):?ié‘“mar Leucocitela a5 gop/mms 18.790/mm? 0.315
g (3.380-593.260/mm?)  [(900-487.000)
Mediana Hb 6,59/dl (5-10,8) 7,2 (2,3-15) 0.794
?edlana. numér trombocite la -y g 500/mmg 27.000/mm? 0.378
iagnostic
Blasti in sangele priferic >50% 4 (66,7%) 16 (33%) 0.149
Hepato-splenomegalie la debut 2 (33,3%) 22 (45,8%) 0.570
CID la debut 5 (83,3%) 16 (33,3%) 0.017
Infiltrare SNC 0 (0%) 4 (8,3%) 0.472
Subtip FAB
M1 0 (0%) 3 (6,3%)
M2 3 (50%) 10 (20,8%)
M3 2 (33,3%) 8 (16,7%) 0.331
M4 1 (16,7%) 5 (10,4%)
M5 0 (0%) 16 (33,3%) 0.095
M7 0 (0%) 6 (12,5%)
Anomalii moleculare
PML-RARA 2 8 0.326
CBF beta-MYH11 0 2 (4,2%) 0.618
NPM1 2 (33,3%) 1(2,1%) 0.001
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Se observa din tabelul 3.5, mediana varstei la diagnostic mai mare pentru pacientii care
prezinta mutatii FLT3 ITD (mediana varstei la diagnostic de 13,6 ani comparativ cu varsta
mediana la diagnostic de 8,6 ani a pacientilor cu LAM care nu prezintd mutatii FLT3-1TD, p =
0.104). De asemenea, pacientii cu mutatii FLT3 ITD prezinta mediana numarului de leucocite
la diagnostic mai mare decat pacientii care nu prezinti mutatii FLT3 (32.655/mm? comparativ
cu 18.790/mm?), firi a exista totusi o diferentd semnificativa din punct de vedere statistic (p =
0.315).

Este de remarcat faptul ca 83,3% dintre pacientii cu mutatii FLT3 au avut sindrom CID
la momentul diagnosticului, in comparatie cu doar 33,3% dintre pacientii fara mutatii FLT3,
remarcandu-se o diferentd semnificativa din punct de vedere statistic intre cele doud grupuri

de pacienti (p = 0.017).

Tabel 3.6. Evolutia si raspunsul la tratament pentru lotul de pacienti cu mutatii FLT3-1TD versus lotul
de pacienti fara mutatii FLT3-1TD

LAM FLT3 pozitiv LAM FLTS3 negativ

n==6 n =48 P
Remisiune completa 3 (50%) 26 (54,2%) 0.780
Remisiune partiala 1 (16,7%) 9 (18,8%)
Moarte precoce 1(16,7%) 12 (25%) 0.660
Recidiva 1(16,7%) 7 (14,6%) 0.859
Supravietuire 2 (33,3%) 23 (47,9%) 0.509
EFS 2 (33,3%) 22 (45,8%) 0.588
Transplant 1(16,7%) 7 (14,6%) 0.859

Supravietuirea globalad pentru lotul de pacienti LAM cu mutatii FLT3 ITD a fost de
33,3% £ 10,2% comparativ cu 47,9% =+ 7,2% supravietuirea globalad in lotul de pacienti cu
LAM fara mutatii FLT3 ITD (p = 0.509). Durata medie estimata a supravietuirii pentru
pacientii cu mutatii FLT3 a fost de 2,8 + 1,2 ani (0,4 — 5,2), in timp ce durata medie estimata
a supravietuirii pentru pacientii fara mutatii FLT3 a fost de 5,4 + 0,7 ani (3,9 — 6,9).

Probabilitatea supravietuirii fard evenimente (EFS) a fost de 33,3% pentru lotul de
pacienti cu LAM si mutatii FLT3 fata de 45,8% pentru pacientii fara mutatii FLT3 (p = 0.588)

(Figura 3.3.), neobservandu-se o diferenta semnificativa din punct de vedere statistic. Durata
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medie de supravietuire fara evenimente a fost de 2,6 + 1,2 ani (0,14 ani — 5,13 ani) pentru

pacientii cu mutatii FLT3 si 5,2 + 0,76 ani (3,7 ani-6,7ani) pentru pacientii fara mutatii FLT3.
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Figura 3.3. Curbele Kaplan-Meier pentru supravietuirea liberd de evenimente (EFS) pentru lotul de
pacienti fard mutatii FLT3(linia albastra) versus lotul de pacienti cu mutatii FLT3 (linia rosie)

3.3.4. LAM si Trisomia 21 (Sindrom Down)

In lotul de pacienti inclusi in acest studiu, doar patru copii au prezentat asocierea
Sindrom Down si LAM, reprezentand un procent de 7,4% din totalul de pacienti diagnosticati
cu LAM. Intrucat numairul de pacienti cu Sindrom Down si leucemie acuti este mic, am
incercat realizarea unui lot mai mare de copii cu Sindrom Down si LAM prin addugarea la cei
patru pacienti a unor pacienti diagnosticati in alte doud centre din tard, unul pediatric
(Institutul Clinic Fundeni, Clinica de Pediatrie) si altul de adulti (Institutul Clinic Fundeni,
Clinica de Hematologie). Astfel, in studiul observational retrospectiv publicat in 2021, s-a
analizat un lot de 21 de pacienti cu Sindrom Down si leucemie acuta, diagnosticati in cele trei

centre de hemato-oncologie, dintre care sapte pacienti au fost cu LAM si Sindrom Down.
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Grupul acestora a fost analizat comparativ cu lotul pacientilor cu LAM fard Sindrom Down.
(Schmidt et al, 2021 a).

Studiul a relevat faptul ca varsta in momentul diagnosticului a fost mai mica pentru
pacientii cu Sindrom Down si LAM (2,5 ani) decat pentru cei care au avut doar LAM (11,2
ani) (p = 0.151). Mediana numarului de leucocite la diagnostic a fost mai mare pentru copiii
cu Sindrom Down decét pentru cei doar cu LAM (93.040/mm?®, versus 21.500/mm?®, dar fira
o diferentd semnificativd din punct de vedere statistic, p = 0.834). A existat insd o corelatie
semnificativa (p = 0.002) intre subtipul morfologic LAM 7 conform clasificarii FAB si
asocierea Sindrom Down si LAM. Unul dintre pacienti a prezentat la examenul citogenetic
asociat trisomiei 21, trisomia 11, inversia cromozomului 11 si duplicatia bratului lung al
cromozomului 1.

Complicatiile postchimioterapie ale copiilor cu LAM si Sindrom Down au fost mai
putin severe decat ale copiilor cu LAL si Sindrom Down si au constat mai ales In mucozite
severe (42,8% dintre pacienti), sepsis (14,2%), infectii cutanate (28,5%), manifestari
hemoragice (28,5%). Mortalitatea asociata cu toxicitatea terapiei a fost de 14,2%, asemanatoare
cu cea Intalnitd in LAM féara Sindrom Down (16%).

