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Leucemia acuta promielocitara (LAP) reprezinta o patologie rara, fiind o forma
particulara de leucemie acuta micloblastica, acest tip de neoplazii fiind descrise printre cele
mai agresive forme de patologii maligne. In contrast, una din caracteristicile care ii confera
unicitate este rata inalta de obtinere a raspunsului complet si faptul ca putem discuta despre
curabilitate in cazul pacientilor diagnosticati cu aceasta forma de boala (1,2).

Caracteristicile particulare care confera unicitate acestui tip de leucemie acuta sunt
reprezentate de diateza hemoragica impresionantd, coagulopatia distincta, riscul de complicatii
trombotice, varietatea caracteristicilor genetice si moleculare, terapia personalizatd tintita
asupra unei modificari moleculare si posibilitatea administrarii unui tratament ce nu include
chimioterapie intr-o forma de neoplasm, dar si anumite complicatii particulare asociate cu
agentii de diferentiere si nu Tn ultimul rdnd mortalitatea precoce, care inca reprezinta o
problema importanta.

Lucrarea are ca scop analiza leucemiei acute promielocitare prin identificarea completa
si detaliata a profilului pacientilor diagnosticati cu aceasta patologie. Astfel, scopul studiului
este de a evalua caracteristicile clinice, morfologice, imunofenotipice, genetice si moleculare
ale leucemiei acute promielocitare, corelarea acestora, analiza impactului acestor trasaturi
asupra evolutiei, raspunsului la tratament, complicatiilor i supravietuirii. Avand in vedere ca
cel mai important obstacol din practica curenta il constituie mortalitatea precoce, am considerat
important de evaluat factorii predictivi ai decesului precoce de la momentul debutului bolii,
pentru a interveni tintit si cat mai rapid. Astfel, am elaborarat un scor de risc pentru anticiparea
deceselor precoce, bazat pe doi parametri aflati la indeméana oricarui clinician in practica
curentd. De asemenea, in mod particular, am analizat tabloul mutatiilor somatice aditionale la
momentul diagnosticului unui lot mic de pacienti cu leucemie acuta promielocitara si am
evaluat asocierile dintre acestea si caracteristicile clinico-biologice, raspunsul la tratament,
evolutie si complicatii.

Studiul efectuat, de tip prospectiv, longitudinal, observational si analitic a inclus toti
cei 48 de pacienti diagnosticati cu leucemie acutd promielocitarda in cadrul Clinicii de
Hematologie a Spitalului Universitar de Urgentd Bucuresti, pe parcursul a 18 ani, respectiv in
perioada 2006 — 2024. Lotul de studiu cuprinde un numar redus de pacienti intrucat incidenta
acestei patologii este redusa.

Criteriile de includere s-au bazat pe rezultatele examenului FISH, citogenetic sau
molecular, efectuat din sangele periferic sau din aspiratul medular, care au stabilit diagnosticul,

coreland datele cu aspectul morfologic si expresia imunofenotipica a promielocitelor atipice.



Datele colectate au fost analizate statistic folosind programul IBM SPSS Statistics
versiunea 25 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) si Epi Info versiunea 7.2. (Center for Disease
Control and Prevention, Atlanta, GA, USA). Pentru compararea variabilelor categorice am
folosit testul Chi-Square, Fisher’s exact test si mid-p pentru grupuri mai mici de pacienti.
Pentru compararea medianelor am folosit Independent Samples Median Test si Kruskal-Wallis.
Pentru identificarea asocierilor dintre variabilele continue am folosit Spearman’s rho
correlation. Pentru analiza supravietuirii am folosit curbele Kaplan-Meier si testul Log-rank.
Tn realizarea scorului, pentru identificarea valorii prag, am folosit curba ROC. Am calculat
ratele de risc relativ folosind Odds Ratio si intervalele de sigurantd 95%. Valoarea p < 0.05 a
fost considerata semnificativa statistic.

