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Introducere

Neoplaziile mieloide ale copilului constituie un grup rar si heterogen de afectiuni
hematologice, profund diferit de formele adulte, marcate de o arhitecturd genomica distincta
pentru fiecare subtip. Progresele recente in tehnologiile moleculare au permis depasirea cadrului
morfologic clasic si adoptarea unei abordari integrative, centrate pe semnatura geneticd, cu
implicatii fundamentale asupra intelegerii hematopoezei si a personalizarii terapeutice.

Lucrarea de fatd exploreazd aceastd complexitate prin trei directii: caracterizarea
mutationala, evaluarea impactului genetic asupra evolutiei clinice si abordarea optima in
contextul efectuarii procedurii de transplant de celule stem hematopoietice (TCSH). Scopul este
orientat spre anticiparea agresivitatii bolii, identificarea subgrupurilor vulnerabile si alegerea
unei terapii personalizate, adaptate specificului molecular al acestor entitati rare, dar cu un
impact major in hematologia pediatricd moderna.

A. Stadiul actual al cunoasterii

Partea generald a tezei oferd o fundamentare teoreticd riguroasd asupra neoplaziilor
mieloide pediatrice, printr-o analiza integrativa a particularitatilor biologice, genetice si clinico-
terapeutice ale acestor entitdti rare. Pentru inceput se detaliaza date de epidemiologie pentru
fiecare entitate in parte: leucemia mieloida acutda (LAM), sindroamele mielodisplazice (SMD)
si neoplasmele mieloproliferative (NMP) cu accent pe leucemia mielomonocitard cronica
juvenila (LMMCJ). Datele sunt prezentate comparativ cu populatia adulta, tocmai pentru a
evidentia necesitatea particularizarii criteriilor de diagnostic si stadializare in patologia copilului
(1, 2).

Clasificarea neoplaziilor mieloide pediatrice a cunoscut o transformare semnificativa in
ultimele decenii, migrand de la o abordare bazata exclusiv pe criterii morfologice si clinice catre
un model integrativ, molecular si adaptativ. Noile editiit WHO-HAEMS si ICC 2022 reflecta
aceastd tranzitie, recunoscand particularitatile genetice si clinice distincte ale copiilor fata de
adulti (3, 4). In mod special, LAM pediatrici a beneficiat de revizuiri majore, cu redefinirea
entitatilor pe baza rearanjamentelor genetice (ex. KMT2A, NUP98, MECOM) si introducerea
unor noi subtipuri precum “LAM cu alte anomalii genetice definite”, aldturi de recunoasterea

mutatiilor germinale cu impact asupra diagnosticului si conduitei terapeutice (5).



In ceea ce priveste SMD, clasificirile recente subliniaza importanta diferentierii intre
formele cu numar scazut si crescut de blasti, integrand mutatii recurente si criterii citogenetice
complexe pentru stratificarea riscului si indicarea TCSH. Termenul clasic de “citopenie
refractara a copilului” a fost inlocuit de entitati mai clar definite, precum “SMD cu numar scazut
de blasti” si “SMD cu numar crescut de blasti”, reflectand o intelegere mai precisd a biologiei
bolii. Totodatd, accentul cade pe excluderea altor cauze de citopenie si recunoasterea rolului
mutatiilor germinale (6, 7).

LMMCJ, anterior inclusa in categoria SMD/SMP, a fost reincadrata in clasificarea WHO
ca neoplasm mieloproliferativ, iar in ICC a fost asociatd cu mutatii germinale sau forme
pediatrice specifice. Aceasta reclasificare se bazeaza pe recunoasterea mutatiilor canonice ale
caii RAS, prezente in majoritatea cazurilor. Astfel, se evidentiazd importanta recunoasterii
neoplaziilor asociate sindroamelor de predispozitie genetica de linie germinala (3-5).