Supravietuirea globald a fost mai buna pentru pacientii cu Sindrom Down si LAM
decat pentru cei doar cu LAM (57,1% comparativ cu 45,1%, p = 0.479), dar fara o diferenta
semnificativa din punct de vedere statistic. Datele in legaturd cu supravietuirea globald au
corespuns cu cele din alte studii din literatura care au demonstrat o supravietuire mai buna
pentru copiii cu Sindrom Down si LAM (Qiao, 2018).

Este de remarcat particularitatea recidivei extramedulare, la nivelul pleoapei inferioare drepte
in cazul unei paciente cu LAM?7 si Sindrom Down. Ciclurile de tratament cu doze mari de
Cytarabin au fost foarte eficiente si au confirmat rezultatele anterioare publicate in literaturd in
studii ex-vivo Tn Cceea ceea ce priveste sensibilitatea crescutd a mieloblastilor din LAM asociata
cu Sindromul Down (Taub, 1999). De asemenea, trialul AAML 0431 a demonstrat ca utilizarea
precoce in protocolul de prima linie a curelor cu doze mari de Cytarabin imbunatateste rata de

supravietuire si de raspuns a copiilor cu Sindrom Down si LAM (Taub, 2017).

23



Capitolul 4

Studiul 2. Analiza moleculara si impactul acesteia asupra managementului
si supravietuirii in LAL la copil si adolescent

4.1.0Obiective

1. Analiza rezultatelor evaluarii moleculare a pacientilor cu LAL pediatricd si
identificarea corelatiilor dintre prezenta anomaliilor moleculare, tabloul biologic,
raspunsul, complicatiile la tratament, rata de supravietuire si de EFS.

2. Analiza rolului pe care l-a avut biologia moleculara in stabilirea conduitei
terapeutice.

3. Identificarea diferentelor in ceea ce priveste supravietuirea globald a pacientilor si
a factorilor care au avut impact semnificativ asupra supravietuirii.

4. Analiza lotului de pacienti cu rearanjament ETV6-RUNX1 in comparatie cu lotul
de pacienti care nu au prezentat rearanjament ETV6-RUNX1.

5. Analiza in detaliu a pacientilor cu Sindrom Down si LAL.

4.2. Pacienti si metode

Criterii de eligibilitate:
1. Pacient cu LAL nou diagnosticata conform criteriilor OMS si FAB in cadrul Spitalului
pentru Copii ”’Sf. Maria” lasi in perioada ianuarie 2010 - decembrie 2019.
2. Varsta pacientului intre 0-18 ani.
3 Consimtamant semnat de unul dintre parintii pacientului privind acceptul investigatiilor

medicale si utilizarii datelor din fisa de observatie in cercetare stiintifica.

Criterii de excludere:
1. Lipsa datelor privind analiza moleculara sau imunofenotipica la debut.
2. Lipsa datelor necesare monitorizarii evolutiei pacientului.
3. Nesemnarea de catre parinti a consimtamantului privind acceptul investigatiilor medicale si

utilizarii datelor din fisa de observatie 1n cercetarea stiintifica.
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Au fost evaluati pentru eligibilitate un numar de 173 de pacienti cu diagnosticul de LAL si
au fost inrolati in acest studiu retrospectiv observational 165 de pacienti diagnosticati cu LAL
in perioada ianuarie 2010- decembrie 2019 1in cadrul Sectiei de Hemato-Oncologie a
Spitalului pentru Copii ”Sf. Maria” Iasi. Au fost exclusi opt pacienti pentru care nu au fost
disponibile datele necesare privind monitorizarea evolutiei. Pacientii au fost urmariti pana la
deces sau pana la data de referinta 1 iulie 2021. Mediana duratei de urmarire a fost de 5 ani
(1lund —11,5 ani). Studiul retrospectiv al foilor de observatie ale pacientilor a fost aprobat de
Comitetul Etic al Spitalului pentru Copii “Sf. Maria” lasi (6877/26.02.2020).

Proceduri de diagnostic

Diagnosticul pacientilor s-a efectuat conform criteriilor OMS (Arber, 2016), toti
pacientii au avut la diagnostic aspirat medular cu flow-citometrie in acord cu criteriile grupului
european de caracterizare imunologica a leucemiilor (Bene, 1995) si analiza moleculara pentru
genele de fuziune ETV6-RUNX1(TEL-AML1), TCF3-PBX1(E2A-PBX1), BCR-ABL1 p190,
MLL-AF4, SIL-TAL efectuatd prin RT-PCR. Din 2017, raspunsul la tratament s-a evaluat si
prin boala minima reziduala realizatd prin flow-citometrie multiparametrica (Theunissen,
2017).

Remisiunea completa a fost definita conform criteriilor International Working Group (Cheson,
2003). Remisiunea partiala a fost definita ca existenta unui procent de blasti In maduva osoasa
ntre 5-25% in ziua 33 a tratamentului. Raspunsul nefavorabil la prednison a fost definit ca un
numir de blasti > 1.000/mm? in sangele periferic in ziua 8 a tratamentului. Boala minima
reziduala se considera pozitiva la valori >0.01%. Recidiva a fost definita ca recurenta leucemiei
indiferent de localizare, toxicitatea postterapie a fost definita conform criteriilor versiunii 5.0.
a Criteriilor Comune pentru Toxicitate si Efecte Adverse (CTCAE). Decesul precoce a fost
definit ca decesul aparut in primele 33 de zile dupa diagnostic. Infiltrarea in sistemul nervos
central (SNC) reprezinti prezenta in lichidul cefalo-rahidian a peste 5 blasti/mm?®.

Pacientii cu varsta intre 1-18 ani au fost tratati cu protocolul de chimioterapie ALL IC BFM
2002 (Stary, 2014). Pacientii cu raspuns nefavorabil la prednison in ziua 8 sau lipsa remisiunii
complete in ziua 33 sau prezenta de anomalii moleculare cu prognostic nefavorabil la debutul
bolii, au fost incadrati in bratul de tratament de risc inalt al protocolului si au efectuat bratul
HR-2B(BFM) al protocolului, iar restul pacientilor au efectuat bratul de risc standard SR-2.

Toti pacientii au efectuat in inductie Dexametazona ca tip de corticoterapie.
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Pacientii cu LAL BCR-ABL1 pozitiv au asociat Imatinib la protocolul de chimioterapie ALL
IC BFM 2002. Pacientii cu varsta < 1 an au efectuat protocolul INTERFANT 1999 (Pieters,
2007).

