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I. Stadiul actual al cunoașterii 

 
 
 În anul 2015, administrația prezidențială a Statelor Unite ale Americii a lansat în mod 

public Inițiativa pentru Medicină Personalizată cu scopul de a accelera identificarea de 

tratamente curative pentru boli care pun probleme importante de sănătate globală, precum 

cancerul [1]. Acest moment istoric a oferit legitimitate la nivel politic unor eforturi 

îndelungate ale comunității academice din ultima decadă. Medicina personalizată, sau 

medicina de precizie presupune integrarea de informații genetice și fenotipice ale fiecărui 

individ pentru a lua decizii de prevenție și tratament personalizate. Această abordare 

contrastează cu o paradigmă dominantă utilizată în medicina contemporană – utilizarea 

ghidurilor terapeutice bazate pe dovezi pentru a trata toate persoanele care suferă de o 

anumită afecțiune într-o manieră uniformă.  

În oncologie, datorită heterogenității genetice a țesuturilor tumorale în raport cu 

genomul normal al unui individ, tratamentele personalizate care ar putea la nivel teoretic să 

țintească selectiv cancerul și nu celulele sănătoase au o aplicabilitate în mod particular 

importantă. De pildă, folosirea inhibitorului de tirozin-kinază imatinib a revoluționat 

domeniul tratamentelor oncologice; imatinib a fost eficace în tratamentul leucemiei mieloide 

cronice caracterizată de prezența cromozomului Philadelphia și a tirozin-kinazei mutante 

BCR-ABL și a ameliorat dramatic supraviețuirea într-o neoplazie cu mortalitate ridicată [2]. 

Leucemia acută promielocitară, un subtip de leucemie acută caracterizată de complicații 

adeseori letale, beneficiază astăzi de tratamente care țintesc selectiv patogeneza bolii – 

acidul all-trans retinoic și trioxidul de arsenic au demonstrat rate impresionante de remisiune 

și chiar vindecare într-un cancer hematologic considerat multă vreme incurabil [3].  

 În mod esențial, dezvoltarea medicinei personalizate a fost facilitată de progresele 

tehnologice reprezentate de tehnicile multi-omice de înalt randament: secvențierea de ADN 

sau ARN, sau tehnici de proteomică și metabolomică, dar și de algoritmi bioinformatici 

complecși de analiză a unui volum ridicat de date generate de astfel de analize. Aceste tehnici 

au cunoscut o amploare majoră în ultimii ani, culminând cu secvențierea genomului uman 

în cadrul Proiectului Genomului Uman [4]. Cercetarea în domeniul oncologiei este probabil 

domeniul în care aplicabilitatea tehnicilor de medicină de precizie este maximală și a 

reprezentat unul dintre obiectivele inițiativei prezidențiale americane de medicină 

personalizată din câteva considerente. În primul rând, este larg acceptat faptul că în 

etiopatogenia cancerului sunt implicate leziuni genetice. Acestea pot fi atât mutații genetice 
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de linie germinală care predispun la dezvoltarea de boli maligne, cât și mutații somatice la 

nivelul țesutului tumoral care conduc progresia cancerului și îi oferă avantaje de proliferare 

și eludare a imunității anti-canceroase native. Datorită heterogenității sale genetice, cancerul 

oferă potențiale ținte specifice pentru terapii personalizate. În al doilea rând, cancerele sunt 

o cauză majoră de mortalitate la nivel global, iar identificarea de terapii care să amelioreze 

supraviețuirea sau chiar să inducă vindecarea este o necesitate majoră din punct de vedere al 

sănătății globale. 

 Primul genom de cancer complet secvențiat folosind tehnici de secvențiere de nouă 

generație (NGS) a fost o probă de leucemie acută mieloidă (AML) [5]. AML este un model 

de cancer foarte ofertant pentru medicina de precizie, deoarece prezintă o heterogenitate 

tumorală care subîmparte această entitate clinică în diverse subtipuri caracterizate de 

prezența de leziuni genetice specifice [6].  

 AML este o patologie onco-hematologică agresivă, caracterizată de proliferarea 

malignă clonală a celulelor imature mieloide la nivelul măduvei osoase hematogene și 

supresia hematopoiezei fiziologice. Clonele leucemice maligne se deosebesc de progenitorii 

mieloizi normali prin alterări morfologice, imunofenotipice, genetice și epigenetice. Din 

punct de vedere al patogenezei, AML este o entitate heterogenă, în prezent fiind descrise 

multiple mecanisme moleculare responsabile pentru transformarea malignă [7,8]. Studii de 

secvențiere genomică de mare randament pe loturi mari de pacienți cu AML au evidențiat 

prezența de mutații oncogenice recurente într-o proporție semnificativă la acești pacienți 

[9,10]. Aceste mutații sunt heterogne în natură și afectează gene cu funcții critice pentru 

echilibrul hematopoizei, precum diferențierea (PML-RARA), semnalizarea intracelulară 

(FLT3, KIT, NRAS, PTPN11), factori de transcripție (CEBPA, RUNX1, GATA2), metilare 

a ADN-ului (DNMT3A, TET2, IDH1/2), reglare a cromatinei (ASXL1, rearanjamente 

MLL), splicing RNA (SRSF2, U2AF1), sau supresie tumorală (WT1, TP53).  

Schematic, patogeneza AML poate fi definită prin prezența de leziuni genetice care 

1) fac celulele hematopoietice maligne să prolifereze accelerat și 2) induc un blocaj de 

diferențiere al acestor progenitori în celule mature, funcționale [11]. Totuși, în ciuda 

caracterizării amănunțite a genomului AML, principala linie de tratament rămâne 

chimioterapia citotoxică, iar pentru pacienții eligibili, transplantul de celule stem 

hematopoietice. Deși chimioterapia intensivă induce remisiuni complete, acestea vin cu 

costul unor toxicități importante și sunt deseori doar tranzitorii, ratele de recădere post-

chimioterapie fiind o problemă majoră în managementul AML [12]. Mai mult decât atât, 

compoziția clonală a leucemiei reziduale se modifică în cursul și sub presiunea de selecție a 
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tratamentului primit, proces definit sub denumirea de evoluție clonală [13] care impune, 

deseori, schimbarea liniilor de tratament la care clonele AML dobândesc rezistență.  

