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Introducere

Neoplasmele mieloproliferative cronice constituie afectiuni clonale ale celulei stem
hematopoietice caracterizate prin hiperproductia de celule apartindnd seriei mieloide
independent de nivelul factorilor de crestere hematopoietici. Acestea se clasifica, in functie de
prezenta sau absenta unor biomarkeri moleculari, in neoplasme mieloproliferatice cronice
BCR::ABL1-pozitive (categorie in care este inclusd o singura entitate, leucemia mieloida
cronici) si BCR::ABL1-negative. In randul neoplasmele mieloproliferative BCR::ABL1-
negative sunt incluse cele clasice, cele non-clasice (leucemia cronica cu eozinofile, leucemia
cronicd cu neutrofile, leucemia mielomonocitara juvenild) si neoplasmul mieloproliferativ
neclasificabil. Neoplasmele mieloproliferative cronice BCR::ABL1-negative clasice (NMPC),
care fac subiectul prezentei teze de doctorat, sunt reprezentate de catre policitemia vera (PV),
trombocitemia esentiald (TE), mielofibroza primara (MFP)(Khoury, 2022; Arber, 2022).

NMPC sunt caracterizate de mutatii somatice driver in gene implicate in calea de
semnalizare JAK-STAT care influenteaza hematopoieza, si anume JAK2, CALR si MPL,
anomaliile genice survenite in aceste gene fiind capabile sa reproduca fenotipul NMPC de la
om la animalul de laborator. Pe 1anga aceste aceste anomalii genice, pot exista mutatii aditionale,
de exemplu in gene implicate in reglarea epigenetica (DNMT3A, TET2, ASXL1, IDH1, IDH2,
EZH2) sau care codifica factori de transcriptie (RUNX1, TP53, NFE2), mutatii care nu reproduc
fenotipul NMPC la animalul de laborator, insa il modifica pe cel generat de prezenta mutatiilor
somatice driver. NMPC sunt, de asemenea, caracterizate de o ratd ridicatd de complicatii
trombotice, uneori si hemoragice, precum si de o predispozitie de transformare din PV sau TE
in mielofibroza secundara (MFS) si a tuturor subtipurilor de NMPC de evolutie cétre leucemie
acuta mieloida secundara (LAMs). Etiopatogeneza NMPC si LAMs este complexa si presupune,
pe langa factorii genetici, §i coparticiparea altor mecanisme moleculare, precum stresul oxidativ
(SOx), inflamatia cronica, alterarea microbiotei intestinale etc. Din punct de vedere clinic,
pacientii cu NMPC prezinta o varietatea de simptome constitutionale, vasculare sau cauzate de
organomegalii (in principal de splenomegalie s1 mai rar de hepatomegalie) cu un impact negativ
asupra calitatii vietii (QoL) acestor pacienti. In plus, factorii de risc cardiovascular (FRCV),
precum hipertensiunea arteriald primara (HTA), diabetul zaharat de tip 2 (DZ tip 2),

dislipidemia, sindromul metabolic, au o contributie esentiald la instalarea complicatiilor



trombotice si implicit la povara simptomatologiei in NMPC, reducand suplimentar QoL in
aceste hemopatii maligne (Liongue, 2024; Tashkandi, 2024; Tefferi, 2023; Kelliher, 2021;
Gaman, 2021; Wille, 2023; Gaman, 2023a; Gaman, 2023b; Gaman, 2024a; Gaman, 2024b;
Gaman, 2024c; Manan, 2023; Pirciulescu, 2022; Barbui, 2023; Loscocco, 2024; Morales, 2023).

Scopul prezentei teze de doctorat a fost de a propune noi strategii de abordare a NMPC,
lar obiectivele principale au constat in evaluarea SOx si QoL in aceste hemopatii maligne.
Obiectivul secundar a fost de a evalua impactul FRCV asupra ratei de evenimente trombotice
si evolutiet NMPC. Teza de doctorat este structurata in doua parti, partea generalad in care este
prezentat stadiul actual al cunoasterii, si partea speciald ce prezinta rezultatele celor trei directii
de cercetare anterior mentionate sub forma a trei studii distincte.

Teza de doctorat este structurata in doua parti, partea generala (stadiul actual al
cunoasterii) si partea speciala (contributii personale), insumand un total de 10 capitole,

precum si o lista bibliografica de peste 550 de referinte.

Partea generala — stadiul actual al cunoasterii

Partea generala cuprinde trei capitole, centrandu-se pe generalitati cu privire la NMPC,
mecanismele moleculare implicate in patogeneza acestor afectiuni si aspecte legate de QoL.

Capitolul 1 porneste de la cele mai recente clasificari ale neoplasmelor mieloide si
prezinta clasificarea NMPC, notiuni de epidemiologie si etiopatogenie, datele clinice si de
laborator, principiile de tratament si informatii cu privire la evolutia, complicatiile si
prognosticul acestor afectiuni, in acord cu ghidurile internationale de tratament si clasificarile
emise de Organizatia Mondiala a Sanatatii si Consesul International (Khoury, 2022; Arber,
2022; Gerds, 2022; Tefferi, 2024; Tefferi, 2023a; Tefferi, 2023b; Gianelli, 2023; Gaman,
2024d).

Capitolul 2 pune accent pe mecanismele moleculare implicate in etiopatogenia NMPC,
evidentiind rolul factorilor genetice (mutatii fenotipe driver in genele JAK2, CALR, MPL,
precum si mutagii aditionale), SOx, inflamatiei cronice, disbiozei intestinale, precum si altor
fenomene 1in dezvoltarea si evolutia acestor hemopatii maligne (Luque Paz, 2023,

Constantinescu, 2021; Easwar, 2021; Adesola, 2023; Adesola 2024).



Capitolul 3 se centreaza pe metodele de evaluare a QoL si simptomatologiei in NMPC,
raportand principalele instrumente psihometrice concepute pentru cuantificarea QoL in aceste
hemopatii maligne cu prezentarea chestionarului MPN-10 (Emanuel, 2012; Tremblay, 2022;
Mesa, 2021; Mesa, 2023).

Partea speciala — Contributii personale

Partea speciala cuprinde cinci capitole, urmarind trei directii de cercetare: implicarea SOx
si factorilor genetici, precum si a interrelatiei dintre acestea in NMPC, evaluarea QoL si
simptomatologiei in NMPC si traducerea, validarea si adaptarea culturala a chestionarului
MPN-10 in limba romana, si contributia FRCV la instalarea complicatiilor trombotice in aceste
hemopatii maligne.

Capitolul 4 introduce ipotezele de lucru si obiective generale ale tezei de doctorat, iar in
Capitolul 5 este redata metodologia generala a cercetarii (abordarea temei si consideratiile
etice).

Obiectivele generale ale cercetarii doctorale au fost urmatoarele:

Evaluarea nivelului de SOx la pacientii cu diverse tipuri de NMPC 1in faza cronica si faza de
transformare blasticd si stabilirea unor posibile corelatii cu mutatiile genetice prezente in
NMPC, in vederea evaluarii contributiei SOx in aparitia NMPC si in progresia lor spre MFS sau
LAMs.

Traducerea, adaptarea si validarea variantei in limba romana a chestionarului MPN-10 pentru a
oferi medicilor hematologi un instrument util si standardizat pentru evaluarea corectd a
simptomatologiei si QoL pacientilor cu NMPC in vederea unei interventii terapeutice precoce
cu scopul de a Tmbundtati QoL a acestor pacienti.