Analiza statistica

Analiza statistica a fost efectuata utilizand programul de analiza statistici IBM SPSS,
versiunea 25.0 (Armonk, NY). Analiza descriptiva a fost realizatd utilizdnd analiza frecventelor
si procentelor pentru variabilele de tip categorial si mediana cu valorile minime i maxime
pentru variabilele de tip cantitativ. Supravietuirea globala a fost calculata ca timpul de la data
diagnosticului pand la data decesului sau data ultimei evaluari. Supravietuirea liberd de
evenimente (EFS) a fost calculata ca timpul de la data diagnosticului la data primului
eveniment precum decesul, recidiva, rezistenta la tratament, a doua malignitate sau data ultimei
evaludri daca nu a aparut nici un eveniment dintre cele mentionate mai sus. Supravietuirea
globala si supravietuirea libera de evenimente (EFS) au fost evaluate cu ajutorul curbei Kaplan-
Meier. Subgrupurile au fost comparate utilizand testul log-rank (Mantel-Cox). Valoarea p a
fost consideratd semnificativa din punct de vedere statistic la valori <0.05. Modelul regresiei
Cox a fost utilizat pentru analiza multivariata a supravietuirii globale si a supravietuirii libere
de evenimente (EFS). Analiza bivariatd a fost folositd pentru analiza corelatiilor intre
variabilele observate. Am utilizat regresia logisticd multipla pentru analiza corelatiei intre doua

sau mai multe variabile independente si o singura variabila dependenta.

Variabilele obtinute din foile de observatie care au fost analizate au fost:

e parametri demografici (sex, varsta, pentru varsta s-a utilizat atat variabila de tip
cantitativ cat si variabile de tip categorial, varstd <1 an, varsta 1-10 ani, varsta 10-14
ani, varsta >14 ani

e intervalul anului de diagnostic (intervalele 2010-2014 si 2015-2019)

e asocierea cu sindromul Down

e parametri clinici la debut (modalitate de debut, manifestari hemoragice, Th momentul
diagnosticului, hepatomegalie, splenomegalie, masa mediastinald, adenopatii)

¢ valorile hematologice la debut: numar leucocite, valoare Hb, valoare trombocite,
procent blasti in sange periferic si in aspiratul medular (variabile de tip cantitativ),
pentru numarul de leucocite la debut, s-au utilizat si variabilele de tip categorial,

leucocite >50.000/mm? si leucocite > 100.000/mm?
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e Dbiologia moleculara la debut, ETV6-RUNX1(TEL-AML1), TCF3-PBX1(E2A-PBX1),
BCR-ABL1 p190, MLL-AF4, SIL-TAL

e imunofenotipul

e examenul citogenetic

o tipul de celule precursoare determinat prin imunofenotipare

o infiltrarea SNC la debut

e raspunsul la Prednison evaluat in ziua 8 a terapiei

e remisiunea in ziua 33

e Dboala minima reziduala 1n ziua 33, boala minima reziduala la evaluarile succesive

e incadrarea in grupa de risc Tnalt

e toxicitatea terapiei, tipurile de complicatii in functie de faza de tratament

e toxicitatea la L-asparaginaza, alergia la L-asparaginaza, hepatotoxicitatea la L-
asparaginaza, tromboze post L-asparaginaza, hiperglicemie, hipertrigliceridemie,
osteonecroza post L-asparaginaza, pancreatita post L-asparaginaza, hipoproteinemia
post L-asparaginaza

e mortalitatea pana in ziua 33 a inductiei, mortalitatea in remisiunea completa

e cauzele de deces

e recidiva, tipul de recidiva

e supravietuirea

e supravietuirea liberd de evenimente (EFS)

4.3. Rezultate

4.3.1 Caracteristici lot pacienti cu LAL

Tabelul 4.1. sintetizeaza caracteristicile biologice si moleculare ale lotului analizat de pacienti
cu LAL.

Din punct de vedere al biologiei moleculare, 37 dintre pacienti (22,4%) au avut modificari
detectate prin RT-PCR, la trei (1,8%) dintre pacienti s-a identificat rearanjament BCR-ABL1,
la 7(4,2%) pacienti s-a pus in evidentad gena de fuziune TCF3-PBX1 (E2A-PBX1), 25 pacienti
(15,2%) au prezentat gena de fuziune ETV6-RUNX1(TEL-AML1), 3 pacienti (1,8%) au avut
la diagnostic prezent rearanjamentul MLL-AF4 si 3 pacienti (1,8%) au avut rearanjamentul

BCR-ABL P190. (Figura 4.1.). Examenul cariotipului a fost disponibil pentru 20 pacienti,
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dintre care trei pacienti au avut trisomie 21, unul dintre ei asociata cu translocatia robertsoniana
t(140;21q), trei pacienti au prezentat cromozom Philadelphia, un pacient a prezentat asocierea
t(21;21) cu der(1)p22, del1p13, der(1:6), un pacient a prezentat del cr2, del cr5, del cr6, addcrl,

addcrl1, addcrX, iar restul de 12 pacienti au avut cariotipul normal.

Tabel 4.1.

Caracteristici biologice si moleculare ale lotului de pacienti cu LAL

Numar cazuri LAL

n=165

Mediana varstei la diagnostic
Adolescenti >14 ani
Varsta 10-13,9 ani
Varsta 1-10 ani

5,4 ani (0,1-17,1 ani)
25 (15,2%)
24 (14,5%)
112 (67,9%)

Varsta<1lan 4 (2,4%)
Sex

Masculin 108 (65,5%)

Feminin 57 (34,5%)

Sindrom Down

3 (1,8%)

Numar leucocite la diagnostic (mediana,range)

12.250/mm3 (420-1.000.000)

Hb la diagnostic (mediana, range)

6,8g/dl (2-13,5)

Numar trombocite la diagnostic (mediana, range)

37.000/mm?3(2.000-573.000/mm?)

Procentul de blasti in singe periferic (mediana,
range)

46% (0-90%)

Mediana valorii LDH la diagnostic

951 U/l (151-18.297)

LAL-T/LAL-celula precursoare B

26/139 (15,8%/84,2%)

Infiltrare sistem nervos central (SNC) 12 (7,3%)
Anomalii moleculare 37(22,4%)
TCF3-PBX1 (E2A-PBX1) 7(4,2%)
ETV6-RUNX1 (TEL-AML1) 25(15,2%)
MLL-AF4 3(1,8%)
SIL-TAL 0(0%)
BCR-ABL P190 3(1,8%)

Pentru intreg lotul de 165 pacienti cu LAL si o duratd mediana de follow-up de 5 ani (1 luna-
11,5 ani), supravietuirea globald la 5 ani a fost de 74,5% + 3,6%. Durata medie estimata a

supravietuirii globale a fost de 8,71 = 0,3 ani (7,9-9,4) ani. Rata de EFS la 5 ani a fost de 71,3%
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* 3,6%, iar durata medie estimata a supravietuirii libere de evenimente a fost de 8,35 + 0,3 ani
(7,6-9,1) ani. Supravietuirea globala a fost mai mare pentru pacientii diagnosticati in intervalul
2015-2019 fata de cei diagnosticati in intervalul 2010-2014, 82,2% versus 68,5%, dar fara a
se constata o diferenta semnificativa statistic (p = 0.082). Rata de recidiva a fost de 14,5%, 24
dintre pacienti prezentand recidiva bolii, 15(9%) au avut recidiva medulara, 6(3,63%) pacienti
au avut recidiva SNC, iar trei(1,8%) pacienti au avut recidivd combinatd ( SNC + medulara).
19(11,51%) recidive au fost precoce, iar 5(3%) pacienti au avut recidive tardive. Trei pacienti
au avut a doua recidiva a bolii.