Terapiile țintite, personalizate, menite să inducă remisiuni de durată sunt, așadar, o 

necesitate urgentă pentru a maximiza supraviețuirea la pacienții care suferă de acest cancer 

hematologic agresiv. În prezent, doar câteva molecule țintite sunt disponibile pentru uz 

clinic.  

 În lucrarea de față ne-am propus să evaluăm utilitatea medicinei personalizate în mai 

multe aspecte ale managementului AML – rafinarea diagnosticului, a prognosticului și 

optimizarea tratamentului, cu un focus pe terapii țintite, personalizate. În prima parte a 

lucrării am deschis discuția despre medicina personalizată în AML trecând în revistă statusul 

actual al cunoașterii în materie de patogeneză moleculară, clasificări în funcție de 

particularitățile genetice și grupe de prognostic, dar și în materie de terapii personalizate 

folosite sau investigate până în prezent în AML. În partea a doua a acestei lucrări ne-am 

propus să validăm prin studii experimentale, într-o abordare integrativă, implicațiile 

medicinei personalizate la multiple niveluri ale managementului AML discutate mai sus – 

diagnostic, prognostic și terapii țintite. Am utilizat tehnici multi-omice de nouă generație: 

genomică (secvențiere ADN de mare randament), transcriptomică (secvențiere de ARN),  și 

bioinformatică, precum și modele pre-clinice in vitro și in vivo pentru a valida un sistem de 

ipoteze de lucru și a demonstra că tehnicile de precizie moleculară au potențialul de a fi 

folosite pentru a îmbunătăți prognosticul și alegerea strategiei optime de tratament în AML. 
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II. Contribuții personale 

1. Ipoteza de lucru și obiectivele generale 
 
 

AML este o entitate heterogenă și dinamică din punct de vedere genomic și fenotipic. 

Caracterizarea moleculară detaliată a AML permite o stratificare riguroasă în grupe de risc, 

dar și posibilitatea de a acționa clinic, prin terapii țintite. În plus, înțelegerea fidelă a fondului 

genetic al AML poate conduce la dezvoltarea de terapii noi, experimentale, care să 

îmbunătățească prognosticul clinic și să combată rezistența la terapiile actuale. 

În această lucrare ne-am propus să validăm prin studii experimentale implicațiile 

medicinei personalizate în managementul AML la nivel de diagnostic, prognostic și terapii 

țintite. Am utilizat tehnici multi-omice de nouă generație: genomică (secvențiere ADN bulk 

de mare randament), transcriptomică (secvențiere de ARN),  și bioinformatică, precum și 

modele pre-clinice in vitro și in vivo pentru a valida un sistem de ipoteze de lucru și a 

demonstra că tehnicile de precizie moleculară au potențialul de a fi folosite pentru a 

îmbunătăți prognosticul și alegerea strategiei optime de tratament în AML. 

Pentru validarea ipotezelor acestei lucrări, am urmărit patru obiective generale, 

alocând fiecărui obiectiv câte un studiu de cercetare independent, astfel: 

Obiectivul 1 – Evaluarea rolului chimioterapiei intensive de salvare în tratamentul 

modern al AML refractare/la recădere. Am demonstrat că utilizarea chimioterapiei 

citotoxice de salvare oferă un prognostic clinic la fel de limitat ca în urmă cu două decade, 

subliniind necesitatea de terapii noi, personalizate, pentru ameliorarea supraviețuirii. 

Obiectivul 2 – Evaluarea utilității NGS pentru detecția mutațiilor acționabile 

terapeutic în AML. Am identificat printr-o metodă simplă de NGS dezvoltată in house 

mutații cu valoare prognostică și care pot informa clinic asupra selecției terapiilor țintite 

optime. 

Obiectivul 3 – Evaluarea preclinică a unor terapii țintite inovatoare care adresează 

limitările terapiilor ghidate genetic aflate curent în practica clinică. Am demonstrat că o 

combinație farmacologică de inhibitori cu moleculă mică care țintesc concomitent proteina 

activatoare a cării RAS/MAPK SHP2 și proteina anti-apoptotică BCL2 au activitate 

antileucemică sinergistică în AML cu mutații în FLT3 și KIT, inclusiv în modele in vitro și 

in vivo de AML rezistente la inhibitorii de FLT3. 

Obiectivul 4 – Evaluarea expresiei diferențiale a miARN-urilor pentru a identifica 

potențiale ținte pentru terapii experimentale în dezvoltare. Am identificat că expresia 
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miARN-4328 este substanțial amplificată într-un subtip specific de AML – leucemia acută 

promielocitară. 

Această lucrare constă din patru studii de cercetare independente, realizate pe 

parcursul studiilor doctorale și efectuate în cadrul Departamentului de Hematologie al 

Institutului Clinic Fundeni din București, Institutului Național al Sănătății din Statele Unite 

ale Americii și Diviziei de Hematologie a Departamentului de Medicină al Universității din 

California San Francisco, Statele Unite ale Americii.  

În primul studiu [14] am demonstrat că în pofida standardelor de îngrijire curente, de 

calitate superioară, utilizarea chimioterapiei citotoxice pentru tratamentul AML refractară 

sau la recădere oferă un prognostic clinic la fel de limitat ca în urmă cu două decade. Curele 

intensive de chimioterapie de salvare au toxicități ridicate și trebuie rezervate pentru 

pacienții care nu pot beneficia de terapii noi, personalizate, cu indice terapeutic superior. 

 Pentru a putea beneficia de astfel de terapii, este necesar ca probele de AML ale 

pacienților să fie investigate prin tehnici moleculare pentru identificarea mutațiilor 

acționabile clinic. În studiul al doilea am demonstrat utilitatea secvențierii de ADN de nouă 

generație pentru detecția de variante somatice oncogene care pot fi ținte pentru inhibitori 

selectivi. 