Urmatoarele sectiuni ale partii generale sunt dedicate expunerii particularitatilor clinice si
biologice la copil, precum si etapelor de diagnostic actual (7-14). De asemenea, se detaliaza
caracterizarile mutatiilor cu rol patogenetic major, disfunctiilor epigenetice si rearanjamentelor
cromozomiale asociate cu prognostic nefavorabil (15-22). Identificarea si caracterizarea
predispozitiilor genetice ale neoplaziilor mieloide reprezinta un element esential in evaluarea
citopeniilor persistente la copil si adultul tanar. Intelegerea acestor sindroame genetice, fie ele
cu fenotip evident sau cu manifestari exclusiv hematologice, permite personalizarea conduitei
terapeutice, optimizarea prognosticului si implementarea eficienta a consilierii familiale (10, 23,
24).

Toate aceste transformari reflectd o reconfigurare profunda a paradigmei diagnostice si
terapeutice, orientata catre integrarea profilului genomic ca element central al evaludrii clinice.
In acest context, partea generali a tezei fundamenteazi conceptual managementului personalizat
in hemato-oncologia pediatrica, oferind suportul necesar pentru interpretarea integrativd a

datelor clinice si moleculare din studiile originale.

B. CONTRIBUTIA PERSONALA

Ipoteze de lucru, obiectivele generale si metodologia de cercetare

Aceastd tezd exploreazad complexitatea biologicd si clinicd a neoplaziilor mieloide

pediatrice printr-o abordare multidimensionald, orientatd spre integrarea datelor genetice in



deciziile terapeutice. Demersul investigativ are la bazd analiza profundd a arhitecturii
moleculare a bolii, evaluarea modului in care mutatiile influenteaza cursul evolutiv si a abordarii
teraputice optime 1n cadrul procedurii de TCSH. Ipotezele formulate sustin existenta unor
conexiuni functionale intre modificarile genetice si fenotipul clinic, cu potential de a ghida
strategii terapeutice personalizate si de a genera noi directii de cercetare aplicabila.

Metodologia a presupus un studiu observational, transversal, pe un lot de 61 de pacienti
pediatrici diagnosticati si tratati in cadrul Institutului Clinic Fundeni, pe o perioada de 6 ani.
Studiul a inclus trei grupe patologice: LAM (inclusiv MPAL si LAM asociatd sindromului
Down), SMD si NMP, diagnosticate conform criteriilor internationale. TCSH a fost indicat 1n
functie de riscul evolutiv, fiind realizat la pacientii aflati in remisiune completa. Investigatia s-
a desfasurat 1n trei etape: (1) analiza moleculara si corelarea profilului genetic cu caracteristicile
clinice si supravietuirea pana la TCSH; (2) evaluarea relatiei dintre profilul mutational initial si
raspunsul terapeutic precoce; (3) analiza detaliatd a pacientilor transplantati, cu accent pe
impactul regimurilor de conditionare asupra remisiunii, complicatiilor post-TCSH si
supravietuirii In primul an.

Aceastd abordare integrativd subliniaza importanta adaptarii conduitei terapeutice in
functie de particularitatile clinice si de profilul molecular individual, promovand astfel un model
de tratament personalizat in hemato-oncologia pediatrica. Datele au fost procesate prin metode
statistice robuste, incluzand analize de supravietuire si vizualizari tip heatmap, toate desfasurate

in conformitate cu standardele etice in vigoare.

Capitolul 6. Studiul 1 — Identificare caracteristicilor moleculare in

neoplaziile mieloide pediatrice

Acest studiu exploreaza caracteristicile moleculare ale neoplaziilor mieloide pediatrice,
pornind de la premisa ca fiecare entitate patologica (LAM, SMD, NMP) prezintd o semnatura
genetica distinctd, cu implicatii functionale si prognostice. Studiul se fundamenteaza pe ipoteza
ca analiza integratd a profilului imunofenotipic, citogenetic si molecular permite definirea unor
trasee patogenetice specifice si a unor markeri de agresivitate precoce. Obiectivul central a fost
identificarea factorilor de risc moleculari cu relevanta clinica, iar printre obiectivele secundare

s-au numadrat evaluarea mutatiilor semnificative, tendintele prognostice ale anomaliilor



genetice, valoarea predictiva a unor markeri precum CD7 si analiza semnalelor de agresivitate

clinica la debut.

Ipotezele de lucru pentru Studiul 1 au fost:

1.

11.

1il.