Trei pacienti au efectuat transplant de celule stem hematopoietice, doi dintre ei allotransplant
de la un donator neinrudit si unul haplotransplant avand ca donator mama. La doi dintre
pacienti, allotransplantul a fost dupa prima recidiva (recidiva precoce SNC intr-un caz si
recidivd combinata tardiva in alt caz), iar la al treilea, a fost un haplotransplant in prima
remisiune completa. Un pacient a avut a doua recidiva a bolii dupd aproximativ un an de la
allotransplant. Dintre cei trei pacienti care au efectuat transplant, doi supravietuiesc si al treilea
a decedat ca urmare a complicatiilor post haplotransplant.

42 dintre pacienti au decedat, cauzele de deces fiind progresia bolii (19), infectii (15),
toxicitate postchimioterapie (5), manifestari hemoragice (2), complicatii post haplotransplant

(1).(Figura 4.2.)

Anomalii moleculare

» TCF3-PBX1 (E2A-PBX1) = ETV6-RUNX1 (TEL-AML1)
= MLL-AF4 BCR-ABL P190

= Fara modificari

Figura 4.1. Analiza anomaliilor moleculare
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Cauze de deces
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Figura 4.2. Cauze deces pacienti cu LAL

Tabel 4.2. Evolutie si raspuns la tratament lot pacienti cu LAL

Numar (procent)
Raspuns zi § tratament
Corticorezistenta zi 8 23(13,9%)
Corticosensibilitate zi 8 141(85,5%)
Remisiune completa zi 33 155(93,9%)
Boala minima reziduala n=34
Negativa 26(76,47%)
Pozitiva 8(23,5%)
Decese in inductie 9(5,4%)
Decese in remisiune completa dupa ziua 33 6(3,63%)
Incadrare grupa de risc Tnalt 33(20%)
Recidiva 24(14,5%)
Medulara 15(9%)
SNC 6(3,63%)
Combinate 3(1,8%)
Precoce 19(11,51%)
Tardive 5(3%)
Transplant 3(1,8%)
Supravietuire globala 123(74,5%)
Supravietuire libera de evenimente (EFS) 117(70,9%)
Mediana duratei de follow-up 5 ani (1 luna- 11,5 ani)
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Boala minima reziduala (BMR) realizatd prin flow-citometrie multiparametricd pentru
evaluarea din ziua 33 a fost disponibild pentru 34 de pacienti. La toti pacientii care au avut
gene de fuziune evidentiate prin RT-PCR la diagnostic, boala minima reziduala s-a efectuat si
prin examinare RT-PCR. 8 dintre pacienti au avut BMR pozitiva (> 0,01%) si 26 pacienti au
avut BMR negativd. S-a constatat ca supravietuirea globald a pacientilor cu BMR negativa a
fost semnificativ statistic mai mare comparativ cu supravietuirea pacientilor cu boala minima
reziduala pozitiva (92,3% fata de 50%, p = 0.002) (Figura 4.3.).

Supravietuirea globala a fost semnificativ statistic mai mare in lotul de pacienti care au prezen-
tat raspuns favorabil la Prednison in ziua 8 comparativ cu lotul de pacienti la care s-a constatat
corticorezistenta in ziua 8 (80,1% comparativ cu 39,1%, p <0.0001). Rata de recidiva fost mai
mare 1n randul pacientilor cu raspuns nefavorabil in ziua 8 a tratamentului comparativ cu cea a

pacientilor cu raspuns favorabil in ziua 8 (26,1% versus 12,8%, p = 0.098).

Supravietuire globala
Boala minima

100% H 0 =
NP reziduala
L BMR negativ — Boala minima reziduala

— H ' neqgativa
__— Boala minima reziduala
. pozitiva

§ | Boala minima reziduala
o neqativi-censored
= Boala minimé reziduald
g L +puz|twé -censored
= a0%
o
3
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©
2
i
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= 4% BMR pozitiv
3
o +
o]
| =
o

20%

p=0.002
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Ani

Figura 4.3. Curba Kaplan-Meier a supravietuirii globale pentru pacientii cu BMR negativ (linia
albastrd), comparativ cu cea a supravietuirii globale pentru pacientii cu BMR pozitiv in ziua 33 (linia
rosie).
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4.3.2. Analiza factorilor de prognostic ai supravietuirii in LAL pediatrica

Analiza univariata a factorilor de prognostic ce influenteaza supravietuirea globala a
pacientilor cu LAL a identificat varsta < 1 an (p =0.021, HR: 9.389; 95% CI:0.949-92.381),
valoarea leucocitelor la debut > 50.000/mm3 (p =0.021,HR: 2.412; 95% CI:1.126-5.169),
infiltrarea SNC la debut (p =0.007, HR:4.720; 95% CI:1.410-15.798), prezenta transcriptului
BCR-ABL1(p =0.03, HR:1.077; 95% CI1:0.990-1.171), raspunsul nefavorabil la Prednison in
ziua 8 (p <0.0001, HR: 6.278; 95% Cl:2.467-15.975), boala minima reziduala pozitiva in ziua
33 ca factori de prognostic negativ (p =0.006, HR:12.00; 95% CI:1.623-88.702). De asemenea,
sexul masculin (p =0.015, HR:0.414; 95% CI:0.202-0.849) si varsta la diagnostic in intervalul
1-10 ani (p =0.027, HR:0.444; 95% C1:0.215-0.918) au fost identificati ca factori de prognostic
favorabil (Tabel 4.3.).

Tabel 4.3. Analiza univariatd a factorilor care influenteaza supravietuirea

Variabila p HR | 95% CI

Sex M/F 0.015 0.414 | 0.202-0.849
Varsta<1an 0.021 9.385 | 0.949-92.831
Varsta 1- 10 ani 0.027 0.444 | 0.215-0.918
Adolescenti >14 ani 0.070 2.250 | 0.922-5.491
L > 50.000/mm? 0.021 2.412 | 1.126-5.169
Infiltrare SNC la debut 0.007 4.720 | 1.410-15.798
LAL-T 0.243 1.701 | 0.693-4.172
TEL-AML1 0.239 0.511 | 0.165-1.586
E2A-PBX1 0.488 0.476 | 0.056-4.070
MLL-AF4 0.098 6.100 | 0.539-69.073
BCR-ABL1 0.03 1.077 | 0.990-1.171
Raspuns zi 8 <0.0001 | 6.278 | 2.467-15.975
Boala minima reziduala zi 33 | 0.006 12.00 | 1.623-88.702
Brat risc inalt 0.108 1.943 | 0.858-4.401
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Pentru a aprofunda analiza factorilor de prognostic in LAL si a identifica existenta factorilor
de predictie independenti ai supravietuirii, s-a utilizat metoda de analizad multivariatd prin
modelul regresiei Cox introducand in analiza variabilele care au avut un impact semnificativ
in analiza univariata si variabila TEL-AMLI, cea mai frecventd anomalie moleculard in LAL

pediatrica (Tabel 4.4.).