 Deși inhibitorii selectivi, cum sunt inhibitorii de FLT3 au eficacitate clinică, folosirea 

lor în monoterapii conduce la fenomenul de rezistență adaptivă prin reactivare feedback a 

căilor de semnalizare. Dezvoltarea de asocieri de molecule noi, sinergistice, care să 

acționeze complementar pentru a bloca semnalele asociate cu rezistența este imperativă 

pentru a menține un răspuns clinic și a îmbunătăți supraviețuirea. În studiul al treilea [15] 

am evaluat activitatea preclinică a inhibitorului experimental de SHP2 RMC-4550 în 

combinație cu inhibitorul de BCL2 venetoclax în modele in vitro și in vivo de AML cu 

mutații în receptorii de tirozin-kinaze FLT3 și KIT. Am demonstrat că inhibiția SHP2 inhibă 

semnalizarea prin calea RAS/MAPK și induce modificări transcriptomice care rezultă în 

creșterea dependenței apoptotice a AML față de BCL2 și augmentează sensibilitatea 

farmacologică la venetoclax. Am identificat, așadar, o combinație sinergistică de inhibitori 

țintiți cu un indice terapeutic ridicat care poate fi testată clinic. 

 În afara terapiilor cu inhibitori selectivi, alte terapii experimentale care țintesc 

mecanisme intrinsec celulare, precum terapiile cu microARN-uri sunt în dezvoltare. În 

studiul al patrulea [16] ne-am propus să investigăm dacă într-un model de AML cu un 

background genetic bine definit, precum leucemia acută promielocitară (APL) putem 

identifica o expresie deregulată a moleculelor de microARN care au ca ținte gene implicate 
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în mecanisme patogenice cunoscute. Am demonstrat că hsa-mir-4328, care are ca țintă gena 

receptorului acidului retinoic (RARA) are o expresie specific scăzută în probe de APL 

comparativ cu probe de la subiecți fără leucemie. Terapii experimentale cu hsa-mir-4328, ar 

putea, în mod teoretic să țintească gena RARA și să ridice blocajul de diferențiere 

patognomonic pentru APL. 

 Datele experimentale obținute din aceste studii susțin ipoteza generală a lucrării de 

față – necesitatea medicinei personalizate pentru abordarea terapeutică optimă în AML. O 

reprezentare schematică a studiilor de cercetare și ipotezelor de lucru este prezentată în 

figura 1, iar studiile sunt prezentate în rezumat în cele ce urmează. 

 
 

 

Figura 1 – Reprezentare schematică a studiilor de cercetare și ipotezelor de lucru  
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2. Locul chimioterapiei citotoxice în tratamentul actual al leucemiei 

acute mieloide – chimioterapia secvențială în leucemia acută 

mieloidă refractară/la recădere 

 

2.1.  Introducere 

Deși în ultimii ani au fost dezvoltate și implementate clinic mai multe terapii pentru 

AML, care includ terapii moleculare țintite sau terapii biologice, chimioterapia citotoxică 

rămâne în continuare principala linie din arsenalul terapeutic [17–20]. În primul dintre 

studiile din această lucrare ne-am propus să evaluăm dacă progonsticul pacienților care 

primesc chimioterapie standard bazată pe antracicline s-a modificat după decade de 

utilizare, în prezent, în virtutea îmbunătățirii condițiilor de spitalizare, profilaxie 

antiinfecțioasă și management al îngrijirii actualizat. Chimioterapia secvențială (CS) este o 

abordare terapeutică care se deosebește de curele standard prin administrarea defazată a 

drogurilor componente și presupune administrarea inițială a unei secvențe inițiale de 

chimioterapie urmată la distanță de o secvență secundară care constă în agenți activi pe 

ciclul celular în timpul recrutării maximale a celulelor leucemice în faza S a ciclului celular 

de către secvența inițială inițială [21–23] cu scopul creșterii eficacității și scăderii toxicității 

chimioterapiei. 

2.2. Materiale și metode 

Am realizat un studiu unicentric care a inclus o serie de zece pacienți cu AML R/R 

care au primit cura EMA86 în cadrul Institutului Național de Cardiologie, Pneumologie și 

Hematologie (NHLBI) din cadrul Institutului Național de Sănătate (NIH) din Statele Unite 

ale Americii, sub protocoalele NCT00001397 și NCT02527447, aprobate la nivel 

instituțional de comisiile de etică ale NIH Clinical Center. Metodele de lucru sunt detaliate 

in extenso în lucrarea de doctorat. 

2.3. Rezultate 

Rata totală de RC după administrarea de EMA-86 a fost de 40%, respectiv de 75% la 

pacienții cu AML recăzută și doar 17% la pacienții cu AML refractară. În subgrupurile de 

risc ELN, rata de RC a fost de doar 16.66% (n=1) la pacienții cu risc advers, 50% pentru 

risc favorabil și 100% (n=2) pentru cei cu risc intermediar. Supraviețuirea globală mediană 

a fost de 80.5 zile (30-1205), de 41 de zile (30-166) la subgrupul refractar și 332.5 zile (42-

1205) la subgrupul la recădere. Doi pacienți au fost refractari primari la EMA-86 și nu au 

primit niciun tratament suplimentar, iar doi alți pacienți au fost refractari și au fost incluși 
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în alte trialuri clinice, dar au decedat ulterior din cauza progresiei de boală. Doi pacienți au 

primit transplant de celule stem hematopoietice în RC. Dintre aceștia, unul a decedat ca 

urmare a bolii veno-ocluzive, o complicație comună a transplantului, iar celălalt a rămas în 

RC persistentă la 1000 de zile de la transplant. Doar jumătate dintre pacienți au obținut 

recuperare a valorilor neutrofilelor circulante la peste 1,000/μL și doar 40% au recuperat 

valorile trombocitelor la peste 100,000/μL. Toți pacienții au dezvoltat neutropenie febrilă și 

șase dintre ei au avut infecții sistemice sau localizate documentate – fungice (n=4), 

bacteriene (n=2) sau micobacteriene (n=1), necesitând antibioterapie cu spectru larg și 

terapie antifungică prelungită. Doi pacienți au dezvoltat aspergiloză invazivă, un pacient 

tuberculoză diseminată și un pacient infecție sistemică cu Fusarium spp (pulmonară, 

sinusală și cutanată) [24], iar doi pacienți au decedat din cauza sepsisului și insuficienței 

multiple de organ. 