Heterogenitatea moleculard si biologica a neoplaziilor mieloide pediatrice defineste
trasee patogenetice diferentiate, ce pot fi captate prin analiza integratd a
caracteristicilor clinice, imunofenotipice si moleculare, cu potential impact asupra
prognosticului si strategiilor terapeutice.

Expresia unor markeri imunofenotipici precum CD7 sau a unor anomalii genetice
specifice (ex. FLT3-ITD, anomalii ale cromozomului 7, rearanjamente KMT2A)
constituie markeri precoce de agresivitate si pot anticipa un prognostic nefavorabil,
inclusiv post-transplant.

Neoplaziile mieloide pediatrice (LAM, SMD, NMP) prezinta semnaturi moleculare

functionale distincte, corelate cu comportament biologic specific

Obiectivul principal al studiului 1 a fost:

1.

Sa evalueze profilul clinic, imunofenotipic, citogenetic si molecular al neoplaziilor
mieloide pediatrice (LAM, SMD, NMP) pentru identificarea factorilor de risc si a

semnaturilor biologice predictive cu impact prognostic

Obiective secundare au constat in:

1.

il.

1il.

1v.

Explorarea distributiei mutatiilor si a axelor functionale per entitate diagnostica
Explorarea tendintelor prognostice ale anomaliilor genetice identificate la debut
Evaluarea markerilor imunofenotipici (CD7, CD56, CD123) ca predictori precoce
pentru prognostic nefavorabil

Identificarea parametrilor clinici si biologici de debut care pot semnaliza

agresivitatea bolii

Lotul de 61 de subiecti a fost selectat conform criteriilor de includere, iar pacientii au fost

diagnosticati conform standardelor internationale, folosindu-se o abordare multidimensionala

pentru caracterizare: date clinice, imunofenotipice, citogenetice si moleculare. Probele biologice

pentru analiza prin secventiere de noud generatie (NGS) au fost prelucrate pentru izolarea ADN-

ului genomic prin metode standardizate, iar calitatea si concentratia acestora au fost riguros

verificate. Secventierea tintitd a fost realizatd pe 23 de pacienti folosind TruSight Myeloid Panel

(MiSeq), iar restul de 38 au fost analizati in cadrul unui program national extins de secventiere



(panel TruSight Oncology 500) acoperind 523 de gene, ce a inclus si un panel de fuziuni genice.
Pregétirea probelor pentru analiza NGS a inclus trei etape: (1) pregatirea librariilor ADN, (2)
secventierea propriu-zisd, si (3) analiza bioinformaticd. Au fost raportate doar mutatiile cu
frecventa alelicd >2% si valoare potential patogenica, clasificate conform ghidurilor
internationale.

Studiul a demonstrat complexitatea si heterogenitatea profunda a neoplaziilor mieloide
pediatrice, reliefand diferentele semnificative intre entitatile analizate nu doar clinic, ci si la
nivel genomic, imunofenotipic si functional. Desi dimensiunea lotului a limitat obtinerea unor
semnificatii statistice ferme pentru unii parametri, tendintele clinice si moleculare evidentiate
sustin valoarea unor markeri precum CD7, fuziunile KMT2A si NUP98, mutatiile FLT3-ITD
sau anomaliile cromozomului 7 ca factori asociati cu prognostic negativ. Identificarea unei
arhitecturi genetice cooperante si a unor retele functionale specifice per entitate oferd un
fundament solid pentru dezvoltarea unor strategii terapeutice integrate si personalizate, cu
accent pe stratificarea dinamica a riscului si adaptarea precoce a conduitelor terapeutice in

functie de profilul biologic individual.