Analiza multivariata pentru supravietuirea globala a identificat in lotul de pacienti cu LAL ca
boala minima reziduald in ziua 33 a inductiei reprezintd singurul factor predictiv independent
al supravietuirii (p=0.042; HR:24.432; 95% CI:1.123-531.486). De asemenea, boala minima
reziduala in ziua 33 a reprezentat si singurul factor predictiv independent al supravietuirii libere
de evenimente precum recidiva, decesul sau a doua malignitate (p=0.007; HR:40.312; 95%
Cl:2.798-580.691).

Tabel 4.4. Analiza multivariata a supravietuirii prin metoda regresiei Cox

95.0% CI pentru HR

Analiza supravietuirii B SE p Hazard Ratio
Réaspuns zi 8 tratament 2.226 2.397 .353 9.264 .084 1017.364
Boala minima reziduala 3.196 1.571 .042 24.432 1.123  531.486
Sex -.414 1.531 .787 .661 .033 13.284
Varsta 1-10 ani -1.987 1.276 .119 137 .011 1.671
Infiltrare SNC la debut 2.417 2.643 .360 11.214 .063 1991.986
Leucocite > 50.000 la debut 1.211 2.284 .596 3.357 .038  295.280
TEL-AML1 131 1.743 .940 1.140 .037 34.724
95.0% CI pentru HR
EFS B SE p HR
Raspuns zi 8 tratament 1.583 2.534 .532 4.870 .034  699.247
Boala minima reziduala 3.697 1.361 .007 40.312 2.798 580.691
Sex .607 1.163 .602 1.835 .188 17.947
Varsta 1-10 ani -1.907 1.059 .072 .148 .019 1.183
Infiltrare SNC la debut 2.894 2.692 .282 18.061 .092 3531.847
Leucocite >50.000 la debut .226 2.444 .926 1.254 .010 150.960
TEL-AML1 -.073 1.359 .957 .929 .065 13.337
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4.3.3. LAL si Sindrom Down

O categorie speciala de pacienti, cu particularitati distincte biologice si de evolutie, este
reprezentatd de pacientii care au sindrom Down si LAL. Trialurile clinice existente tind sa
excluda pacientii cu LAL si sindrom Down, astfel incat, exista un numar mic de studii clinice
care sa analizeze diferentele de evolutie, raspuns si de complicatii la tratament ale acestui
subgrup de pacienti Tn comparatie cu pacientii cu LAL fara sindrom Down, diagnosticati si
tratati In aceeasi perioada de timp si in conditii similare In ceea ce priveste resursele economice.

Intrucat proportia copiilor cu sindrom Down din totalul de copii diagnosticati cu LAL
a fost mica (1,8%), in studiul publicat in 2021 (Schmidt, 2021a) am adaugat pacienti de la alte
doud centre de hemato-oncologie din tard (Institutul Clinic Fundeni, Clinica de Pediatrie si
Institutul Clinic Fundeni-Clinica de Hematologie) si am realizat un lot de 14 pacienti cu LAL
si sindrom Down. Scopul studiului a fost de a analiza diferentele de supravietuire si evolutie
intre pacientii cu LAL si sindrom Down si cei care au avut doar LAL.

Rezultatele au evidentiat faptul ca evolutia pacientilor cu sindrom Down si LAL a fost nefavo-
rabila. Supravietuirea globala a fost de doar 35,7%, semnificativ statistic mai mica decat cea a
pacientilor fara sindrom Down care a fost de 75% (p = 0.001, odds ratio: 2.12; 95% CI: 1.047—
4.316). Principalele cauze de deces ale pacientilor cu sindrom Down au fost infectiile severe si
toxicitatea la chimioterapie. S-a observat o diferenta semnificativ statisticd mai mare a mor-
talitatii legate de terapie in cazul pacientilor cu sindrom Down (p < 0.0001, odds ratio: 1.7,
95% ClI, 1.005-2.88), comparativ cu pacientii fara sindrom Down, aceasta constatare fiind in

acord cu cea a grupului de lucru de la Ponte di Legno (Buitenkamp, 2014).

4.3.4. Analiza supravietuirii pentru pacientii care au prezentat anomalii moleculare la

debut

Supravietuirea globala pentru lotul de pacienti cu LAL si rearanjament ETV6-RUNX1(TEL-
AML1), cea mai frecventda anomalie moleculara identificata, a fost de 84% fata de 72,9% pentru
lotul de pacienti fara rearanjament ETV6-RUNX1(TEL-AMLI1) (p = 0.260), cu o duratd medie
estimatd a supravietuirii de 9,6 + 0,8 ani (8-11,2 ani) pentru pacientii cu rearanjament ETV6-
RUNX1(TEL-AML1) comparativ cu 8,5 + 0,4 ani (7,7-9,3 ani) pentru pacientii fara rear-
anjament ETV6-RUNXI1(TEL-AMLI1). Rata de EFS pentru pacientii cu LAL ETV6-
RUNX1(TEL-AMLI1) a fost de 80% comparativ cu 69,3% in lotul celor fara acest reranjament
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(p = 0.294), cu o duratd medie estimata a supravietuirii fara evenimente de 9,2 + 0,8 ani (7,5-
10,9 ani) pentru pacientii cu rearanjament ETV6-RUNX1(TEL-AML1) comparativ cu 8,1 +
0,4 ani (7,3-9 ani).

Durata medie estimata a supravietuirii pentru pacientii cu LAL E2A-PBX1 a fost de 7,3 ani £
0,9 ani (5,3-9,3 ani) versus 8,6 £ 0,3 ani (7,9-9,4 ani) pentru pacientii cu LAL fara rearanjament
E2A-PBX1. De remarcat este faptul ca pacientii cu LAL E2A-PBX1 au prezentat mediana
valorii leucocitelor la debut foarte mare (139.000/mm? versus 11.760/ mm?2, p = 0.015) si de
asemenea un procent mare dintre pacientii cu acest tip de rearanjament au avut raspuns
nefavorabil Tn ziua 8, semnificativ statistic mai mare in comparatie cu pacientii fara E2A-PBX1

care au prezentat corticorezistenta in ziua 8 (42,9% versus 12,7%, p = 0.025) (Tabel 4.5.).