 

Răspuns clinic 

 La recădere (n=4) Refractar (n=6) 

Răspuns, n (%) 

RC 2 (50) 1 (17) 

RCi 1 (25) 0 (0) 

RD 1 (25) 5 (83) 

Recuperare hematologică, n (%) 

neutrofile > 1000/ μL 4 (100) 1 (17) 

trombocite > 100000/ μL 2 (50) 2 (33) 

Supraviețuire globală, zile, mediană (interval) 332,5 (42-105) 41 (33-116) 

Cauza decesului, n (%) 

Sepsis 0 (0) 2 (33) 

Boală progresivă 1 (25) 3 (50) 

Complicații ale transplantului 1 (25) 0 (0) 

Durata spitalizării, zile, mediană (interval) 42,5 (38-74) 41 (33-60) 

Tabelul 1 – Răspunsul clinic după administrarea curei de salvare EMA86 

 

2.4. Discuții 

Pacienții cu AML R/R au un prognostic în general nefavorabil, cu o rată de 

supraviețuire la 5 ani de doar 5-10% [7]. Dintre tratamentele de salvare bazate pe 

chimioterapie, nu există un consens în privința superiorității vreunei cure. În studiul nostru 

unicentric am arătat că 40% dintre pacienții tratați conform protocolului EMA86 au obținut 
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RC sau RCi (17% dintre cei refractari și 75% dintre cei la recădere), rezultate comparabile 

cu ale altor studii care investighează cure de chimioterapie de salvare [25,26] 

În mod notabil, în ciuda progreselor în privința standardelor de îngrijire suportivă din 

ultimii 30 de ani, am remarcat toxicități semnificative asociate cu CS EMA-86, similare cu 

cele raportate de autorii inițiali ai acestei cure la începutul anilor 1990 [27]. Pancitopenii 

prelungite și decese secundare sepsisului au survenit la 20% dintre pacienți, în timp ce doar 

50% au recuperat valorile neutrofilelor la peste 1,000/μL. Așadar, beneficiul clinic al 

chimioterapiei secvențiale prelungite trebuie pus foarte atent într-o balanță cu riscurile 

asociate citopeniilor prelungite. În concluzie, chimioterapia secvențială de salvare are 

toxicități majore și trebuie rezervată doar pentru cazuri selecte de pacienți unde scopul 

terapeutic este efectuarea unui transplant de celule stem și pentru care noile terapii țintite 

nu sunt o opțiune disponibilă. 

 

3.  Secvențierea de ADN de nouă generație pentru identificarea 

mutațiilor acționabile clinic în leucemia acută mieloidă 

 

3.1. Introducere 

 În studiul 1 am demonstrat că, deși chimioterapia citotoxică reprezintă în continuare 

principalul element constitutiv al tratamentului AML, răspunsurile clinice la pacienții R/R 

nu sunt superioare în prezent celor înregistrate în decursul ultimelor decade. Terapiile țintite 

sunt din ce în ce mai des folosite în AML și îmbunătățesc supraviețuirea și profilul clinic 

atunci când sunt asociate la chimioterapie. Identificarea țintelor terapeutice ale inhibitorilor 

selectivi, cât și a mutațiilor asociate cu rezistența clinică și predicția răspunsului la tratament, 

este necesară testarea moleculară a celulelor AML izolate de la pacienți pentru detecția 

variantelor mutante. În ultimii ani, secvențierea ADN de nouă generație (NGS) a regiunilor 

hotspot din paneluri de gene frecvent mutate în neoplaziile mieloide s-a profilat ca o metodă 

electivă pentru detecția sensibilă a mutațiilor. Deși NGS are potențialul de a furniza 

informații cu relevanță clinică majoră și informa asupra abordării terapeutice optime, limitări 

tehnice legate de analiza computațională a datelor ridică provocări importante [28]. În acest 

context, ne-am propus să evaluăm în acest studiu eficacitatea unei metode de NGS bazate 

pe secvențiere de ampliconi a unui număr limitat de gene dintr-un panel mieloid alcătuit in 

house, cu precădere gene ale căror mutații pot fi acționabile farmacologic prin inhibitori 

selectivi.  
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3.2.  Materiale și metode 

Am realizat un studiu retrospectiv care a inclus 98 de pacienți diagnosticați cu AML 

și cu probe biologice recoltate în scop de cercetare științifică în Departamentul de 

Hematologie al Institutului Clinic Fundeni. Au fost efectuate teste de laborator de 

citogenetică, imunofenotipare și RT-PCR precum și teste NGS bazate pe secvențiere de 

ADN de ampliconi. Materialele și metodele de lucru sunt detaliate in extenso în lucrarea de 

doctorat. 

3.3. Rezultate 

Dintre pacienții din lotul de studiu, 32,65% (n=32) au prezentat AML cu anomalii 

genetice definitorii pentru AML. Cea mai frecventă anomalie gentică identificată a fost gena 

de fuziune RUNX1::RUNX1T1 – 6.12% (n=6), urmată de fuziunea CBFB::MYH11 – 

4.08% (n=4) și de fuziunile BCR::ABL1 și rearanjamentele genei KMT2A – 1.02% (n=1). 

Majoritatea pacienților (76.53%) au avut studii citogenetice efectuate la diagnostic. Dintre 

aceștia, cei mai mulți pacienți au avut cariotip normal (60%), iar 4% au avut cariotip 

complex, monosomal sau respectiv hiperdiploid. Printre anomaliile citogenetice frecvente 

am identificat 8+ la 9,3% dintre pacienți, t(8;21) la 6,66%, 5-/5p- la 4%, inv(16) la 2,66%, 

7-/7p-,17p- sau t(9;11) la 1,33%. Din punct de vedere al încadrării în grupe de risc 

prognostic, conform ghidului ELN 2022, majoritatea pacienților au fost incluși în grupa de 

risc intermediar – 80.61%, 10.20% în grupa de risc favorabil și 9.18% în grupa de risc advers.  