Rezultatele primului studiu descriu un lot a carui varsta mediana la diagnostic a fost de
51.8 ani, observandu-se o predominantd a pacientilor tineri, majoritatea pacientilor fiind
incadrati in grupa de varsta 40-59 ani, ceea ce se coreleaza cu datele din literatura care indica
o crestere a varstei la diagnostic (3,4). Pacientii cu forma microgranulara au avut o varsta
mediand mai mare, respectiv 56.8 ani, insa fara ca diferenta sa fie semnificativa intre cele doua
tipuri morfologice. Distributia pe sexe a fost egala, atat in lotul general, cat si pentru fiecare
subtip morfologic. In ceea ce priveste statusul de performanti, aproximativ doua treimi din lot
(60.4%) au prezentat ECOG 0-1, cu o predominantd semnificativa a celor cu status de
perfomanta mai bun in randul pacientilor cu forma hipergranulara.

Optsprezece (37.5%) pacienti au asociat patologie cardiovasculara, urmata de obezitate
(16.7%), istoricul de neoplasm mamar (8.3%), tulburari de ritm (6.3%) si istoric de sindrom
coronarian acut (6.3%). Trei dintre pacientele cu istoric de neoplasm mamar au benficiat, pe
langa interventia chirurgicala radicala, si de chimioterapie si radioterapie, aspect important in
ceea ce priveste tratamentul, avind in vedere doza maximd de antraciclind ce poate fi
administrata si impactul asupra functiei cordului.

Un alt aspect important, avand in vedere raritatea acestei asocieri (5), este ca la doua
paciente, patologia a debutat in cursul sarcinii, una aflandu-se in trimestrul III, iar cealalta in
trimestrul I de sarcina.

Conform scorului de risc Sanz (6), majoritatea pacientilor din lot au fost incadrati in
grupa de risc intermediar, cei cu varianta microgranulara fiind toti incadrati in grupa de risc
Tnalt.

Tabloul clinic a fost dominat de complicatii hemoragice (72.9% din lot), cele mai
frecvente fiind cele cutaneo-mucoase, aspect descris in majoritate studiilor (7,8). O singura

pacienta a prezentat la debut hemoragie cerebrala si 0 alta pacientd a prezentat hemoperitoneu
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la momentul diagnosticului. Patru pacienti (8.3%) au prezentat complicatii trombotice la
diagnostic: in teritoriul vaselor cerebrale, infarct pulmonar, tromboza venoasa profunda la
nivelul membrelor inferioare si trombembolism pulmonar. Doisprezece pacienti (25%) au
asociat coagulare intravasculara diseminata (CID) la momentul diagnosticului. Numai doi
pacienti au asociat lizd tumorald spontana la momentul prezentarii, ambii cu forma high risk.

Din punct de vedere al parametrilor paraclinici, lotul general a fost caracterizat de
pancitopenie si hipofibrinogenemie, ceea ce este in concordanta cu tabloul biologic descris in
literatura (9,10). In contrast, pacientii cu varianta microgranulard au prezentat valori
semnificativ mai mari ale leucocitelor si promielocitelor atipice circulante comparativ cu cei
cu varianta hipergranulara (p=0.0018, respectiv p=0.0045).

Am observat o corelatie semnificativa, direct proportionala intre promielocitele atipice
circulante si valoarea LDH (p=0.000), respectiv o asociere invers proportionala intre valoarea
LDH-ului si cea a fibrinogenului (p=0.001).

Pacientii cu hemoragie la diagnostic au avut valori semnificativ mai mari ale
leucocitelor (p=0.0143) si implicit, ale promielocitelor atipice circulante (p=0.0004) si valori
semnificativ mai mici ale trombocitelor (0.0000), APTT-ului (0.0084) si fibringenului (0.0001)
comparativ cu cei care nu asociazd complicatii hemoragice la diagnostic. Acest aspect se
coreleaza cu datele teoretice care sustin implicarea directa a trombocitopeniei in fiziopatologia
hemoragiilor, dar si proprietatile promielocitelor atipice care joaca un rol cheie in diateza
hemoragica (4,11).