Supravietuirea pacientilor cu LAL in functie de anomaliile moleculare detectate [a debut

o ppe— Biologie
moleculara
BCR-ABL
TEL-AML1 _MEAPRX
% FIMLL-AF4
0 fara anomalii moleculare detectate negativ
= TEL-AML
3
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= 6 —— MLL-AF4-zensored
J negativ-censored
: TEL-AML-censored
o]
©
= 40%
2 MLL-AF4
1} 4
o
0
|-
o
0%
BCR-ABL1
0%
0 2 4 § B 10 12
Ani

Figura 4.4. Analiza Kaplan-Meier a supravietuirii pacientilor diagnosticati cu LAL in functie
de anomaliile moleculare detectate la debut: TEL-AMLI1(linia galbend), fara anomalii moleculare
detectate (linia portocalie), E2A-PBX1(linia rosie), BCR-ABL1(linia albastrd), MLL-AF4 (linia verde)
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Din figura 4.4. se poate observa faptul ca supravietuirea estimata la 5 ani este cea mai

mare pentru pacientii cu rearanjament TEL-AML(82,8%+7,9%), urmatd de cea a pacientilor

fara anomalii moleculare detectate prin RT-PCR la debut (74%+4%) si supravietuirea

pacientilor cu rearanjament E2A-PBX (66,7%x 7%).

Pacientii cu rearanjament MLL-AF4 si cei cu rearanjament BCR-ABL1 au supravietuiri

foarte mici (33,3%, respectiv 0%), dar numarul pacientilor cu aceste anomalii moleculare este

foarte mic (cate trei pacienti in fiecare dintre cele doua categorii), prin urmare datele trebuie

interpretate cu prudenta.

Tabel 4.5. Analiza comparativa a pacientilor cu anomalii moleculare la debut

Leucocitelor la
diagnostic

(2.800-303.000)

(4.800-248.000)

(4.870-45.740)

LAL LAL LAL LAL

TEL-AML1 E2A-PBX1 BCR-ABL MLL- AF4

(ETVG6- P190

RUNX1)
Numar pacienti | 25 (15,15%) | 7(4,2%) 3(1,8%) 3(1,8%)
Mediana varsta la | 3,9 ani 4.8 ani 9,2 ani 2 luni
diagnostic (2,1-13,9) (2,9-16) (5,9-15,9) (21 zile-14,5ani)
Sex F/ Sex M 8/17 4/3 1/2 1/2

(329/68%) (57,1%/42,9%) | (33%/66%) (33%/66%)
Mediana valorii 16.620/mm? 139.000/mm? 20.570/mm3 79.230/mm3

(24.600-169.000)

Pacienti cu
Leucocite
>100.000 la
diagnostic

6(24%)

4(57,1%)

0(0%)

1(33,3%)

Infiltrare SNC la
diagnostic

0(0%)

1(14,3%)

0(0%)

0(0%)

Corticorezistenta
in ziua 8

1(4%)

3(42,9%)

0(0%)

1(33%)

Recidive

2(8%)

1(14,3%)

2(66%)

2(66%)

Supravietuire
globala

84%

85,7%

0%

33,33%

Rearanjamentul TEL-AML1(ETV6-RUNX1) a fost cea mai frecventd modificare moleculara

intalnitd, fiind identificat la 25(15,15%) din totalul de pacienti. Analiza comparativa intre lotul
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de pacienti cu TEL-AML1(ETV6-RUNXI1) si lotul de pacienti fara acest rearanjament a
evidentiat faptul ca pacientii cu TEL-AML1(ETV6-RUNX1) au mediana varstei la diagnostic
semnificativ mai mica (3,9 ani versus 6,3 ani, p =0.034) (Tabel 4.6.) Valorile hematologice
(mediana numarului de leucocite, mediana Hb, mediana numarului de trombocite, blasti in
séngele periferic) la debutul bolii nu au prezentat diferente semnificative intre cele doud grupuri

de pacienti.

Tabel 4.6. Analiza lotului de pacienti cu rearanjament ETV6-RUNXI1 versus lotul de pacienti fara
ETV6-RUNX1

LAL cu ETV6- |LAL fara p
RUNX1 ETV6-RUNX1
n=25 n=140
Mediana varstei la diagnostic | 3,9 ani (2,1-13,9) 6,3 ani (0,1-17,1) 0.034
Sex 0.807
Masculin 17 (68%) 91(65%)
Feminin 8 (32%) 49(35%)
Sindrom Down 0(0%) 3(2,1%) 0.463
Leucocite la  diagnostic | 16.620/mm?® 12.020/mm? 0.448
(mediana) (2.800-303.000) (420-1.000.000)
Hb la diagnostic (mediana) 6,1g/dl (2,9-12,4) 6,9 g/dl (2-13,5) 0.522
Trombocite la diagnostic | 25.000/mm? 38.000/mm?® 0.943
(mediana) (7.000-224.000) (2.000-573.000)
Blasti in sange periferic | 60% (0-90%) 40% (0-90%) 0.614
(procent, mediana)
Infiltrare  sistem  nervos | 0(0%) 12(8,6%) 0.130
central (SNC)
Deces in inductie 3(12%) 6(4,3%) 0.451
Corticorezistenta zi 8 1(4%) 22(15,7%) 0.118
Remisiune completa zi 33 23(92%) 125(89,3%) 0.339
Boala minima reziduala zi 33 | 2/8=25% 6/26=23% 0.151
pozitiva
Recidiva 2(8%) 22 (15,7%) 0.311
Supravietuire globala 21 (84%) 102(72,9%) 0.290
EFS 20(80%0) 97 (69,3%) 0.294
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S Concluzii si contributii personale

Cele doua studii prezentate in partea dedicatd contributiilor personale au analizat un
numdr mare (219) de pacienti cu leucemie acutd la varstd pediatricd. Pacientii au fost
diagnosticati intr-un centru tertiar de hemato-oncologie pediatrica si au beneficiat de teste de
biologie moleculard prin RT-PCR atat la momentul debutului, cat si ca monitorizare a bolii
minime reziduale moleculare.

Rezultatele si concluziile ambelor studii prezentate converg catre importanta existentei
unor centre regionale, supraspecializate in patologia hemato-oncologica pediatrica, dotate cu
suportiv avansat, acces rapid atat la terapii moderne, tintite molecular, cét si la transplant

medular si care sa se dezvolte n colaborare cu centrele de hematologie pentru adulti.

Concluzii studiul 1

1. Spre deosebire de LAL pediatrica, LAM la copil si adolescent are o evolutie
nefavorabila, supravietuirea globala pentru intreg lotul de pacienti cu LAM analizat
in studiul 1(capitol3) fiind de 46,3%, iar rata de EFS de 44,4%. Rata de
supravietuire este mai micd decét cea descrisa in studiile internationale recente din
tarile foarte dezvoltate care ajunge pand la 70%. Explicatiile diferentei de
supravietuire sunt legate de mortalitatea precoce mai mare (22,4% fata de 3-13%)
si de procentul mic de pacienti din centrul nostru care au efectuat allotransplant de
celule stem (18,2% fata de 63,8% pacienti care au efectuat allotransplant in trialul
AIEOP BFM 2002).