Din totalul probelor incluse în studiu, majoritatea (68,36%) au prezentat mutații 

somatice în oncogene asociate cu AML (figura 2). Cel mai frecvent mutată genă a fost FLT3 

la aproape jumătate dintre pacienți (48,9%). Am detectat prezența duplicației interne în 

tandem (ITD) prin PCR la 43% dintre pacienți, dar și mutații în domeniul tirozin-kinazic 

(TKD) al genei FLT3 la 6,12%. dintre pacienți. Cele mai multe astfel de variante au fost 

substituții la nivelul codonului D835E/Y/S/V și o substituție D839G, cu frecvențe ale 

variantelor alelice (VAF) cuprinse între 2 și 28%. Am identificat varianta patogenă mutantă 

D816Y în gena KIT la un pacient, dar și o varianta considerată non-patogenă, M541L, la 11 

pacienți. În plus, am identificat mutații oncogene la nivelul genei NRAS la 7 pacienți și 

KRAS la 1 pacient. Aceste mutații sunt preponderent hiperactivatoare (NRAS G12D/S/V, 

Q61L/R, KRAS G12D) și au VAF cuprinse între 4 și 51%. Mutațiile constitutiv activatoare 

în RAS au o relevanță clinică importantă atunci când sunt asociate cu alte mutații care sunt 

acționabile clinic prin inhibitori selectivi (i.e. FLT3), pentru că pot conduce la selecția de 

clone rezistente la terapiile țintite [29]. Am identificat variante mutante în gena IDH1 

(R132C/H/P) și IDH2 (R140Q) cu VAF cuprinse între 4 și 36%. În afara genelor IDH1 și 
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IDH2, am identificat mutații într-o altă genă care codifică pentru regulatori epigenetici, 

respectiv DNMT3A (R882C/H) la 8 pacienți cu VAF în jurul valorii de 50%. În cele din 

urmă, am detectat prezența de mutații în gena factorului de transcripție RUNX1 (T111A/P, 

K110Q, G165C, W196R, R135K, R80H, F163Y, R107C, A149P, R201*) la 10 pacienți cu 

VAF între 6 și 75%.  

 

 

Figura 2 – Grafic oncoplot reprezentând distribuția mutațiilor oncogene, transcriptelor 

de fuziune și anomaliilor citogenetice identificate în lotul de studiu 

 

3.4. Discuții 

Ghidurile recente de diagnostic, inclusiv ghidurile ELN 2022 și NCCN recomandă 

în prezent folosirea NGS pentru identificarea mutațiilor recurente și integrarea acestora în 

algoritmi de diagnostic și tratament. Mai mult decât atât, ghidul ELN include prezența unor 

mutații în gene precum RUNX1, ASXL1, TP53, EZH2, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 

sau ZRSR2 în încadrarea în grupa de risc advers [30]. Testele NGS, deși utile, prezintă 

limitări tehnice și economice semnificative care limitează utilizarea acestora în practica 

clinică. În acest studiu, am evaluat un test de secvențiere de ADN bazat pe ampliconi pe un 

panel limitat de gene, cu design in house în detecția mutațiilor somatice în AML, cu un focus 

particular pe mutații acționabile clinic. Simplitatea acestui panel ne-a permis să investigăm 

fezabilitatea NGS reducând costurile asociate kit-urilor comericale și adresând limitările de 

resurse menționate anterior, iar focalizarea pe gene acționabile clinic a avut ca scop 
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maximizarea beneficiului translațional într-un centru cu resurse limitate. Rezultatele 

studiului nostru, unul dintre puținele studii de această natură efectuate în România până în 

prezent, deși a inclus un număr relativ redus de pacienți corespund în mare măsură cu datele 

raportate de studii efectuate pe cohorte largi [9,10]. Am identificat mutații în genele FLT3, 

KIT, NRAS, și IDH1/2, care permit folosirea de terapii țintite personalizate și pot prezice 

răspunsul clinic la astfel de terapii, susținând ideea că secvențierea bulk de ADN furnizează 

date cu utilitate clinică semnificativă, cel puțin în materie de identificare a țintelor 

acționabile terapeutic prin terapii personalizate. 

 

 

4. Noi terapii personalizate în leucemia acută mieloidă – inhibiția 

alosterică a SHP2 are eficacitate sinergistică cu inhibitorul de BCL2 

venetoclax in leucemia acută mieloidă cu mutații în FLT3 și KIT 

 

4.1.Introducere 

În studiul 2 am demonstrat că analiza genotipului AML folosind NGS poate 

identifica cu sensibilitate crescută mutații oncogene acționabile clinic. Dintre acestea, 

mutațiile în gena FLT3 beneficiază în prezent de cele mai multe terapii țintite aprobate. Deși 

inhibitorii de FLT3 îmbunătățesc semnificativ supraviețuirea, utilitatea lor clinică este 

limitată de dezvoltarea rezistenței secundare caracterizate prin clone care activează 

constitutiv calea de semnalizare Ras/MAPK. Protein-tirozin fosfataza non-receptor 11 

(SHP2, codificat de gena PTPN11) este o tirozin fosfatază care are funcția de releu molecular 

pentru activarea căii de semnalizare RAS/MAPK de către activarea receptorilor de tirozin 

kinază (RTK). Inhibitorii alosterici de generație nouă ai SHP2 (SHP2i) stabilizează molecula 

într-o conformație sterică auto-inhibată, închisă, împiedicând atât expunerea domeniului 

catalitic către substrat, cât și formarea scheletului molecular necesar activării RAS [31,32] 

și au demonstrat activitate preclinică în multiple modele de neoplazii cu mutații în RTK [32–

34] Având în vedere rolul pivotal al SHP2 în semnalizarea stimulate de RTK, am formulat 

ipoteza că inhibitorii alosterici de SHP2 au activitate în multiple modele de AML cu mutații 

în RTK și suprimă mecanisme cheie de supraviețuire și rezistență la FLT3i, în special cele 

datorate mutațiilor în RAS. 
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4.2. Materiale și metode 

Am efectuat un studiu preclinic în care am demonstrat activitatea antiproliferativă și 

proapoptotică a inhibitorului alosteric de SHP2 RMC-4550, atât în monoterapie cât și în 

combinație sinergistică cu inhibitorul de BCL2 venetoclax în multiple modele in vitro și in 

vivo de AML cu mutații în FLT3 și KIT, dar și modele cu co-mutații în FLT3 și NRAS 

rezistente la inhibitorii de FLT3. Am folosit modele bazate pe linii celulare, constructe cu 

expresie inductibilă prin doxiciclină a unor mutații transfectate prin vectori virali, tehnici de 

editare genomică CRISPR/Cas9, teste de expresie genică qPCR și secvențiere 

transcriptomică RNA-seq, teste de profliare BH3, teste de apoptoză bazate pe citometrie în 

flux, teste de viabilitate celulară bazate pe chemiluminescență, teste biochimice imunoblot 

și imunofluorescență pentru a evidenția mecanismele moleculare ale activității RMC-4550, 

dar și a sinergiei pro-apoptotice cu venetoclax. În cele din urmă am efectuat experimente in 

vivo pe modele murine transplantate cu xenogrefe de linii celulare sau celule leucemice 

recoltate de la pacienți pentru evaluarea preclinică a combinației RMC-4550-venetoclax care 

să susțină efectuarea unui trial clinic la pacienții cu AML. Materialele și metodele de lucru 

sunt detaliate in extenso în lucrarea de doctorat. 