Identificarea FRCV aditionali care cresc riscul de evenimente trombotice la pacientii cu NMPC
in vederea adoptarii unor strategii de control a comorbiditétilor, de reducere a riscului CV si,
implicit, a mortalitdtii prin complicatii trombotice la acesti pacienti.

Capitolul 6, intitulat ,,.Studiul 1: Evaluarea capacititii antioxidante totale, a 8-hidroxi-
2’-deoxi-guanozinei, profilului genetic si interrelatiilor dintre acestea in neoplasmele
mieloproliferative cronice BCR::ABL1l-negative clasice in faza cronica si faza de
transformare blastica”, prezinta rezultatele unui studiu observational, care a inclus si o parte

de cercetare experimentala, efectuat in perioada martie 2023 - martie 2024, in care au fost inclusi



117 pacienti diagnosticati cu NMPC (PV, TE, MFP), 21 de pacienti diagnosticati cu LAMs
(NMPC in faza blasticd) si un lot martor format din 14 voluntari sanatosi (Gaman, 2024a).
Pentru stabilirea profilului genetic au fost utilizate probe de sange venos periferic din care a fost
izolat ADN granulocitar. S-a efectuat screening pentru mutatii fenotipice driver in JAK2, CALR
si MPL pentru toate cazurile inrolate, si testari genetice extinse (NGS, WES, SNP array) in
cazuri selectionate (in principal LAMs). Evaluarea SOx s-a efectuat prin tehnica ELISA prin
cuantificarea 8-hidroxi-2’-deoxi-guanozinei (8-OHdG) ca marker de injurie oxidativa a ADN si
a capacitatii antioxidante totale (CAT). Analiza statistica a fost efectuatd utilizand software-ul
JASP versiunea 0.18.3.0.

Studiul a fost derulat in acord cu Declaratia de la Helsinki, in Departamentul de Patologie
Celulara si Moleculara, Institutul de Virusologie Stefan S. Nicolau, Academia Romana,
Bucuresti, Romania, avand avizul Comisiei de eticd (aviz nr. 192/06.02.2023). Toti subiectii
inrolati in cercetare au fost informati asupra studiului, au fost de acord sa participe si au semnat
un consimtamant informat. Probele biologice ale pacientilor au fost anonimizate si stocate in
biobanca Institutului de Virusologie Stefan S. Nicolau din cadrul Academiei Roméane care a
derulat proiectul MYELOAL-EDIAPROT - Profilul Molecular al Neoplasmelor
Mieloproliferative si Leucemiei Acute Mieloide pentru Diagnostic precoce, Prognostic si
Strategii terapeutice (Programul Operational Competitivitate (COP) Al.1.4. ID: P_37 798
MyeloAL-EDiaProT, Contract 149/26.10.2016, (MySMIS2014+: 106774), MyeloALProiect).

In ceea ce priveste rezultatele studiului 1, lotul de studiu a fost format din 117 pacienti
diagnosticati cu NMPC, 21 de subiecti cu LAMs (NMPC faza blasticd) si 14 subiecti sanatosi.
Grupul de pacienti cu NMPC a inclus indivizi cu PV (n = 29; 25.00%), TE (n = 40; 34.00%) si
MF (n = 48; 41.00%). Pacientii cu MF au fost diagnosticati fie cu MFP prefibrotica, in stadiul
incipient/timpuriu (n = 12; 10.25%), fie cu MFP in stadiul fibrotic tardiv (n = 36; 30.75%).
Parametrii demografici, clinici si de laborator ai pacientilor cu NMPC si LAMs sunt redati in

Tabelul 1.

Tabelul 1. Parametrii demografici, clinici, de laborator ai pacientilor cu NMPC si LAMs
Caracteristici Control NMPC PV TE MFE LAMs
Numar pacienti 14 117 29 40 48 21

Varsta (ani) 55.00+£10.00 | 57.92+415.31 | 55.10+£16.37 | 55.23+£16.68 61.85+12.70 61.76+8.77
Sex (femei), % 58% 58.12% 51.72% 75% 47.92% 47.62%
Leucocite x 10%/L 4.5-9 14.23+9.82 | 16.96+16.21 | 14.70+8.41 10.08+5.96 48.88+95.46
Hemoglobina g/dL 12-13 12.09+3.51 14.83+2.02 12.72+3.57 11.65+3.58 14.83+2.02
Trombocite x 10%/L 150-400 634.94567.0 | 659.3+471.2 | 735.6+725.8 | 545.5+465.3 761.2+377.7




JAK2V6B17F (%) 0.00% 71.80% 100.00% 65% 60.42% 52.38%
CALR tip 1/2 (%) 0.00% 17.95% 0.00% 22.50% 25% 19.05%
MPLW515L (%) 0.00% 6.84% 0.00% 7.50% 2.08% 0.00%
Triplu-negative (%) 0.00% 3.41% 0.00% 5.00% 12.50% 28.57%
NMPC fara terapie 0.00% 88.03% 96.55% 90.00% 81.25% 61.90%
Istoric de tromboze 0.00% 4.27% 5.00% 0.00% 4.17% 9.52%
FRCV 0.00% 8.55% 10.34% 5.00% 8.33% 23.81%

Legenda: NMPC, neoplasme mieloproliferative cronice BCR::ABL1-negative clasice. PV, policitemia vera.
TE, trombocitemie esentiala. MF, mielofibroza. LAMs, leucemie acutd mieloida secundard. FRCV, factori de risc

cardiovascular.

Testarea genetica extinsd prin NGS, WES si/sau SNP array a fost efectuatd in cazuri

selectionate, in special la pacientii cu LAMs. Principalele rezultate, inclusiv prin raportare la

concentratiile de CAT si 8-OHdG, sunt raportate in Tabelul 2.

Tabelul 2. Interrelatia dintre NMPC/LAMs, nivelul de SOx si genetica moleculari

Diagnostic

Varsta
(ani), sex

Terapie
Anteriora

CAT

8-OHdG

Principalele rezultate ale testelor genetice

PV

33, M

Nu

6.14

0.57

Mutatie driver: JAK2V617F 88%
TP53 c¢. 388C>T., p.(L130F), 35%, pierderea functiei,
COSM11449;
BCOR ¢.4938_4939delCT, p.(L1647fs*4), 42% pierderea
functiei, probabil patogend, neraportata

PV

65, F

Nu

5.15

0.51

Mutatie driver: JAK2V617F
NGS: negativ pentru alte mutatii

MFP
prefibrotica

26, F

Nu

4.87

0.58

Mutatie driver: triplu negativ
NF1 ¢.1792A>C (K598Q), 30%, missense, probabil
patogend

MEFP fibrotica

48,F

RUX

5.29

0.58

Mutatie driver: JAK2V617F 92.8%
TET2 ¢.593dupT, 33.5%, rs748109142, semnificatie
necunoscuta
ASXL1 ¢.1934dupG(p.G646Wfs*12), 32.1%,
COSM1411076

MFP fibrotica

ANA

4.99

0.50

Mutatie driver: CALR tip 2
CALR ¢.1154_1155ins TTGTC 45.2%
TET2 ¢.4354>T p.R1452*(nonsense) 21% COSM41706

MEFP fibrotica

68, F

Nu

7.00

16.35

Mutatie driver: CALR tip 1
NRAS ¢.190T>G(p.Y64D) 44.8% COSM1666991
PTNP11 c.1516T>A (p.S502T) 21.4%, COSM14258

LAMs post-
MFP

72, F

HU

6.65

0.94

Mutatie driver: JAK2V617F
(ADN din celule CD34+: 6% si ADN din celule CD3+:
2.5%)

TET2 ¢.1648C>T, p.R550*, COSM41644
(ADN din celule CD34+: 48.6% si ADN din celule
CD3+: 37.8%)