Capitolul 7. Studiul 2 — Impactul leziunilor moleculare asupra evolutiei

pacientilor pediatrici cu neoplazii mieloide

Studiul 2 1si propune sa exploreze impactul leziunilor moleculare asupra evolutiei clinice
a pacientilor pediatrici cu patologie mieloida maligna sau predispozitie pentru aceasta, pornind
de la trei directii majore. Prima parte analizeaza corelatia dintre raspunsul la terapia frontline,
evolutia pacientilor pand la transplant medular si corelatia cu profilul genetic identificat la
diagnostic. A doua sectiune este centratd pe abordarea mutatiilor somatice dintre care se va pune
accent pe TP53, recunoscut pentru prognosticul rezervat, si activarea cdii RAS/MAPK, cu
valentele ei multiple. In final, este evidentiata relevanta predispozitiilor genetice si al mutatiilor
de linie germinala precum GATA2 si RUNXI, care oferd o perspectiva asupra riscului ereditar n
neoplaziile mieloide si impactul acestora in contextul efectuarii procedurii de transplantului de
celule stem hematopoietice.

Prin integrarea datelor moleculare cu informatiile clinico-terapeutice, acest studiu isi
propune sa contribuie la consolidarea unei abordari personalizate in tratamentul neoplaziilor

mieloide pediatrice, orientata de profilul genomic individual al pacientului.



Ipotezele de lucru pentru Studiul 2 au fost:
1. Pacientii care ating negativitate MRD dupa inductie au o supravietuire semnificativ
mai buna si o ratd mai mica de recddere post-TCSH
1l In LMMC]J cu mutatii RAS, raspunsul la AZA se coreleazi cu obtinerea remisiunii
moleculare post-TCSH, sugerand valoarea acestuia ca factor predictiv
1. Profilul citogenetic clasic nu are valoare predictiva suficientd pentru raspunsul in
inductie sau evolutia post-TCSH
1v. Mutatiile 7P53 conferd un prognostic sever, indiferent de tratamentul utilizat, iar
detectarea lor justifica abordari terapeutice precoce si intensificate
v. Mutatiile germinale (ex. RUNXI, GATA2) cresc semnificativ riscul de complicatii
post-transplant si impun o strategie terapeutica individualizata
Obiectivele principale ale studiului 2 au fost:
1. Caracterizarea raspunsului terapeutic in functie de regimul de inductie (AIE/MEC),
statusul MRD si profilul citogenetic initial in LAM
1i. Determinarea valorii predictive a raspunsului la AZA pentru succesul TCSH-ului la
pacientii cu SMD/NMPp, in special in LMMCJ
1il. Evaluarea corelatiei dintre profilul molecular somatic/germinal, raspunsul
terapeutic, complicatiile si supravietuirea post-transplant
Obiective secundare:
1. Analiza impactului mutatiilor 7P53 asupra raspunsului la tratament si supravietuire
11. Descrierea comportamentului clinic al mutatiilor in calea RAS, in mod particular
NRAS intrucat prezintd frecventa crescutd in cohorta noastra
1il. Explorarea semnificatiei clinice a mutatiilor de linie germinalda RUNXI si GATA2,
cu accent pe impactul asupra evolutiei in TCSH
1v. Sistematizarea cazurilor cu sindroame genetice rare pentru a evidentia necesitatea
unui screening extins in contextul neoplaziilor mieloide pediatrice
Acest studiu observational a inclus pacienti pediatrici diagnosticati cu LAM, SMD, si
NMP intre anii 2020-2025, care au primit tratament de primd linie conform protocoalelor
terapeutice internationale. Obiectivul principal al analizei a fost evaluarea corelatiei dintre

raspunsul la tratament si profilul genetic identificat la momentul diagnosticului.



Pentru diagnosticul de LAM, pacientii au fost tratati conform protocoalelor internationale
actuale: AIE (citarabind, idarubicind, etoposid) in cadrul protocolului AML-BFM si MEC
(mitoxantrond, etoposid, citarabin) conform protocolului NOPHO. In cazul diagnosticelor de
SMD si NMP, s-a administrat AZA la doza de 75 mg/m?/zi, intravenos, timp de 7 zile consecutiv,
in cicluri de 28 de zile, cu monitorizarea atentd a toxicitatilor hematologice si ajustarea
regimului in functie de tolerabilitate.

Toti pacientii au beneficiat de analizd citogeneticd conventionala si testare moleculara
extinsa (NGS). In analiza OS s-au inclus subgrupuri definite de prezenta unor anomalii genetice
specifice: cariotip complex, monosomie 7, rearanjamente KMT2A (KMT2A-r) si/sau mutatie
FLT3-ITD.