4.3. Rezultate 

Am demonstrat că inhibitorul de SHP2 RMC-4550 suprimă proliferarea liniilor 

celulare cu mutații în FLT3 și KIT și inhibă încărcarea RAS cu GTP și semnalizarea prin 

calea Ras/Raf/MEK/ERK. Această activitatea este prezervată și în prezența condițiilor de 

rezistență la inhibitorii de FLT3 precum efectul protectiv al citokinelor din micromediul 

medular, dar și prezența mutației NRAS G12C, dar nu și a mutației NRAS Q61K, constitutiv 

activatoare a RAS independent de încărcarea cu GTP. Din punct de vedere transcriptomic, 

inhibiția SHP2 a supraexprimat o semnătură genetică a țintelor interferonului, dintre care 

unele au efect pro-apoptotic în cancer. RMC-4550 a crescut expresia proteinei pro-

apoptotice BMF cu activitatea inhibitorie a BCL2 și a diminuat expresia MCL1, modificări 

care au condus la o modificare a dependenței apoptotice a celulelor leucemice  în sensul 

creșterii dependenței de BCL2. În consecință, inhibiția SHP2 a sensibilizat liniile celulare 

testate la activitatea pro-apoptotică a inhibiției BCL2. Am observat, folosind algoritmi de 

evaluare a sinergiei farmacologice, că RMC-4550 și venetoclax au activitate sinergistică atât 

în inhibiția proliferării, cât și în stimularea apoptozei în modele de AML cu mutații în FLT3, 

KIT, dar și NRAS G12C și că supresia semnalizării prin calea Ras/MAPK efectuată prin 

blocada SHP2 este exclusiv responsabilă de acest efect. În cele din urmă, am demonstrat că 

terapia combinatorie cu RMC-4550 și venetoclax a îmbunătățit supraviețuirea și a diminuat 
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volumul tumoral în modele murine xenogrefate cu linii celulare, dar și cu celule AML 

derivate de la pacienți. 

4.4. Discuții 

Rezistența dobândită la inhibitorii de FLT3 este în continuare o limitare majoră a 

terapiilor țintite în AML cu mutații în FLT3. Date din unele studii preclinice sunt sugestive 

pentru implicarea semnalizării prin RAS ca principal mediator al supraviețuirii și rezistenței 

în AML cu mutații în FLT3. Inhibiția SHP2 diminuează semnalizarea oncogenă a căii 

MAPK prin întreruperea încărcării cu GTP a RAS [35]. În acest studiu, am demonstrate că 

țintirea farmacologică a SHP2 devoalează o vulnerabilitate a AML cu mutații în RTK prin 

creșterea sensibilității apoptotice și a dependenței apoptotice de BCL2 prin mecanisme 

intermediate prin calea de semnalizare a MAPK, rezultând într-o sensibilizare crescută 

pentru moarte celulară indusă de inhibitorul de BCL2 venetoclax. Rezultatele noastre in vitro 

și in vivo reprezintă o dovadă preclinică solidă că terapia combinatorială cu RMC-4550 și 

venetoclax este o abordare sinergistică și eficace pentru tratamentul AML cu mutații în FLT3 

și KIT. Acest studiu argumentează în favoarea ideii că inhibiția SHP2, prin intermediul 

supresiei semnalizării prin calea MAPK, angrenează modificări pro-apoptotice și o 

augmentare a dependenței apoptotice de BCL2 care poate fi exploatată oportunistic prin 

țintirea farmacologică simultană a SHP2 și BCL2. Aceste date susțin în mod univoc că o 

combinație de inhibitori de SHP2 și BCL2 poate fi explorată într-un trial clinic la pacienți 

cu AML cu mutații în RTK. 

 

Figura 3 – Reprezentare schematică propusă a mecanismului sinergiei dintre 
inhibitorii de SHP2 și BCL2 
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5.  Potențialul terapeutic al microARN-urilor în medicina personalizată 
–  expresia și țintele moleculare ale miARN-4328 în leucemia acută 

promielocitară 
 

5.1. Introducere 

În studiul 3 am demonstrat că una dintre aplicațiile cu potențial translațional ale 

medicinei personalizate în AML este dezvoltarea de noi terapii care au capacitatea de a adresa 

limitările tratamentelor convenționale. În afara terapiilor țintite prin inhibitori cu moleculă 

mică, alte terapii personalizate, inovatoare, sunt în curs de a fi dezvoltate. Dintre acestea, 

terapiile celulare sau terapiile cu microARN (miARN) au rezultate promițătoare în studii 

experimentale preclinice. Terapiile cu miARN exploatează mecanisme biologice intrinseci 

celulei canceroase pentru a inhiba semnalele oncogenice pro-proliferative sau anti-diferențiere. 

În studiul 4 ne-am propus să evaluăm dacă există anumite molecule de miARN care au expresie 

diferențială într-un subtip foarte bine caracterizat de AML, leucemia acută promielocitară 

(APL), și care pot fi exploatate în viitor pentru generarea de noi terapii. Am selectat pentru 

studiul nostru APL pentru că este un model de boală cu o patogeneză extrem de clar definită și 

care beneficiază deja de terapii personalizate foarte eficace. În acest studiu ne-am propus să 

evaluăm dacă miARN care au tropism teoretic, calculat bioinformatic, pentru gena RARA au 

expresie diferențială în probe derivate de la pacienți cu APL și dacă pot fi utilizate ca biomarkeri 

în acest model de leucemie acută mieloidă. 

5.2. Materiale și metode 

Am efectuat un studiu de tip observațional în care au fost incluși 20 de pacienți 

diagnosticați cu APL și tratați în cadrul Institutului Clinic Fundeni, București, precum și 20 

de subiecți control fără diagnostic de leucemie acută. Probe de sânge periferice obținute de 

la acești subiecți au fost investigate prin qPCR pentru evaluarea expresiei unui număr de 6 

micro-ARN-uri care au rezultat în urma unei analize de predicție bioinformatică ca molecule 

cu tropism pentru gena receptorului acidului trans-retinoic RARA. Materialele și metodele 

de lucru sunt detaliate in extenso în lucrarea de doctorat. 