Pacientii care au asociat tromboza la diagnostic au avut o valoare mediana a
trombocitelor de cinci ori mai mare comparativ cu cei ce nu au asociat aceastd complicatie
(p=0.0419).

Pacientii high-risk au prezentat valori semnificativ mai mari ale promielocitelor atipice
si ale LDH-ului, respectiv mai mici ale fibrinogenului comparativ cu pacientii non-high risk.

Infiltratul medular de promielocite atipice s-a corelat invers proportional cu varsta ceea
ce indica o rata de proliferare crescutd a promielocitelor atipice la tineri. Din punct de vedere
al expresiei imunofenotipice, s-a observat expresia predominanta a CD33, CD9, CD117, CD13

Doua paciente tinere au asociat anomalii cromozomiale aditionale, insa acestea nu au
avut impact prognostic. Conform literaturii anomaliile cromozomiale aditionale asociaza un
risc crescut la varstnici (12).

Patruzeci si trei de pacienti din lot au beneficiat de terapie de inductie, cel mai frecvent
protocol AIDA (53.9%), urmat de ATRA monoterapie (16.28%) si ATRA+ATO (9.3%); restul

lotului (20.93%) au primit alte forme terapeutice. Treizeci si unu de pacienti au obtinut raspuns
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complet, doi - raspuns partial, iar la opt am inregistrat deces precoce. LDH-ul a fost singurul
factor predictiv pentru obtinerea raspunsului, celelalte caracteristici de clinico-biologice sau
markerii imunofenotipici nu au influentat raspunsul la tratament.

Cele mai frecvente complicatii dupa terapia de inductie au fost citopeniile si infectiile,
urmate de sindromul de diferentiere si hemoragii. Pacientii care au asociat infectii la diagnostic
au asociat un risc de 5.79 mai mare de a dezvolta infectii in prima perioada de aplazie, ceea ce
subliniaza statusul imun compromis al pacientilor cu LAP. Pacientii care au dezvoltat sindrom
de diferentiere si hemoragie dupa terapia de inductie au fost predominant incadrati cu risc Thalt
sau intermediar. Existd un risc de 5.5 ori mai mare in randul pacientilor cu forma
microgranulara sa dezvolte sindrom de diferentiere comparativ cu forma clasica de boala. De
asemenea, am observat ca expresia markerilor CD34, CD13 si CD2 se asociaza cu un risc mai
mare de a dezvolta sindrom de diferentiere.

In ceea ce privesc complicatiile pe termen lung (dupi terapia de consolidare si cea de
mentinere), predominante au fost infectiile, ceea ce indica imunodeficienta asociatd. Acest
aspect se reflecta si in riscul crescut de infectii pe termen lung al celor cu infectie la diagnostic
cat si al pacientelor cu istoric de neoplasm mamar.

Mediana supravietuirii globale nu a fost atinsa pe parcursul unei urmariri mediane de
9.98 luni. Supravietuirea globala a pacientilor cu forma microgranulara a fost inferioara celor
cu varianta hipergranulara. Varsta si statusul de performantad au fost factori predictivi pentru
supravietuirea pacientilor din acest lot.

Principala cauza a deceselor au fost complicatiile hemoragice, urmate de infectii. De
asemenea, i In cazul deceselor precoce, hemoragiile au constituit principala etiologie, toti
pacientii dezvoltind hemoragii cerebrale si o singurd pacientd asociind §i hemoragie
pulmonara. Majoritatea studiilor descriu aceeasi cauza principala pentru decesele precoce (13—
16). Motivul frecventei crescute a hemoragiilor cerebrale este reprezentat de expresia anexinei
IT pe suprafata celulelor endoteliale de la nivelul microvascularizatiei cerebrale (17,18).