ASXL1 ¢.2066C>G, p.S689*, COSM133037
(ADN din celule CD34+: 43% si ADN din celule CD3+:
35.4%)

STAG2 ¢.1840C>T, p.R614*, COSM166815
(ADN din celule CD34+: 40.9% si ADN din celule
CD3+: 33.9%)

TET2 c.5611_5618delATTCTCAT, p.11871Ter,
neraportata




(ADN din celule CD34+: 36.8% si ADN din celule
CD3+: 36.5%)
IDH2, c.419G>A, p.R140Q, COSM41590
(ADN din celule CD34+: 27.2% si ADN din celule
CD3+: 19.70%)

LAMSs post-TE

HU

5.44

0.52

Mutatie driver: JAK2V617F 78.9%
DNMT3A ¢.2322 + 1G > A si p.? mutatie patogena de tip
splice-site 43%

LAMs post-
MFP

AZA

6.47

0.52

Mutatie driver: JAK2V617F
(ADN din celule CD34+: 72% si ADN din celule CD3+:
10%)

TP53 ¢.537T>A, p.179Q, missense, COSV52669519
(ADN din celule CD34+: 100% si ADN din celule CD3+:
35%)

SRSF2 ¢.284C>T, p.P95L, missense, COSV57969830
(ADN din celule CD34+ : 49% si ADN din celule CD3+:
12%)

LAMs post-
MFP

54, F

ANA

6.82

0.52

Mutatie driver: CALR tip 1
FLT3 57.2% (semnificatie clinica necunoscuta, extrem de
rard in populatia generald)
ASXL1c.2476_2485 dupGGAACTGGCC 28.2%
neraportata

LAMs post-
MFP

56, M

HU

5.75

0.49

Mutatie driver: triplu negativa
ASXL1 ¢.1888_1910del23 (p.E635fs*15) 73.7%
COSM36165
TP53 ¢.395A>G (p.K132R) 66.3% COSM308311
EZH2 ¢.1979G>A (p.G660E) 39.5% (neraportata in
COSMIC, probabil patogena)

LAMs post-
MFP

50, F

RUX

5.53

0.51

Mutatie driver: JAK2V617F
TET2 ¢.1088C>T (p.P363L) 48.4%, COSM5020142
(semnificatie clinica necunoscuta)
KIT ¢.1621A>C (p.M541L), 52.1%, COSM28026

LAMs post-
MFP

69, F

Nu

4.90

0.51

Mutatie driver: CALR tip 1 51%

NRAS ¢.190T>G, p.Y64D, (ADN din celule CD34+:
90.9% si ADN din celule CD3+: 49% - linie germinala)
NRAS ¢.35G>A, p.G12D, 43%, COSM564
SNP array: del7g22.1, del8q11.1-q11.21, del10p12.1-
p11.22, del11p14.1-p11.2, si delXp11.4 UPDI1p

LAMs post-
MFP

63, M

AZA

6.45

0.51

Mutatie driver: JAK2V617F
(ADN din celule CD34+: 95.1% si ADN din celule
CD3+: 17.8%)

RUNX1 ¢.364_365insAA, p.Gly122fsTer12
(ADN din celule CD34+: 60.9% si ADN din celule
CD3+: 14.8%)

CSF3R ¢.2492C>T p.A831V (neraportata)
(ADN din celule CD34+: 47.4%)

IDH1 ¢.395G>A, p.R132H, COSM28746
(ADN din celule CD34+: 34.4% si din celule CD3+:
5.00%)

PHF6 ¢.385C>T, p.R129*, COSM4606367
(ADN din celule CD34+: 6.00%)

LAMs post-
MFP

57, F

Nu

6.37

0.51

Mutatie driver: triplu-negativa
LAMs: FLT3-ITD

LAMs post-
MFP

57, M

Nu

5.27

0.52

Mutatie driver: CALR tip 1 58.1%
SNP: UPD11q
NGS: ADN din celule mononucleare periferice
ASXL1 ¢.1773C>A, p.Y591*, 49.3%, COSM1681609
CBL ¢.1111T>A, p.Y371N, 93.1%, COSM5031014
ADN din granulocite
ASXL1 c.1773C>A, p.Y591*, 43.9%, COSM1681609
CBL c.1111T>A, p.Y371N, 98%, COSM5031014
WES: ADN din celule mononucleare periferice




CALR del52 39%

ASXL1 c.1773C>A, p.Y591*, 49%, COSM1681609
CBL ¢.1111T>A (p.Y371N), 96%, COSM5031014
NBN ¢.511A>G, p.I171V, missense, semnificatie
necunoscuta, 55%

STATS5A ¢.2118dupT, p.V707fs, 56%

TAC

Legenda: CAT, capacitatea antioxidanta totald; 8-OHdG, 8-hidroxi-2'-deoxi-guanozind; NMPC, neoplasme
mieloproliferative cronice; LAMSs, leucemie acuta mieloida secundard; PV, policitemia vera; TE, trombocitemie
esentiald; MF, mielofibroza; MFP, MF primara; SOx, stres oxidativ; HU, hidroxiuree; AZA, azacitidind; RUX,
ruxolitinib; ANA, anagrelida; NGS, secventiere genica de ultima generatie; WES, secventierea intregului exom,;
ADN, acid dezoxiribonucleic; SNP, polimorfism uninucleotidic.

Nivelurile de CAT au fost mai ridicate la pacientii cu NMPC decat la martorii sanatosi
(6.05 = 1.11 vs. 5.46 + 036/¢cP=0.03); cu toate acestea, nu au existat diferente notabile intre
voluntarii sanatosi (martori) si pacientii cu LAMs (5.46 £ 0.65 vs. 5.99 + 1.05, P=0.10) sau intre

NMPC si LAMs (6.05 £ 1.11 vs. 5.99 + 1.05, P=0.83) (Figura 1) in ceea ce priveste CAT.
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Figura 1. Evaluarea CAT in NMPC si LAMs vs lotul control
(sursa figura: originald — vezi Gdman, 2024a).
Legenda: CTRL, lot control. MPNS, lot neoplasme mieloproliferative cronice BCR::ABL1-negative
(NMPC). sAML, lot leucemii acute mieloide secundare (LAMS), capacitate antioxidanta totala (CAT)

Nivelurile CAT au fost crescute la pacientii cu TE (6.12 + 1.11 vs. 5.46 + 0.65, P=0.04)
si MF (6.11 + 1.23 vs. 5.46 = 0.65, P=0.02) (Figura 2), in special in MFP stadiul fibrotic (6.25
+ 1.30 vs. 5.46 £ 0.65, P=0.01; Figura 3). Concentratiile CAT in probele de plasma au fost
similare intre grupul control si pacientii cu PV (P=0.21) si respectiv MFP stadiul prefibrotic

(P=0.52).
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Figura 2. Evaluarea CAT in functie de subtipul NMPC vs lotul control
(sursa: figura originald — vezi Gaman, 2024a)
Legenda: CTRL, lot control. MPNs, lot neoplasme mieloproliferative cronice BCR::ABL1-negative
(NMPC). PV, lot policitemia vera. ET, lot trombocitemie esentiala. MF, lot mielofibroza. TAC, capacitate
antioxidanta totald (CAT).