Pentru a evidentia impactul clinic specific al anumitor alterari genetice cu risc prognostic
crescut, au fost selectate cazuri reprezentative care ilustreaza: efectele mutatiilor somatice
adverse (7P53 si mutatii ale cdii RAS), precum si consecintele clinice ale mutatiilor germinale,
documentate in contexte de sindroame de predispozitie ereditard, cu urmarire longitudinala de
la diagnosticul molecular pana la realizarea transplantului allogeneic.

Rezultatele obtinute subliniaza importanta unei evaludri terapeutice si moleculare
dinamice in gestionarea neoplaziilor mieloide pediatrice (25). Eficienta regimului de inductie,
statusul MRD post-inductie si profilul mutational germinal sau somatic se contureaza drept
factori esentiali pentru prognosticul pe termen lung. Mutatiile germinale (GATA2, RUNXI) si
cele adverse (7TP53) definesc subgrupuri cu risc biologic ridicat, ce necesitd monitorizare
intensiva, terapie adaptatd si precautie in managementul atit pre- cét si post-transplant (21).
Limitarile citogeneticii conventionale impun integrarea biomarkerilor moleculari si functionali

pentru o predictie precisa a radspunsului si supravietuirii.

Capitolul 8. Studiul 3 — Analiza comparativa a strategiilor de conditionare

utilizate la pacientii pediatrici cu neoplazii mieloide care efectueaza TCSH

TCSH constituie o optiune terapeutica esentiald in neoplaziile mieloide pediatrice cu risc
inalt, recidivante sau refractare, fiind decis in functie de stratificarea moleculara si statusul
MRD. Desi eficacitatea TCSH a crescut, alegerea regimului de conditionare ramane o provocare
majord, necesitand echilibru intre intensitate terapeutica si toxicitate sistemicd. Regimurile de

conditionare cu toxicitate sau intensitate redusd au fost progresiv implementate in practica



pediatrica, cu scopul de a reduce complicatiile severe si mortalitatea post-transplant, pastrand

in acelasi timp beneficiul imunologic al efectului GvL. Aceste strategii reflectd nevoia unei

personalizari terapeutice bazate pe profilul individual de risc si tolerabilitate.

11.

iil.

1v.

11.

1il.

1v.

1.
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Ipotezele de lucru pentru Studiul 3 au fost:

Regimurile de conditionare RTC si RIC confera o eficientd terapeutica comparabila
cu MAC la I an post-TCSH, dar cu o toxicitate semnificativ redusd la pacientii
pediatrici cu neoplazii mieloide

Infectiile bacteriene si reactivarile virale post-TCSH apar mai frecvent si cu
severitate crescuta la pacientii tratati cu regim MAC comparativ cu RTC sau RIC
Infectia cu Clostridioides difficile se coreleazd semnificativ cu formele severe de
aGvHD gastrointestinal, avand rol patogen activ si prognostic negativ

Varsta >10 ani se asociazd cu PFS superior si o ratd mai scazuta de recadere post-

transplant, in special in grupul tratat cu RTC

Obiectivele principale ale studiului 3 au fost:

Compararea eficientei si profilului de toxicitate al regimurilor de conditionare MAC,
RTC si RIC la pacienti pediatrici cu neoplazii mieloide supusi procedurii de TCSH

Evaluarea parametrilor de eficacitate la un an post-TCSH: incidenta GVHD acut si
cronic, rata de recadere, supravietuirea fara progresia bolii (PFS), supravietuirea
globala (OS), mortalitatea generala si cauzele acesteia

Analiza evenimentelor precoce post-transplant: incidenta mucozitei orale, dinamica
grefarii, reactivarile virale, incidenta infectiei Clostridioides difficile, durata
spitalizarii si necesarul transfuzional

Evaluarea impactului mutatiilor recurente identificate in cohorta de pacienti
transplantati asupra supravietuirii precoce post-TCSH si obtinerii remisiunii

complete, cu scopul de a defini un posibil profil molecular asociat riscului

Obiective secundare:
Evaluarea diferentelor evolutive intre formele de LAM de novo versus secundara