5.3. Rezultate 

Am efectuat o analiză in silico de predicție a miARN care au ca țintă gena RARA, 

patognomonic mutată în urma translocațiilor cromozomiale specifice APL. Am selectat 6 

miARN în urma filtrării bioinformatice a scorurilor de predicție și am realizat teste qPCR 

pentru evaluarea expresiei acestora în lotul de studiu comparativ cu lotul control. Dintre 

acestea, hsa-mir-4328 a avut o expresie semnificativ diminuată în lotul de studiu (p=0,02, 
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testul unpaired two-tailed Mann-Whitney U). Analiza bioinformatică funcțională a căilor de 

semnalizare ale țintelor hsa-mir-4328 a relevat că acest miARN este implicat în transcripția 

genelor țintă și în reglarea transcripției, dar și în căi funcționale asociate căilor de 

semnalizare în AML, precum receptorii de tirozin kinază (RTK), factori de creștere și căi de 

semnalizare ale interleukinelor, calea de semnalizare MAPK sau modularea expresiei 

factorului de transcripție RUNX1. Analiza rețelelor de interacțiune a țintelor moleculare ale 

hsa-mir-4328 a identificat că acestea sunt asociate proceselor de diferențiere mieloidă, 

sugerând implicarea hsa-mir-4328 în patogeneza APL, o boală definită în esență de o alterare 

a diferențierii progenitorilor mieloizi. 

5.4. Discuții 

Elementul patognomonic esențial al APL este gena de fuziune PML-RARA. În acest 

studiu, am investigat expresia unor miARN-uri selectate in silico în APL și am identificat că 

hsa-mir-4328, care țintește gena RARA și este implicat în reglarea transcripției și a factorilor 

de transcripție, dar și în căi de semnalizare asociate diferențierii mieloide și a proliferării 

celulare, are expresie semnificativ diminuată la pacienții cu APL. Conform rezultatelor 

noastre, identificarea unui nou miARN, cu o expresie semnificativ dereglată în APL, poate 

prezenta un nou punct de plecare în terapia genică, dar și în monitorizarea răspunsului 

terapeutic. Datorită sensibilității expresiei miARN în dinamica bolii, recăderea APL ar putea 

fi anticipată printr-o reducere a expresiei hsa-mir-4328, chiar înainte de detectarea genei de 

fuziune PML-RARA. În cele din urmă rezultatele noastre pot reprezenta un punct de plecare 

în dezvoltarea unui panel de miARN pentru monitorizarea răspunsului terapeutic al APL și 

pentru dezvoltarea de noi terapii personalizate. Folosind tehnici inovatoare de livrare a ARN 

non-codant, livrarea hsa-mir-4328 in vivo în studii preclinice sau clinice, în asociere cu 

ATRA și trioxid de arsenic poate fi un obiectiv terapeutic realizabil în studii ulterioare. 

Restabilirea expresiei endogene de hsa-mir-4328 are potențialul, cel puțin la nivel teoretic 

să țintească forma mutantă a receptorului acidului retinoic și să ridice blocajul de diferențiere 

patognomonic pentru APL și să reprezinte o soluție terapeutică la pacienții la care standardul 

de terapie actual nu este suficient pentru inducerea RC și vindecare. 
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6. Concluzii 
 

 Ca urmare a progreselor accelerate în domeniul tehnologiilor multi-omice și a 

interpretării volumelor mari de date generate de acestea în context clinic și pentru 

dezvoltarea de noi terapii, asistăm astăzi la o schimbare de paradigmă în management-ul 

leucemiei acute mieloide. Conform celor mai recente ghiduri, simpla identificare a unor 

leziuni la nivelul genomului celulelor leucemice poate influența criteriile de diagnostic, 

încadrarea în grupe de risc și alegerea abordării terapeutice. Unele dintre aceste anomalii 

genetice specifice AML pot fi țintite prin terapii de precizie care includ inhibitori cu 

moleculă mică,  imunoterapii, terapii celulare și terapii genetice bazate pe ARN non-codant. 

O serie de terapii țintite, preponderent inhibitori cu moleculă mică, sunt deja în uz clinic, iar 

multe altele investigate în trialuri randomizate. Mai mult decât atât, răspunsul la tratament 

poate fi evaluat la nivel molecular prin detecția sensibilă a unui număr extrem de mic de 

celule leucemice. Toate aceste aplicații sunt diverse fațete ale medicinei personalizate, o 

abordare inovatoare care are ca scop ultim îmbunătățirea supraviețuirii și a calității vieții 

pacienților cu AML.  

 În lucrarea de față ne-am propus să evaluăm printr-un sistem de ipoteze de lucru pe 

care le-am investigat experimental, utilitatea medicinei personalizate în managementul 

AML. În sumar, concluziile studiilor științifice efectuate de noi sunt: 

1) Folosirea chimioterapiei citotoxice pentru a trata recăderile în AML are în prezent o 

eficacitate la fel de redusă și un profil de toxicitate similar ca acum două decade, iar 

terapii noi, mai eficace și mai sigure sunt necesare.  

2) Terapiile selective țintesc anumite mutații somatice, dar identificarea lor prin analize 

genomice este critică pentru a putea ghida tratamentul țintit. Secvențierea de ADN de 

nouă generație bazată pe ampliconi poate identifica cu succes astfel de mutații 

acționabile terapeutic.  

3) Una dintre limitările terapiilor țintite este rezistența prin selecția de subclone cu mutații 

insensibile la acțiunea inhibitorilor, dar medicina personalizată poate adresa astfel de 

mecanisme de rezistență. O combinație de inhibitori ai SHP2 și BCL2 induce în mod 

sinergistic moarte celulară programată în AML cu mutații în FLT3 și KIT.  

4) Terapiile cu ARN non-codant, deși nu încă disponibile clinic, au potențialul să 

țintească specific gene specific mutante în AML cu un profil de toxicitate redus. 

Analiza bioinformatică poate fi predictivă pentru identificarea unor miARN-uri cu 

complementaritate și acțiune de represie transcripțională genei RARA, patognomonic 
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mutată în APL, iar miR-4328 este transcripțional supraexprimat la pacienții cu APL, 

sugerând o potențială aplicație de dezvoltare terapeutică. 