NMPC MPLW515L-pozitive au avut concentratii de CAT semnificativ mai mari
comparativ cu grupul control (6.74 + 0.49 vs. 5.46 £ 0.65, P=0.002) si pacientii cu NMPC triplu-
negative (6.74 + 0.49 vs. 5.43 + 0.82, P=0.01). Tn special, au existat niveluri mai mari de CAT
in TE MPLW515L-pozitiva versus grupul control (6.90 + 0.45 vs. 5.46 £+ 0.65, P=0.002) si TE
triplu-negativa (6.90 + 0.45 vs. 5.58 + 0.39, P=0.04). In plus, pacientii cu MFP stadiul fibrotic
carora le fusese prescris un tratament specific pentru NMPC au exprimat niveluri mai mici ale
CAT comparativ cu subiectii naivi la tratament (5.43 + 0.99 vs. 6.50 £+ 1.24, P=0.03). Contrar
asteptarilor, varsta, sexul, tratamentul specific administrat anterior sau prezenta FRCV nu au
influentat valorile CAT in NMPC sau LAMs. Nu am identificat nicio asociere fintre
concentratiile de CAT si 8-OHdG, varstd, incarcatura alelica pentru mutatiile driver, gradul de
MF, numarul de leucocite, nivelul hemoglobinei sau numarul de trombocite In NMPC sau

LAMs.
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Figura 3. Evaluarea CAT in functie de subtipul de MF vs lotul control
(sursa: figura originald — vezi Gdman, 2024a)
Legenda: CTRL, lot control. prePMF, lot mielofibroza primara in stadiul prefibrotic.PMF, lot
mielofibroza primara in stadiul fibrotic. TAC, capacitate antioxidanta totald (CAT).

Concentratiile de 8-OHdG au fost similare intre martorii sdndtosi si pacientii cu NMPC
(0.62+£0.12 vs. 0.97+1.91, P=0.59), indiferent de subtipul de NMPC, intre lotul martor si LAMs
(0.62 £0.12 vs. 0.92 £ 1.11, P=0.67), si NMPC si LAMs (0.97 + 1.91 vs. 0.92 + 1.11, P=0.91).
Nu am detectat corelatii intre concentratia 8-OHdG si varsta, sex, gradul MF sau alti parametri
de laborator in NMPC sau LAMs.

Evaluarea datelor prin regresie univariatd a demonstrat o asociere intre CAT si NMPC
(OR = 1.82; P=0.05), in special pentru diagnosticul de TE (OR = 2.36; P=0.03) si, respectiv,
MFP (OR = 2.11; P=0.03), insa nu intre CAT si LAMs. Nu am identificat asocieri intre
concentratiile de 8-OHdG si diagnosticul de NMPC (OR =1.73; P=0.62), respectiv, LAMs (OR
=1.89; P=0.49).

Datele privind evaluarea SOx in NMPC, LAMs si lotul control in functie de rezultatele

testarii moleculare pentru mutatii driver sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3. Evaluarea SOx in NMPC si LAMs in functie de prezenta mutatiilor driver

Subgrupuri CAT (echivalent Trolox) 8-OHdG (nhg/mL)
Control 5.46 +0.65 0.62£0.12
NMPC (intreaga cohorta) 6.05+1.11 0.97 £1.91
LAMs 5.99£1.05 092+1.11
PV 5.79+£0.89 0.81 £ 0.62
JAK2V6B17F (+) 5.79£0.89 0.81 £ 0.62
TE 6.12+1.11 0.56 £ 0.09




JAK2V617F (+) 6.15+1.25 0.54+0.10
CALR (+) 6.04 +0.77 0.58+0.10
MPLWH515L (+) 6.90 £ 0.45 0.58 £ 0.09
Triplu-negativa 5.58 + 0.38 0.57 £ 0.08
MF 6.11+1,23 1.27+2.94
JAK2V6B17F (+) 6.38+1.35 0.79+0.61
CALR (+) 5.80 £ 0.87 2.45+5.24
MPLW515L (+) 6.26 £ 0.00 0.58 £ 0.00
Triplu-negativa 5.37£0.94 0.58 +0.11
MFP prefibrotica 5.65+0.84 0.71+0.47
JAK2V617F (+) 5.68 £ 0.92 0.64+0.21
CALR (+) 5.89 £ 0.96 0.91+0.82
MPLW515L (+) - -
Triplu-negativa 5.10+0.32 0.54 +0.05
MFP fibrotica 6.25+1.30 1.66 + 3.82
JAK2VB17F (+) 6.54 +1.40 0.89+0.78
CALR (+) 5.76 £ 0.90 3.67£7.08
MPLW515L (+) 6.26 £ 0.00 0.58 £ 0.00
Triplu-negativa 551+1.17 0.62+0.17

Legenda: CAT, capacitate antioxidanta totald; 8-OHdG, 8-hidroxi-2’-deoxi-guanozina; NMPC, neoplasme
mieloproliferative cronice BCR::ABL1-negative clasice; LAMSs, leucemie acuta mieloidd secundara; PV,
policitemia vera; TE, trombocitemie esentiald; MF, mielofibroza; MFP, MF primara.

Comparativ cu datele din literaturd, in mod similar, Genovese si colab. au raportat
concentratii crescute de CAT la subiectii cu MF, evidentiind o asociere intre valorile CAT si
gradul de fibroza medulard, scorul DIPSS si numarul de celule CD34-pozitive circulante
(Genovese, 2022). in plus, atat in LAM de novo cat si LAMSs, profilul genetic influenteaza
procesele de semnalizare celulara implicate Tn aparitia SOx care, la randul sau, pare sa exercite,
prin concentratii crescute de Specii reactive de oxigen, o presiune de selectie pozitiva asupra
celulelor stem leucemice pentru a determina evolutie clonala si aparitia LAM (Chen, 2022;
Chen, 2023a; Chen, 2023b; Robinson, 2021).

De asemenea, in cadrul acestui capitol, am prezentat o analiza calitativd a 27 de studii
originale, rezultata Tn urma unei recenzii sistematice a literaturii de specialitate, cu privire la
rolul biopsiei lichide in NMPC. Acesta tehnica ar putea fi utilizatd pentru a cuantifica o serie de
biomarkeri (ADN liber celular, vezicule extracelulare, microparticule, celule endoteliale
circulante) cu posibil rol diagnostic si prognostic in NMPC.

Capitolul 7, intitulat ,,Studiul 2: Evaluarea calititii vietii in neoplasmele
mieloproliferative cronice BCR::ABL1-negative clasice: traducerea, adaptarea culturali i

validarea chestionarului MPN-10 (MPN-SAF TSS) de cuantificare a simptomatologiei”,
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sumarizeaza rezultatele unei cercetdri clinice In care am tradus, adaptat cultural si validat
cultural chestionarul de evaluare a simptomatologiei si QoL in NMPC (Gaman, 2024b).

Cercetarea s-a derulat in cadrul Centrului pentru Hematologie si Transplant Medular din
Institutul Clinic Fundeni, Bucuresti, Romania, si Clinicii de Medicind Internd, Spitalul Clinic
de Urgenta Bucuresti, Romania. Studiul a fost avizat favorabil de comisia/consiliul de etica al
ambelor institutii (aviz nr. 40542/07.06.2021, aprobat in sedinta din 27.05.2021; respectiv, aviz
nr. 3982/13.04.2021, aprobat in sedinta din 13.04.2021) si s-a desfasurat in perioada iunie 2021
— decembrie 2023.