Dintre factorii predictivi pentru diferitele mecanisme de producere a deceselor, am
observat cresterea riscului de deces prin hemoragie in cazul pacientilor cu CID la diagnostic.
Pacientii cu deces prin sindrom de diferentiere au fost incadrati in categoria high-risk. Varsta
si statusul de performanta au constituit factori predictivi pentru decesul prin infectie.

Am elaborat un scor de risc pentru decesul precoce, bazat pe statusul de performanta si
pe valoarea LDH-ului la diagnostic. Astfel, am acordat cate un punct pentru ECOG cu valoare
intre 2 si 4, respectiv pentru valoarea LDH peste 330 U/L. Astfel, am obtinut un scor de risc cu

valori intre 0 si 2. Pacientii care au obtinut 2 puncte au avut o supravietuire mediana de 0.167
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luni, in timp ce pacientii cu scor de 0 sau 1 punct nu au atins mediana pentru perioada de
urmarire (p=0.000). Pacientii cu risc inalt (2 puncte) au avut un risc de deces precoce de 19.25
ori mai mare comparativ cu cei cu risc scazut (0-1 punct).

Cel de-al doilea studiu analizeaza profilul de mutatii somatice aditionale in cazul a 18
pacienti diagnosticati cu LAP cu fuziune PML::RARA, la care probele de ADN obtinute la
diagnostic au fost testate prin secventiere de noud generatie.

In urma testirii targeted-NGS au fost detectate mutatii somatice aditionale la 11
pacienti, cinci pacienti (27.8%) au prezentat o singura mutatie, doi pacienti (11.1%) cate doua
mutatii, trei (16.7%) pacienti cate trei mutatii si un pacient (5.6%) patru mutatii. Cele mai
frecvente mutatii au fost mutatiile caii de semnalizare RAS (NRAS, KRAS, PTPN11) intalnite
la sapte pacienti (38.9%) si mutatiile FLT3-ITD inregistrate la sapte pacienti (38.9%), urmate
de mutatiile factorilor de control epigenetic (DNMT3A, ASXL1) detectate in doua cazuri
(11.1%), iar mutatiile factorului de splicing al ARN-ului mesager SRSF2 si ale factorului de
transcriptie RUNX1 au fost observate la un singur pacient (5.6%). Doi (11.1%) pacienti au
prezentat mai multe mutatii FLT3-ITD (doua respectiv trei), iar trei (16.7%) pacienti cu mutatii
FLT3-ITD au asociat si alte tipuri de mutatii.

Varsta mediana a lotului de pacienti care au asociat mutatii aditionale a fost 56 ani, cu
o predominanta a afectarii sexului masculin. Pacientii cu mutatie FLT3-ITD au avut o varsta
mai inaintata.

Se observa o predominantd a incadrarii pacientilor cu mutatii prezente in grupa de risc
inalt si intermediar (patru pacienti high risk si sase pacienti cu risc intermediar) $i o asociere
mai frecventa a mutatiei FLT3-ITD (unica sau in asociere cu alte mutatii — NRAS, RUNX1,
SRSF2, KRAS, PTPN11) cu risc Tnalt (p=0.065). Aceste aspecte se coreleaza cu studiile
efectuate, pacientii cu mutatii asociate fiind incadrati ca high risk (19,20).

Dintre pacientii cu mutatii adifionale, doi au avut tromboze la diagnostic, si anume o
pacienta cu trei mutatii FLT3-ITD si un pacient cu mutatie PTPN11. Frecventa asocierii de
complicatii hemoragice este cu 53% mai mare pentru pacientii care asociazd mutatia FLT3-
ITD (p=0.011).

In ceea ce privesc parametrii paraclinici, se observi asocierea unei valori mai mari a
leucocitelor, a promielocitelor atipice si a LDH-ului la pacientii cu mutatia FLT3-ITD.
Rezultate asemanatoare sunt descrise in literatura (20,21).

Asocierea mutatiei FLT3-ITD creste riscul pentru expresia CD34, CD56 si CD2 ,

markeri asociati cu evolutie nefavorabila (22).