2. Mortalitatea precoce, in primele 28 de zile dupa diagnostic, a fost mare (22,4%) in
lotul nostru de pacienti. Cauza principalda de deces in primele 14 zile a fost
reprezentata de hemoragia cerebrala, in timp ce decesele in intervalul 15-28 de zile
dupa diagnostic au fost determinate in principal de infectiile severe. Analiza
multivariata prin modelul regresiei a evidentiat cd adolescentii cu varsta peste 14
ani (p=0.031, Odds Ratio: 20.219, 95% CI: 1.326-308.349) si pacientii cu o
valoare a LDH > 1.000 U/l la debutul bolii (p=0.037, Odds Ratio: 13.116, 95%
Cl:1.164 - 147.797) au un risc semnificativ statistic mai mare de deces in primele

28 de zile de la diagnostic.
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. Un procent de 29,3% dintre pacientii cu LAM au prezentat anomalii moleculare la
momentul diagnosticului, 18,5%(10 pacienti) au avut gena de fuziune PML-RARA,
3,7%(2 pacienti) au avut rearanjamentul CBF beta MYHI11, 11,1%(6 pacienti) au
avut mutatii FLT3-ITD si 5,6%(3 pacienti) au avut mutatii ale genei NPM1.

. Incidenta LAM cu PML-RARA (LAMS3) a fost mai mare (18,5% raportat la totalul
numarului de LAM) decat cea descrisa (6-10%) in majoritatea studiilor europene
(Creutzig, 2012; Testi, 2018). Rata de supravietuire globald in LAM PML-RARA
a fost de 50%, fiind influentata negativ de mortalitatea precoce prin hemoragie
cerebrala.

Supravietuirea globala a pacientilor cu mutatii FLT3-ITD la debut a fost mai mica
decat cea a pacientilor fard mutatii FLT3-ITD la debut, dar fara a se constata o
diferentd relevanta din punct de vedere statistic (33% versus 47,9%, p =0.588).
Pentru pacientii cu LAM excluzand LAM3, s-a identificat o corelatie semnificativ
statistica intre prezenta mutatiilor FLT3-ITD si sindromul CID la debut (p=0.017)

Supravietuirea globald a fost mai buna pentru pacientii cu Sindrom Down si LAM
decét pentru cei doar cu LAM (57,1% comparativ cu 45,1%). S-a observat ca exista
o corelatie semnificativa statistic intre subtipul M7 si asocierea LAM si Sindrom
Down.

Analiza multivariata prin modelul regresiei Cox, a relevat faptul ca sexul masculin
(p = 0.004, HR: 3.589, 95% CIl:1.516-8.499), prezenta hepato-splenomegaliei
importante Tn momentul diagnosticului (p=0.008, HR:3.887, 95%CI:1.415-10.679)
si varsta la diagnostic > 10 ani (p=0.03, HR: 2.921, 95% CI: 1.106-7.710) sunt
predictori independenti semnificativi din punct de vedere statistic pentru o durata
de supravietuire mai mica. De asemenea, pentru intreg lotul de pacienti cu LAM,
numirul de leucocite la diagnostic > 100.000/mm3(p=0.650, HR:1.284),
identificarea mutatiilor FLT3-ITD (p=0.392, HR:1.815) si prezenta sindromului
CID in momentul diagnosticului (p=0.591, HR:1.372), influenteazd negativ
supravietuirea globald, dar nu intr-un mod semnificativ statistic. Mutatiile NPM1,
prezenta PML-RAR alfa si CBF beta-MYH11 cresc durata supravietuirii, dar nu
semnificativ din punct de vedere statistic.

. Numadrul de pacienti cu LAM excluzand LAM3 care au efectuat allo transplant de
celule stem hematopoietice a fost mic (8 pacienti, 18,2%), 75% dintre ei au efectuat
allo transplantul in timpul primei remisiuni complete. Un pacient cu LAM FLT3-

ITD a efectuat terapie cu inhibitori FLT3 ca terapie punte catre allotransplantul cu

39



celule stem. Supravietuirea globald pentru pacientii care au efectuat transplant a fost
de 50%.

9. Tntrucat intensificarea protocoalelor de chimioterapie care deja determini o rati de
toxicitate mare, nu este fezabild, este necesara in viitor translarea la cat mai multi
pacienti de la identificarea cit mai completd a particularitdtilor moleculare la

momentul debutului bolii sau cel al recidivei la terapia tintitd molecular.

Concluzii studiul 2

Evolutia pacientilor cu LAL pediatrica si varsta >1 an a fost favorabila, supravietuirea
la 5 ani pentru lotul de pacienti analizat in studiul 2 fiind de 75,8% =+ 3,6%, iar rata de
supravietuire liberd de evenimente (EFS) a fost de 72,6% + 3,8%. Cu toate acestea,
ratele de supravietuire din centrul nostru rdman mai mici decat cele descrise in ultimele
studii internationale din tarile foarte dezvoltate din Europa sau cele din S.U.A. (85-
90%). Supravietuirea mai mica Inregistratd in centrul nostru comparativ cu
supravietuirea raportata in trialurile din Europa se datoreaza ratei de deces in inductie
mai mari (5% in centrul nostru fata de 2,5% in trialul AIEOP-BFM ALL 2000), dar si
numarului mic de pacienti cu recidiva a bolii care au reusit sa efectueze allotransplant
de celule stem (8,3%), ceea ce a condus la o rata mica de supravietuire a pacientilor cu
recidiva (22%).

Supravietuirea globald a fost mai buna pentru pacientii diagnosticati in intervalul anilor
2015-2019 comparativ cu cea a pacientilor cu LAL diagnosticati in intervalul 2010-
2014 (82,2% versus 68,5%).

Mortalitatea precoce, in primele 33 de zile ale Inductiei pentru pacientii cu LAL a fost
de 5%. Principalele cauze de deces in acest interval de timp au fost toxicitatea
postchimioterapie (in special post L-asparaginaza) si infectiile severe. Mortalitatea in
remisiune completd dupd ziua 33 a fost de 3,6%, principala cauza de deces fiind
reprezentatd de infectiile severe, iar mortalitatea prin progresia bolii a fost de 11,5%.
Un procent de 22,4% dintre pacientii cu LAL la varstd pediatricd au avut anomalii
moleculare detectate prin RT-PCR in momentul diagnosticului. Cea mai frecventa
anomalie moleculara identificatd a fost ETV6-RUNXL(TEL-AML1)(15,2%), urmata
de TCF3-PBX1(E2A-PBX1)(4,2%), BCR-ABL1 P190(1,8%) si MLL-AF4(1,8%).
S-a constatat o corelatie semnificativa din punct de vedere statistic intre identificarea

rearanjamentului ETV6-RUNX1(TEL-AML1) si intervalul de varsta la diagnostic intre
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10.

11.