Chestionarul MPN-10 este constituit din 10 itemi, dintre care un item (cea mai puternica
oboseald din ultimele 24 de ore) este preluat din chestionarul ,,Brief Fatigue Inventory”
(Mendoza, 1999) si noua itemi (satietatea precoce, jena abdominald, inactivitatea, problemele
de concentrare, transpiratiile nocturne, pruritul, durerea osoasa non-articularda, scadereca
ponderald involuntara in ultimele 6 luni si febra >37.7 grade Celsius) au fost conceputi in baza
celor mai frecvent raportate simptome de catre pacientii cu NMPC. Pacientii evalueaza fiecare
item pe scala de la 0 puncte (simptomul este absent) la 10 puncte (severitatea simptomului este
cea mai puternica pe care si-0 poate imagina), iar intr-un final prin adunarea scorurilor
individuale se obtine un scor final al simptomatologiei. Un pacient cu NMPC este considerat
simptomatic dacd scorul sdu depaseste 0 puncte. Simptomatologia este consideratd moderata
daca simptomul respectiv este evaluat cu 4-6 puncte si severa dacd este egala sau depaseste 7
puncte. Scorul final al simptomatologiei (TSS) se obtine prin calcularea mediei scorurilor
simptomelor individuale multiplicata prin 10, astfel incat TSS variaza intre 0 s1 100 de puncte.
In cercetarea noastrd, am considerat pacientii cu NMPC ca avand un ,,deficit clinic” daca am
constatat o scadere a QoL cu minim 4 puncte (scor QoL < 6 puncte). Pacientii cu NMPC au fost
invitati sd completeze chestionarul RO-MPN-10 in timpul spitalizarilor de zi sau in cadrul
internarilor continue 1n cadrul clinicii.

Traducerea, validarea si adaptarea culturald in limba romana a MPN-10 s-a derulat in
acord cu ghidurile internationale. Astfel, MPN-10 a fost tradus in limba romana de catre doi
vorbitori nativi de limba romana si ulterior retradus in limba engleza de cétre doi investigatori
cu competentd nativa in limba engleza care nu au avut acces la versiunea originala a MPN-10.
Versiunea finala a MPN-10 in limba romana a fost stabilitd prin consens si distribuitd unui

numar restrans de pacienti cu NMPC (n = 10) in vederea evaludrii echivalentei semantice.
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Versiunea agreata, finala, a MPN-10 (RO-MPN-10) a fost ulterior distribuita pacientilor romani
cu NMPC. Conform ghidurilor PRO in vigoare, lotul minim de studiu a fost estimat la 80-100
de pacienti, astfel: pentru fiecare item sunt necesare minim 8-10 raspunsuri, deci 8-10
raspunsuri/item x 10 itemi In MPN-10 = 80-100 de subiecti (Wild, 2005). Analiza statistica a
datelor a fost efectuata cu programul JASP versiunea 0.18.3.0. (https://jasp-stats.org/).

In ceea ce priveste rezultatele studiului 2, lotul de studiu a fost constituit din 180 de
pacienti diagnosticati cu NMPC: PV (36.67%; n = 66), TE (33.89%; n=61), MF (28.33%; n=
51), st NMPC neclasificabil (NMPCu) (1.11%; n = 2). Pacientii cu MF (n = 51) sufereau fie de
MFP (n = 34), fie de MFS post-PV (n = 7) sau post-TE (n = 10). Varsta medie + deviatia standard
a subiectilor inrolati a fost de 62.75 + 12.36 ani, 54.44% dintre acestia fiind de sex feminin.
Mutatia JAK2V617F a fost detectata la 141 de pacienti cu NMPC (78.33%), in timp ce 10
subiecti exprimau mutatii in CALR de tip 1 sau 2 (5.55%).

Scorul TSS pentru intreaga cohortda de NMPC a fost de 19.51 = 16.51 puncte. Subiectii cu
MF au Tnregistrat cele mai inalte valori ale scorului TSS (24.84 + 19.63 puncte) comparativ cu
cei cu PV (18.95 * 14.38 puncte) sau TE (15.30 + 14.88 puncte). TSS a fost mai ridicat la
pacientii cu MFS post-PV (29.86 + 15.39 puncte) si MFS post-TE (24.50 + 27.39 puncte) vs cu
cei cu MFP (23.91 + 18.16 puncte). Desi pacientii cu NMPCu au inregistrat cele mai mari TSS
(30.50 = 3.54 puncte), trebuie amintit ca numai doi pacienti din intreaga cohorta prezentau
NMPCu.

La nivelul Tntregii cohorte, simptomele cele mai pregnante au fost
oboseala/fatigabilitatea (3.67 + 2.77 puncte), inactivitatea (2.73 + 2.71 puncte) si problemele de
concentrare (2.39 = 2.55 puncte). Tabelul 4 reda scorul individual al simptomelor, incidenta
acestora, scorul QoL si TSS pentru pacientii diagnosticati cu PV, TE si MF inclusi in studiul
nostru. Tn Tabelul 5, raportim scorul individual al simptomelor, incidenta acestora, scorul QoL

si TSS pentru subiectii cu MF (MFP vs. MES) care au fost inrolati in cercetarea noastra.

Tabelul 4. Scorul individual al simptomelor, incidenta acestora, scorul QoL si TSS pentru
pacientii cu PV, TE si MF

Simptom PV (n = 66) TE (n=61) MF (n =51) NMPC (total) (n = 180) Valoare p
Medie| DS Incidentd |Medie| DS |Incidentd |Medie| DS |Incidenti |[Medie| DS |Incidentd
Cea mai p = 0.004;
pregnantd | 3.73 | 2.64 92.42% 2.80 | 252 | 86.89% | 451 | 2.96 | 86.27% | 3.67 | 2.77 | 88.89% |MFvs. TE,p=
oboseald 0.002
Satietate o o o 0 _ .
orecace 1.23 | 1.80 48.49% 161 | 242 | 52.46% | 2.75 | 2.84 | 70.59% | 1.84 | 2.45 | 56.67% p = 0.002;
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MF vs. PV, p =
0.001; MF vs.
TE, p=0.02
b dif;‘f‘nala 120 | 1.90 | 48.49% | 1.23 | 212 | 40.98% | 212 | 2.81 | 58.82% | 1.49 | 2.32 | 48.89% | p=0.057
Inactivitate | 2.74 | 2.49 | 78.79% | 2.16 | 2.35 | 68.85% | 3.18 | 3.12 | 72.55% | 2.73 | 2.71 | 73.89% | p=0.128
F;gonbc':r']‘:fa‘rj: 252 | 243 | 7121% | 2.16 | 2.36 | 63.93% | 2.55 | 2.93 | 66.67% | 2.39 | 2.55 | 67.22% | p=0.663
.. p =0.018;
T;%‘ftﬁ‘rrnag“ 268 | 292 | 7273% | 1.43 | 2.65 | 44.26% | 2.82 | 3.24 | 64.71% | 2.27 | 2.97 | 60.56% | MFvs. TE, p =
0.029
Prurit p =0.024; B
(mancarimiy| 211 | 255 | 66.67% | 093 | 223 | 2205% | 149 | 237 | 4314% | 151 | 242 | 44.44% | PV Vs TE,p=
mancarimi 0023
Durere _
os® | 177 | 249 | 6061% | 2.16 | 2.88 | 57.38% | 2.86 | 340 | 66.67% | 2.19 | 2.92 | 60.56% | p=0.133
Febra & ?;)7 7Tl 028 | 144 | 606% | 005 | 028 | 328% | 035|128 | 9.80% | 022 | 1.12 | 6.11% | p=0321
Scadere .
ponderala MIE\TSOI.DOSL <
involuntara | 0.72 | 1.32 | 34.85% | 075 | 170 | 3115% | 2.27 | 323 | 5294% | 1.22 | 228 | 39.44% |\ > o \‘/’S
in UIItlIJr:iGIe 6 TE, p <0.001
QoL | 7.39 | 1.39 761 | 1.79 7.25 | 2.27 7.44 | 1.8 p=0.584
p =0.008;
TSS  |18.95 [ 14.38 15.30 | 14.88 24.84 | 19.63 19.51 | 16.51 MF vs. TE, p =
0.004

Legenda: QoL, calitatea vietii. TSS, scorul total al simptomatologiei. PV, policitemia vera. TE,
trombocitemie esentiala. MF, mielofibroza. NMPC, neoplasme myeloproliferative cronice. n, numar. DS, deviatie
standard.