Frecventa asocierii FLT3-ITD este cu 72.22% mai mare pentru forma microgranulara
decat pentru cea hipergranulara, in lotul nostru (p=0.0552).

Toti cei 18 pacienti din lot au beneficiat de tratament, insa numai 14 au obtinut raspuns
complet. Cei patru pacienti au decedat precoce, toti asociind mutatii somatice aditionale.

Cea mai frecventa complicatie dupa cura de inductie a fost sindromul de diferentiere,
urmat de infectii. Cei mai multi pacienti care au dezvoltat sindrom de diferentiere fac parte din
grupul pacientilor cu mutatii somatice aditionale.

Pacientii cu mutatia FLT3-ITD au avut o supravietuire mediand de 5 luni comparativ
cu 10 luni pentru cei care nu au asociat mutatia (pentru o durata mediana a urmaririi de 9.32
luni), insa diferenta nu este semnificativa (p=0.3219).

Am inregistrat sase decese (33.3%), dintre care majoritatea (66.7%) au decedat precoce.
Cauzele deceselor au fost reprezentate de tromboze, sindromul de diferentiere, insuficienta
multipla de organ asociatd cu sindrom de liza tumorald si progresia bolii. Toti pacientii care au
decedat au prezentat mutatii somatice aditionale. S-a observat o tendinta de asociere a deceselor
la pacientii cu mai multe mutatii, respectiv o tendintd de asociere intre decese si mutatiile
FLT3-ITD si ale caii RAS, ceea ce se observa si in unele studii din literatura (20,21,23-25).

Pe langd mutatiile somatice au fost detectate variante ale liniei germinale, cu posibila
semnificatie patogena, respectiv: o varianta heterozigota KMT2A (MLL1), c.10118T>A,
p.L3373H la doi pacienti; 0 variantd heterozigota SH2B3 (LNK), ¢.17T>C, p.L6P la doi
pacienti; o variantd heterozigotda ATM ¢.5890A>G, p.K1964E la un pacient; o varianta
heterozigota ATM ¢.4973C>T, p.Al658V la un pacient; o variantd heterozigota EZH2
€.553G>C, p.D185H, la trei pacienti.

Teza isi atinge obiectivele, de a studia complet profilul pacientilor diagnosticati cu
LAP, de a analiza caracteristicile acestora si eventualele asocieri intre acestea si raspunsul la
tratament, evolutie si deces. De asemenea, cel mai important obiectiv, am identificat in lotul
nostru factori de risc pentru mortalitatea precoce, elaborand un scor de risc

Al doilea studiu aduce o nota de noutate in ceea ce priveste completarea panelului de
diagnostic al pacientilor cu LAP, si anume detectia mutatiior somatice aditionale. Desi am avut
un lot mic, un numar relativ mare de pacienti au asociat mutatii somatice aditionale, respectiv
variante ale liniei germinale cu posibila semnificatie patogena. Acest aspect vine ca argument
pentru propunerea de introducere a metodei NGS 1n protocolul de diagnostic al pacientilor cu

LAP.



Sunt necesare studii suplimentare, pe loturi mai mari de pacienti, care sa analizeze
impactul terapiei, mai ales a trioxidului de arsen asupra evolutiei pacientilor ce asociaza mutatii
somatice.

Desi in decursul celor 67 de ani, de la prima descriere a patologiei si pana in prezent,
s-au obtinut progrese semnificative in ceea ce priveste raspunsul la tratament si rata de
vindecare a pacientilor, inca existd multiple probleme fara solutie, precum rata inaltd a
deceselor precoce si mai ales, complicatiile hemoragice fatale.

Se poate considera ca momentul actual reprezinta Tnceputul unui nou capitol in
diagnosticul LAP, marcat de identificarea mutatiilor somatice aditionale si analizarea unor
agenti terapeutici noi cu {intd moleculara care ar putea creste rata de curabilitate si reducerea

incidentei deceselor precoce.
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