1-10 ani (p= 0.021). Evolutia pacientilor cu LAL ETV6-RUNX1(TEL-AML1) a fost
favorabila, rata de supravietuire globala fiind de 84%, iar rata de EFS de 80%.
Supravietuirea la 5 ani a pacientilor cu LAL E2A-PBX1 a fost de 66,7 £ 7%, iar rata
de EFS la 5 ani de 64,1+ 8%, cu o duratd medie estimatd a supravietuirii pentru
pacientii cu LAL E2A-PBX1 mai micd decédt durata medie estimata a supravietuirii
pentru pacientii cu LAL fara E2A-PBX1(7,3 + 0,9 ani versus 8,6 + 0,3 ani).Pacientii cu
LAL E2A-PBXI1 au prezentat comparativ cu pacientii cu LAL fara E2A-PBX1,
mediana valorii leucocitelor la debut mai mare (139.000/mm? versus 11.760/mm?, p =
0.015) si un procent mai mare de corticorezistentd in ziua 8 a protocolului (42,9%
comparativ cu 12,7%, p = 0.025).

Pacientii cu LAL BCR-ABLI1 precum si pacientii cu varsta < 1 an cu rearanjament
MLL-AF4 au avut o evolutie particular nefavorabild, nici unul dintre acestia nu mai
este in viata la momentul efectudrii prelucrarii statistice pentru lotul de pacienti cu LAL.
Analiza Kaplan-Meier a supravietuirii la 5 ani in functie de rezultatele evaluarii
moleculare efectuate la debutul bolii, a evidentiat faptul ca supravietuirea estimata la 5
ani a fost cea mai mare pentru pacientii cu rearanjament TEL-AML1(82,8%=7,9%),
urmata de cea a pacientilor fard anomalii moleculare detectate prin RT-PCR la
debut(74%=+ 4%) si apoi supravietuirea pacientilor cu rearanjament E2A-PBX (66,7%z+
7%). Pacientii cu MLL-AF4 si cei cu BCR-ABLI1 au avut supravietuiri foarte mici
(33,3%, respectiv 0%).

In timp ce rata de supravietuire globala pentru pacientii cu LAL fara Sindrom Down s-
a imbunatatit in ultimii ani, evolutia rdmane nefavorabild pentru pacientii cu LAL si
Sindrom Down, in special din cauza mortalitatii asociatd tratamentului care este
semnificativ mai mare pentru pacientii cu Sindrom Down (p < 0.0001). Supravietuirea
globald a pacientilor cu LAL si Sindrom Down a fost de 35,7% comparativ cu 75%
pentru pacientii cu LAL fara Sindrom Down (p = 0.001).

Pentru categoria de varsta a adolescentilor >14 ani, supravietuirea globala a fost de
60%, iar rata EFS de 56%. In cazul adolescentilor, mortalitatea precoce, in primele 33
de zile ale Inductiei, a fost de 4%, iar mortalitatea in remisiunea completd dupa ziua 33
a fost de 12%, toate decesele in remisiunea completa dupa ziua 33 avand drept cauza
infectiile severe. Nici un adolescent nu a prezentat rearanjamentul ETV6-
RUNX1(TEL-AML1).

Supravietuirea globala, estimatd cu ajutorul curbei de supravietuire Kaplan-Meier, a

fost pentru pacientii cu LAL cu celule precursoare B mai mare (76,3 £3,6%) comparativ
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

cu supravietuirea globala a pacientilor cu LAL-T (65,4 + 9,6%), dar fard a se inregistra
o diferenta semnificativa din punct de vedere statistic (p = 0.237). Pacientii cu LAL-T
si raspuns nefavorabil in ziua § a tratamentului au avut o ratd de supravietuire de doar
12,5%.

Analiza univariatd a demonstrat cd varsta < lan (p=0.021, HR:9.385), valoarea
leucocitelor la debut >50.000/mm?(p=0.021, HR:2.412), prezenta transcriptului BCR-
ABL1 (p=0.03, HR:1.077), raspunsul nefavorabil in ziua 8 a tratamentului (p < 0.0001,
HR: 6.278) si boala minima reziduald pozitiva in ziua 33(p= 0.006, HR:12) reprezinta
factori cu impact negativ asupra supravietuirii, in timp ce sexul masculin (p=0.015,
HR:0.414) si varsta la diagnostic in intervalul 1-10 ani (p=0.027, HR:0.444) au fost
identificati ca factori cu impact favorabil asupra supravietuirii.

Analiza multivariatd prin modelul regresiei Cox a identificat boala minima reziduala
n ziua 33 ca unicul factor predictiv independent al supravietuirii globale (p= 0.042,
HR:24.432) si al ratei EFS(p=0.007, HR:440,31).

Pacientii cu LAL si rearanjamente MLL-AF4 sau BCR-ABLI la debut au fost incadrati
in grupul de risc Tnalt al protocolului de chimioterapie, alaturi de cei cu raspuns
nefavorabil in ziua 8 sau cei care nu au obtinut remisiunea completa in ziua 33.
Asparaginaza are un rol cheie 1n protocoalele de chimioterapie in LAL si de asemenea
in Tmbunatatirea supravietuirii pe termen lung in LAL pediatrica Aproximativ 50%
dintre pacienti au prezentat cel putin un efect advers secundar administrarii de L-
asparaginaza, cele mai importante efecte adverse ale L-asparaginazei fiind reactiile de
hipersensibilitate  (24,1%), hepatotoxicitatea (19,4%), trombozele (2,4%),
hipoproteinemia (9,1%), hiperglicemia (4,2%), hipertrigliceridemia (6,7%), pancreatita
(3%). Adolescentii au avut un risc semnificativ statistic mai mare de a dezvolta ca efecte
adverse dupa administrarea de L-asparaginazd, hipertrigliceridemie (p = 0.043) si
osteonecroza (p = 0.015) si in acelasi timp, un risc mai mic de a dezvolta alergie la L-
asparaginaza (p = 0.04).

S-a constatat o corelatie semnificativa din punct de vedere statistic (p=0.001) intre
aparitia trombozelor dupd administrarea L-asparaginazei si prezenta transcriptului
ETV6-RUNX1(TEL-AML1).

Numarul pacientilor cu LAL pediatrica care au efectuat allotransplant de celule stem
hematopoietice a fost mic (1,8%). Doar 8,33% dintre pacientii care au prezentat
recidiva bolii au reusit sa efectueze allotransplant de celule stem, in special datorita

faptului cd nu s-a reusit reobtinerea remisiunii complete.
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18. Patru pacienti din lotul cu LAL au efectuat terapii tintite molecular (inhibitori de
tirozinkinaza) sau imunoterapie (anticorp monoclonal anti CD38, anticorp monoclonal
anti CD22), atat in prima linie de tratament (doi pacienti), cat si dupa recidiva bolii (doi
pacienti).

19. Aprofundarea testelor de biologie moleculara si extinderea panelului de teste
moleculare standard efectuate la diagnostic sunt absolut necesare pentru ca vor avea
ca rezultat o mai buna incadrare a pacientului in grupa de risc genetic, orientarea rapida
catre o terapie tintitd molecular individualizata si posibilitatea utilizarii celor mai
recente protocoale terapeutice care includ atit imunoterapia cat si criterii moleculare

de stratificare a riscului.
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