Tabelul 5. Scorul individual al simptomelor, incidenta acestora, scorul QoL si TSS pentru

subiectii cu MF
Simptom MFEP (n = 34) MFS post-TE (n=10) | MEFS post-PV (n=7) MF (total) (n = 51) Valoare p
Medie| DS | Incidentd |Medie| DS |Incidenti [Medie| DS |Incidentd |Medie| DS | Incidenti
Cea“;ﬁi)spgzlg;ama 418 |2.81| 85.29% | 5.10 |3.75| 80.00% | 5.29 | 2.50 | 100.00% | 4.51 | 2.96 | 86.27% | p=0527
Satietate precoce | 2.79 |2.73| 76.47% | 2.00 |3.09| 40.00% | 3.57 | 3.21 | 85.71% | 2.75 | 2.84 | 7059% | p=0.534
Jena abdominala | 2.06 |2.78| 58.82% | 2.30 |3.77| 40.00% | 2.14 | 1.35 | 85.71% | 2.12 | 2.81 | 58.82% | p=0.972
Inactivitate 2.76 |2.77] 7059% | 3.90 [4.36] 60.00% | 4.14 | 2.73 | 100.00% | 3.18 | 3.12 | 7255% | p=0.415
Probleme de | 1) 15 65| 64.719% | 2.40 |3.37| 60.00% | 3.29 | 3.04 | 85.71% | 2.55 | 2.93 | 66.67% | p=0.780
concentrare
Transpiratii nocturne| 2.85 |3.22| 61.76% | 2.50 |3.57| 50.00% | 3.14 | 3.34 | 100.00% | 2.82 | 3.24 | 64.71% | p=0.921
Mancarimi (prurit) | 1.59 |2.63| 41.18% | 1.50 |1.84| 50.00% | 1.00 | 1.83 | 42.86% | 1.49 | 2.37 | 43.14% | p=0.841
Durere osoasd | 2.50 |3.28| 61.76% | 3.10 |4.12| 70.00% | 4.29 | 2.93 | 85.71% | 2.86 | 3.40 | 66.67% | p=0.444
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Fe‘éﬁs(izzzj 0.35 [1.32] 882% | 050 |158| 10.00% | 0.14 | 0.38 | 14.29% | 0.35 | 1.28 | 9.80% | p=0.856
Scadere ponderala
involuntard in | 2.47 |3.40| 55.88% | 1.20 |2.53| 30.00% | 2.86 | 3.39 | 71.43% | 2.27 | 323 | 5294% | p=0.491
ultimele 6 luni
QoL 747 |2.08 7.00 |3.13 6.57 | 1.90 705 | 2.27 =059
TSS 23.01 [18.16 2450 [27.39 20.86 | 15.39 24.84]19.63 p=0.771

Legenda: QoL, calitatea vietii. TSS, scorul total al simptomatologiei. PV, policitemia vera. TE, trombocitemie
esentiald. MF, mielofibroza. MFP, MF primara. MFS, MF secundara. n, numar. DS, deviatie standard.

In total, 39 de pacienti cu NMPC (21.66%) au prezentat un deficit clinic din cauza bolii
hematologice, avand scorul de QoL < 6 puncte: 15 pacienti sufereau de PV, 12 de MF (8 MFP;
4 MFS, dintre care 2 aveau MFS post-PV si 2 MFS post-TE), si 12 de TE.

Am decelat diferente notabile intre subtipurile de NMPC 1in ceea ce priveste TSS (p =
0.021) si scorurile individuale pentru urmatoarele simptome: scadere ponderald involuntara in
ultimele 6 luni (p <0.001; MFP vs. PV, p = 0.001; MFP vs. TE, p = 0.002), cea mai pregnanta
oboseala (p = 0.006; MFS vs. TE, p = 0.009), satietate precoce (p = 0.007; MFP vs. PV, p =
0.011), transpiratii nocturne (p = 0.047), si prurit (p = 0.05). In plus, cercetarea noastra
demonstreaza asocieri pozitive puternice intre TSS si inactivitate (r = 0.741, p <0.001), cea mai
pregnantd oboseald (r = 0.734, p < 0.001) si problemele de concentrare (r = 0.709; p < 0.001).
Mai mult decat atit, am evidentiat corelatii negative intre QoL si toti itemiit RO-MPN-10 (p <
0.001). Figura 4 demonstreaza corelatiile existente intre itemii RO-MPN-10.

Consistenta internd a versiunii in limba romana a chestionarului MPN-10 a fost excelenta
(coefficient a al lui Cronbach = 0.855; Tabelul 6), variind intre 0.830 pentru prurit si 0.861
pentru febra. Validitatea constructului (valoarea testului Kaiser-Meyer-Olkin = 0.870, Tabelul
7; valoarea testului de sfericitate Bartlett: X*=616.968, df =45, p <0.001) a fost solida. Analiza
factoriald exploratorie a demonstrat ca toate simptomele s-au concentrat intr-un singur factor
(Tabelul 8; Figura 5). Date referitoare la testare-retestare (aplicare succesiva a RO-MPN-10)
au fost disponibile pentru 63 de pacienti cu NMPC si au evidentiat cd valorile TSS nu s-au
modificat semnificativ intre prezentarile la spital (p = 0.24), demonstrand astfel ca RO-MPN-
10 este un instrument psihometric valid, de incredere, pentru evaluarea QoL si simptomatologiei
in NMPC in diverse momente de timp. In plus, metoda de testare-retestare a evidentiat o crestere

a TSS si o scadere a QoL la pacientii cu NMPC care au evoluat/progresat catre MFS sau LAMs,
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indicand faptul ca RO-MPN-10 poate discrimina intre subtipurile de NMPC si suprinde

modificarile aparute in evolutia acestor hemopatii maligne.
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Figura 4 Matrice de corelatie intre itemii RO-MPN-10, QoL si TSS.

Legenda: worst fatigue, cea mai pregnantd oboseala; early satiety, satietate precoce; abdominal discomfort,
jend abdominald; concentration problems, probleme de concentrare; night sweats, transpiratii nocturne;
itching/pruritus, mancarimi/prurit; bone pain, durere osoasd non-articulard; unintentional weight loss, scadere
ponderala involuntard; fever, febra; QoL, calitatea vietii; TSS, scor total al simptomatologiei in NMPC. (Sursa:
figura originala — vezi Gaman et al., 2024b)

Tabelul 6. Coeficienti a Cronbach pentru itemii RO-MPN-10

Iltem Coeficient o Cronbach 95% ClI
Cea mai pregnanta oboseala 0.838 0.807, 0.871
Satietate precoce 0.837 0.802, 0.867
Jend abdominala 0.833 0.798, 0.865
Inactivitate 0.841 0.812, 0.875
Probleme de concentrare 0.832 0.797,0.865
Transpiratii nocturne 0.832 0.797, 0.865
Mancarimi (prurit) 0.831 0.797, 0.865
Durere osoasa 0.842 0.811, 0.875
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Febra (>37.7 Celsius)

0.861

0.831, 0.890

Scadere ponderald involuntara in ultimele 6 luni

0.845

0.814, 0.876

Legenda: CI, interval de incredere (confidenta) 95%.