Coroborate, concluziile studiilor noastre subliniază importanța medicinei personalizate 

în abordarea terapeutică modernă a AML. Considerăm, în acest sens, că obiectivele 

cercetării de față au fost atinse. Câteva dintre provocările ridicate de medicina personalizată 

cu care ne-am confruntat trebuie totuși precizate. 

 În primul rând, deși avantajele tehnice ale metodelor multi-omice sunt incontestabile, 

fezabilitatea din punct de vedere economic a implementării la scară largă a acestor metode 

este limitată. Identificarea unui tablou genetic complex care să includă identificarea de 

anomalii ale cariotipului, de transcripte de fuziune rezultate în urma translocațiilor 

cromozomiale balansate, dar și de mutații la nivelul genelor importante pentru patogeneza 

leucemică este un ideal dezirabil în cazul fiecărui pacient diagnosticat cu AML. Cu toate 

acestea, în realitate testele genetice, în special NGS, sunt analize de laborator laborioase, 

care necesită echipamente costisitoare, protocoale nestandardizate de interpretare 

bioinformatică a datelor și personal înalt calificat. Centrele cu resurse limitate au un acces 

restricționat la astfel de teste, restricționând accesibilitatea pacienților la tratamentul optim, 

conform medicinei personalizate. În studiul al doilea am secvențiat folosind o metodă 

accesibilă de secvențiere bazată pe ampliconi probe de la 98 de pacienți cu AML și am 

identificat mutații acționabile clinic sau mutații cu valoare prognostică. Deși aceste rezultate 

sunt încurajatoare, considerăm că este necesară o standardizare a metodelor NGS folosite și 

a panelului optim de gene utile pentru diagnosticul și monitorizarea MRD în AML. 

 În al doilea rând, deși terapiile țintite au un beneficiu clinic important, rezistența la 

aceste terapii este o provocare clinică majoră. Inhibitorii de FLT3 au suscitat cel mai mare 

interes în domeniul terapiilor țintite. În ciuda eficacității inițiale, acești inhibitori sunt limitați 

de fenomenele de rezistență, iar pacienții eventual recad. Rezistența se datorează de obicei 

selecției sub presiunea inhibitorului a unor clone care activează constitutiv căile de 

semnalizare prin care receptorul FLT3 își exercită funcția biologică, preponderent calea 

RAS/MAPK. Activarea RAS se produce biochimic prin ciclarea GDP la GTP, proces în care 

iau parte mai multe proteine adjuvante printre care și SHP2. În studiul al treilea am 

demonstrat că inhibitorul alosteric de SHP2 RMC-4550 stabilizează conformația inactivă a 

proteinei și împiedică încărcarea RAS cu GTP, inhibând proliferarea leucemică a liniilor 

celulare cu mutații în FLT3, dar și KIT. Țintind activarea RAS în această manieră, am emis 

ipoteza că RMC-4550 poate preveni rezistența adaptivă la inhibitorii de FLT3, mediată atât 

prin activarea RAS cu mutații dependente de hidroliza GTP, dar și cea mediată umoral de 
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citokinele din micromediul tumoral. În studii de validare in vivo am demonstrat preclinic că 

tratamentul cu RMC-4550 plus venetoclax îmbunătățeste supraviețuirea și reduce 

semnificativ volumul tumoral în modele de șoareci cu xenogrefe derivate din linii celulare, 

dar și din celule recoltate de la pacienți cu AML cu mutații în FLT3. Aceste date susțin în 

mod univoc investigarea acestei combinații într-un trial clinic. Folosind elemente de 

medicină personalizată am reușit, deci, să identificăm o vulnerabilitate genetică specifică a 

AML cu mutații în FLT3 pe care am exploatat-o pentru propunerea de noi terapii țintite. Cu 

toate acestea, studii ulterioare care să investigheze rezistența prin feedback adaptiv la 

inhibitorii de SHP2 sunt necesare. Mai mult decât atât, noi terapii țintite cu eficacitate 

împotriva mutațiilor independente de activitatea hidrolitică a RAS-GTP sunt necesare pentru 

a acoperi întreg spectrul de rezistență la inhibitorii de FLT3. 

 În al treilea rând, studii care să dovedească eficacitatea preclinică a tratamentului cu 

miARN sunt mult mai dificil de efectuat in vivo, în special datorită provocărilor ridicate de 

livrarea ARN-ului non-codant la țesuturi țintă cu degradare minimă. În studiul al patrulea 

am identificat o expresie semnificativ redusă a miR-4328, care țintește gena RARA, la un 

lot cu pacienți cu APL. În mod ipotetic, restabilirea nivelului fiziologic al miR-4328 prin 

administrare terapeutică are potențialul să ridice blocajul de diferențiere caracteristic APL 

prin țintirea transcriptului RARA mutant. Considerăm că o astfel de abordare ilustrează 

ideea generală a acestei lucrări că medicina personalizată poate îmbunătăți terapiile actuale 

în AML, dar această ipoteză va trebui investigată preclinic în studii ulterioare care să includă 

optimizări ale metodei de livrare in vivo a miARN. 

  Rezultatele celor patru studii ale lucrării de față aduc, în opinia noastră, contribuții 

notabile în domeniul aplicațiilor medicinei personalizate în AML. O parte dintre concluziile 

noastre pot genera la rândul lor ipoteze care rămân a fi explorate în studii ulterioare. Sunt 

necesare eforturi susținute la nivelul grupurilor de lucru internaționale pentru identificarea 

unei recomandări de consens, bazate pe dovezi, în privința folosirii NGS în managementul 

AML care să țină cont de creșterea accesibilității metodei astfel încât un număr cât mai mare 

de pacienți să poată beneficia de terapii personalizate. În al doilea rând, sperăm ca rezultatele 

preclinice foarte promițătoare ale terapiei cu inhibitori de SHP2 și venetoclax să genereze 

un interes semnificativ și să fie translatate într-un trial clinic. În ciuda dificultăților noi 

generate de terapiile personalizate în AML, precum rezistențele adaptive la inhibitori 

insuficient explorate până în prezent, cercetarea noastră sugerează că medicina personalizată 

este direcția adecvată în anevoiosul drum către ameliorarea supraviețuirii în acest cancer 

hematologic cu prognostic extrem de nefast. 
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