Tabelul 7. Rezultatele testului Kaiser-Meyer-Olkin pentru itemii RO-MPN-10

Scadere ponderala involuntara in ultimele 6 luni

Item MSA

Cea mai pregnantd oboseala 0.870
Satietate precoce 0.866
Jena abdominala 0.859
Inactivitate 0.884
Probleme de concentrare 0.843
Transpiratii nocturne 0.865
Mancarimi (prurit) 0.896
Durere osoasa 0.863
Febra (>37.7 Celsius) 0.910
0.759

Legenda: MSA, variabila ce indica acuratetea esantionarii.

Tabelul 8. Rezultatele analizei factoriale exploratorii pentru RO-MPN-10

Factor Vector real Vector simulat
Factor 1* 4418 1.392
Factor 2 1.014 1.261
Factor 3 0.912 1.175
Factor 4 0.851 1.096
Factor 5 0.665 1.028
Factor 6 0.611 0.960
Factor 7 0.429 0.888
Factor 8 0.410 0.811
Factor 9 0.373 0.722
Factor 10 0.317 0.666
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Figura 5. Diagrama ce indica ,,incircarea” itemilor RO-MPN-10 intr-un singur factor.
(Sursa: figura originald)

Legenda: worst fatigue, cea mai pregnanta oboseald; early satiety, satietate precoce; abdominal discomfort,
jena abdominala; concentration problems, probleme de concentrare; night sweats, transpiratii nocturne;
itching/pruritus, mancarimi/prurit; bone pain, durere osoasd non-articulard; unintentional weight loss, scadere
ponderala involuntara; fever, febra; Fc, factor.

De asemenea, avand in vedere ca MPN-10 a fost utilizat frecvent in studii clinice
randomizate pentru a evalua efectul tratamentului asupra simptomelor constitutionale in NMPC,
in cadrul acestui capitol, am abordat tematica terapiei cu inhibitori de JAK1/2 in NMPC,
prezentand inclusiv o parte dintre reactiile adverse non-hematologice ale acestor agenti
farmacologici, precum toxicitatea hepatica sau riscul de infectii oportuniste sau reactivari de
infectii latente (Purwar, 2023; Adesola, 2023).

In Capitolul 8, intitulat ,,Studiul 3 - Factorii de risc cardiovascular si neoplasmele
mieloproliferative cronice BCR::ABL1-negative clasice”, am abordat notiuni de cardio-
oncologie, evaluand impactul FRCV asupra riscului trombotic in NMPC. De asemenea, am
sumarizat principalele notiuni teoretice existente in literatura de specialitate cu privire la FRCV
mai putin studiati in NMPC, precum dislipidemia si sindromul metabolic (Figura 6) sau DZ tip
2, precum si cu privire la doua complicatii trombotice raportate la pacientii cu NMPC: infarctul
miocardic acut (Figura 7) si sindromul Budd-Chiari). Am elaborat inclusiv un algoritm de
diagnostic pentru sindromul Budd-Chiari cauzat de NMPC (Gaman, 2024c; Manan, 2023;
Gaman, 2023Db).
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Figura 6. Interrelatia dislipidemie, ateroscleroza si complicatii trombotice din NMPC
(Sursa: figura originald— vezi Gdman, 2024c)

In plus, am raportat rezultatele unei recenzii sistematice de literatura ce a inclus 74 de
publicatii in care am evaluat interrelatia din HTA si NMPC, impactul HTA asupra riscului
trombotic 1n aceste hemopatii maligne, precum si strategii de management la pacientii cu NMPC
care asociazd HTA primara sau la pacientii cu NMPC care dezvoltda HTA-indusa de

medicamentele utilizate 1n tratamentul bolii hematologice (Gaman, 2023a).

LDH, CK, Tn
Markeri SOx, IMA
S100A
Markeri de metabolism ai colinei
Feritind, PCR, Fibrinogen
TNF-alfa, IL-6, TL-1

Inflamazom NLRP3
TG, LDL-~, ApoAl
CHIP

Figura 7. Potentiali biomarkeri comuni in SCA si NMPC.
(Sursa: figura originala— vezi Manan M, Kipkorir V, ..., Diaconu CC, Giman MA, 2023)

Legenda: NMPC, neoplasme mieloproliferative cronice BCR::ABL1-negative. SCA, sindroame
coronariene acute. LDH, lactat dehidrogenaza. CK, creatin-kinaza. Tn, troponine. SOX, stres oxidativ. IMA,
albumina modificata de ischemie. PCR, proteina-C reactivd. TNF, factor de necroza tumorala. IL, interleukina.
TG, trigliceride. ApoAl, apolipoproteina Al. CHIP, hematopoieza clonala de potential incert.
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De asemenea, in cadrul acestui capitol, am prezentat rezultatele unui studiu retrospectiv
de cohorta ce a inclus peste 150 de pacienti diagnosticati cu TE la care am evaluat prezenta
FRCV si impactul acestora asupra evenimentelor trombotice. Dintre acestia, peste o treime
asociau FRCV, iar aproximativ 30% au suferit complicatii trombotice, in cele mai multe dintre
cazuri trombozele fiind evenimente inaugurale in cadrul diagnosticului de NMPC. Sexul
masculin, anumite simptome, precum jena abdominala, hepatopatiile si leucocitoza s-au asociat
cu instalarea trombozelor majore in TE. Rata de deces in randul pacientilor cu TE a fost mai
crescuta la subiectii cu istoric de tromboze majore (RR = 2.66; 95% CI 1.24-5.70, P=0.02), insa
supravietuirea a fost influentata doar de varsta si de statusul mutational JAK2V617F, fiind cea
mai redusa la pacientii cu TE JAK2V617F-pozitiva peste 60 de ani (Pirciulescu, 2022).

Capitolul 9 reda elementele de originale si perspectivele de viitor ale cercetarii doctorale.
Teza de doctorat prezinta numeroase elemente de originalitate: evaluarea pentru prima data a
SOx in NMPC comparativ cu LAMs si voluntari sanatosi, studiul interrelatiei SOx — profil
genetic In NMPC si LAMs, investigarea simptomatologiei si QoL la pacientii cu NMPC din
Romania, traducerea, validarea si adaptarea culturala in limba romana a chestionarului MPN-
10 si cuantificarea proprietatilor sale psihometrice, propunerea biopsiei lichide drept metoda
non-invaziva de evaluare a NMPC, precum si pentru cuantificarea unei serii de biomarkeri cu
potential prognostic si diagnostic (ADN liber celular, vezicule extracelulare, microparticule,
celule endoteliale circulante), cercetarea teoreticd a implicarii unor FRCV mai putin studiati in
etiopatogeneza trombozelor din NMPC (dislipidemia, sindromul metabolic, DZ tip 2). Tn ceea
ce priveste limitarile cercetarii, amintim faptul cd nu am putut evalua SOx decat din probe de
plasma (nu si din urina sau alte fluide biologice), precum si impactul pandemiei de COVID-19
asupra adresabilitatii pacientilor cu NMPC la spital, ceea ce a scazut rata de inrolare 1n studiile
efectuate. Cu toate acestea, consideram ca originalitatea tezei, care a imbinat cercetarea
experimentala cu cercetarea clinicd, la patul bolnavului, si cu cea teoreticd, precum si caracterul
de interdisciplinaritate, surclaseaza limitarile studiului doctoral. in plus, teza de doctorat se
remarca si prin diseminarea extensiva a rezultatelor cercetarii teoretice si practice prin
publicarea a 15 articole stiintifice la care am avut calitatea de autor principal (trei articole
originale, doud recenzii sistematice de literaturd, opt recenzii narative de literatura si doud

editoriale). Pe viitor, Tmi propun sa extind cercetarea prin evaluarea si a altor markeri de SOx in
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NMPC si LAMs, si sa realizez un studiu multicentric prospectiv 1n care sa cuantific QoL in
NMPC.
Capitolul 10 prezinta concluziile cercetarii doctorale, dupa cum urmeaza:

1. Studiul nostru evidentiaza o implicare a SOx in etiopatogeneza NMPC, masurarea CAT si
8-OHdG 1in aceste hemopatii maligne demonstrand concentratii semnificativ crescute de
CAT (p = 0.03) si concentratii similare de 8-OHdG in NMPC comparativ cu LAMs si lotul
martor.

2. Cercetarea doctorala demonstreaza o asociere notabilad intre concentratii ridicate de CAT si
diagnosticul de NMPC (OR = 1.82; p = 0.05), subiectii cu un nivel crescut de CAT avand
un risc aproape de doua ori mai mare de a suferi de NMPC.

3. Pacientii diagnosticati cu TE si MFP au exprimat valori CAT semnificativ mai crescute
comparativ cu pacientii cu PV, LAMs si lotul martor. In cazul subiectilor cu TE, CAT a fost
notabil crescutd in cazul prezentei mutatiei MPLW515L.

4. Pacientii cu MFP in stadiul fibrotic cu expunere la tratament au inregistrat un nivel de CAT
mai scdzut (p = 0.03) In comparatie cu cei care erau naivi la tratamentul specific
hematologic.

5. Concentratiile de 8-OHdG au fost similare intre lotul martor, NMPC si LAMs, cel mai
probabil intrucét acest marker de SOx a fost evaluat din probe de plasma si nu de urina.

6. Profilul genetic al pacientilor cu NMPC a evidentiat ca mutatia JAK2V617F a fost
dominanta (>70% din cazuri), urmata de mutatiile in gena CALR (18% din cazuri) si mutatia
MPLW515L (<5% din cazuri), in timp ce sub 5% dintre pacienti au fost triplu-negativi pentru
mutatii somatice driver in genele JAK2, CALR sau MPL.

7. Mai mult de jumatate din cazurile de LAMS au exprimat mutatia JAK2V617F, peste un sfert
au fost LAM s triplu-negative si o cincime dintre pacientii cu LAMSs au fost CALR-pozitivi.
Cele mai frecvente cazuri de LAMs intalnite in cercetarea noastra au fost cele secundare
MFP.

8. Referitor la mutatiile aditionale non-driver, desi datele NGS au fost disponibile in principal
pentru cazurile de LAMs, am observat concentratii ridicate de CAT la pacientii la care
mutatiile somatice driver s-au asociat cu mutatii aditionale in gene precum ASXL1, FLT3,

TET2, IDH2 sau STAG2.
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In ceea ce priveste QoL si simptomatologia pacientilor cu NMPC, am observat o scidere
semnificativa a QoL, de aproximativ 30% pentru intreaga cohortd, si o povara accentuata a
simptomatologiei, cu un scor mediu TSS de aproximativ 20 de puncte.

Simptomatologia cea mai pregnanta a fost inregistrata in MF (TSS = 25 puncte), urmata apoi
de PV (TSS = 19 puncte) si de TE (TSS = 15 puncte). In mod particular, pacientii cu MFS
post-PV (TSS = 30 puncte) si post-TE (TSS = 25 puncte) au demonstrat o simptomatologie
mai accentuata decat cei cu MFP (TSS = 24 puncte), PV sau TE.

Oboseala, inactivitatea zilnica si problemele de concentrare au fost cele mai pregnante
simptome in cadrul cohortei noastre de pacienti cu NMPC.

Scaderea ponderald involuntara a fost un simptom frecvent in NMPC (p < 0.001), pacientii
cu MFP acordandu-i punctaje mai mari pe scala TSS comparativ cu cei cu PV (p = 0.001)
sau decat cei cu TE (p = 0.002).

Scorurile pentru oboseala au fost diferite intre subtipurile de NMPC (p = 0.006), existand
diferente notabile preponderent intre MFES si TE (p = 0.006), oboseala fiind un simptom mai
pregnant in cea dintai.

Au existat diferente semnificative statistic in NMPC pentru satietatea precoce (p = 0.007),
subiectii cu MFP (p = 0.011) considerand acest simptom mai accentuat versus cei cu PV.
Am evidentiat diferente notabile in ceea ce priveste TSS (p = 0.021), precum si scorurile
individuale pentru transpiratii nocturne (p = 0.047) si prurit (p = 0.05), intre subtipurile de
NMPC.

Datele noastre sugereaza interdependente intre simptomele raportate de pacientii cu NMPC.
Am identificat asocieri pozitive de grad ridicat intre TSS si inactivitate (r=0.741, p <0.001),
oboseali (r = 0.734, p < 0.001) si problemele de concentrare (r = 0.709; p < 0.001). n plus,
scorul pentru QoL s-a corelat negativ in grad moderat cu simptomele raportate de pacientii
cu NMPC inclusi in cohorta noastra.

Versiunea in limba romand a MPN-10 a demonstrat proprietati psihometrice excelente.
Consistenta internd a RO-MPN-10 a fost notabild, coeficientul a al lui Cronbach avand o
valoare de 0.855 si variind de la 0.830 pentru prurit la 0.861 pentru febra. Validitatea de
construct a fost, de asemenea, solida (test Kaiser-Meyer-Olkin test = 0.870, test de sfericitate
Bartlett cu p < 0.001). Analiza factoriala exploratorie a demonstrat ca toate simptomele s-

A

au ,,incarcat” intr-un singur factor. Procedura de testare-retestare a evidentiat ca TSS nu se
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schimba semnificativ intre spitalizari, cu exceptia cazurilor in care NMPC progreseaza catre
MEFS sau LAMs, sugerand ca RO-MPN-10 are capacitate discriminatorie.

In ceea ce priveste aplicabilitatea biopsiei lichide in NMPC, analiza calitativa pe care am
efectuat-o sugereaza ca aceasta tehnica ar putea fi utilizata in aceste hemopatii maligne, In
special pentru a detecta anumiti biomarkeri (ADN liber celular, vezicule extracelulare,
microparticule, celule endoteliale circulante) cu posibil rol diagnostic si prognostic.
Referitor la interrelatia FRCV — NMPC, rezultatele cercetarii noastre sugereaza ca HTA
reprezinta cel mai frecvent FRCV in aceste hemopatii maligne, avand un impact negativ atat
asupra riscului trombotic, supravietuirii, cat si asupra strategiilor terapeutice. Asocierea
HTA cu NMPC presupune, pe langa o rata crescuta de tromboze, si afectare de organ {inta,
iar hipervascozitatea din NMPC, atunci cand este prezenta, limiteaza liniile de tratament
antihipertensiv prin necesitatea elimindrii diureticelor din arsenalul terapeutic. DZ tip 2,
dislipidemia si sindromul metabolic au efecte similare asupra ratei de complicatii
trombembolice si supravietuirii in NMPC.

Experienta noastrd unicentricd in diagnosticul si tratamentul TE demonstreaza o frecventa
crescutd a FRCV si complicatiilor trombotice in acest subtip de NMPC, o treime dintre
pacienti asociind tromboze arteriale, venoase sau mixte.

Desi pacientii cu TE si istoric de evenimente trombotice majore au avut o supraviefuire
redusd, doar varsta Tnaintatd, peste 60 de ani, si prezenta mutatiei JAK2V617F au avut un

impact decisiv asupra ratei de deces.
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