Evaluarea evolutiei post-TCSH a pacientilor in functie de grupa de varsta (</> 10 ani)

1ii. Determinarea raspunsului la AZA post-TCSH administratd ca monoterapie sau in

asociere cu DLI



Acest studiu retrospectiv a analizat 33 de pacienti pediatrici diagnosticati cu LAM, SMD
si NMP, care au beneficiat de procedurd de TCSH, 1n perioada 2020-2025, in cadrul Institutului
Clinic Fundeni. Toti pacientii au avut profil molecular documentat la diagnostic, permitand
integrarea acestor date n evaluarea post-TCSH. Transplantul a fost indicat in functie de riscul
evolutiv si raspunsul la tratamentul de inductie, fiind precedat de evaluarea MRD si a statusului
de remisiune.

Pacientii au fost Tmpartiti in trei grupuri in functie de regimul de conditionare utilizat:
mieloablativ (MAC), cu toxicitate redusd (RTC) si cu intensitate redusa (RIC). Regimurile au
fost alese 1n functie de profilul clinic, compatibilitatea donatorului si obiectivele terapeutice.
Profilaxia GvHD a fost personalizata, variind in functie de tipul de donator (MSD, MUD,
haploidentic). Parametrii principali monitorizati au inclus grefarea hematologica, chimerismul
complet, complicatiile infectioase (CMV, EBV, BKV), incidenta GvHD acute si cronice, precum
si supravietuirea fara progresie (PFS) si supravietuirea globala (OS).

Un subgrup de pacienti a primit terapie post-TCSH cu azacitidind (AZA) si infuzie de
limfocite de la donator (DLI), atat profilactic, cét si terapeutic, in functie de statusul MRD sau
prezenta chimerismului mixt. Aceste interventii au urmarit consolidarea remisiunii si prevenirea
recaderii. Studiul oferd o imagine detaliatd asupra eficientei si sigurantei diferitelor regimuri de
conditionare si strategii adjuvante post-transplant in contextul neoplaziilor mieloide pediatrice.

Analiza regimurilor de conditionare in TCSH pentru neoplaziile mieloide pediatrice
evidentiazd nevoia unei strategii terapeutice personalizate, care sa balanseze eficienta
oncologica si riscurile toxice (26). Regimurile reduse (RTC/RIC) se dovedesc optiuni viabile
pentru pacientii vulnerabili, asigurand tolerabilitate crescutd si control al bolii comparabil cu
MAC, dar cu un profil de toxicitate si complicatii infectioase semnificativ redus (27). Factorii
precum varsta, statusul pre-transplant, mutatiile moleculare si tipul regimului influenteaza
evolutia post-TCSH si sustin utilizarea unui algoritm decizional integrativ, orientat pe

biomarkeri clinici si genetici pentru optimizarea rezultatelor si minimizarea riscurilor (28-31).

Capitolul 9. Concluzii si contributii personale

Concluzii Studiul 1:
1. Studiul evidentiaza heterogenitatea profunda a neoplaziilor mieloide pediatrice, atat din

punct de vedere biologic, cat si clinic.



10.

11.

Lotul de pacienti cu neoplasme mieloide pediatrice a inclus trei entitati principale, cu
varsta medie semnificativ mai mica in grupurile SMD si NMP comparativ cu LAM (3,5
si 5,7 ani vs. 9 ani; p=0.008).

Istoricul de complicatii perinatale si infectii recurente a fost semnificativ mai frecvent
in SMD (42,9%), sugerand un teren biologic fragil la aceste subgrupuri.

Manifestarile clinice si paraclinice au evidentiat diferente nete intre entitati: NMP se
caracterizeaza prin infiltrare multiorganica (hepatomegalie, splenomegalie, adenopatii);
LAM prezintd profil biologic intens proliferativ, sustinut de sindromul de liza tumorala
(31,8%, p=0.036), markerii inflamatori si necesarul transfuzional combinat crescut
(>60%, citopenii multifactoriale), sugerand o activare oncogenica majord; SMD este lent
progresiv.

Ponderea cazurilor secundare a fost mai mare in SMD (57,1%) si LAM (38,6%), dar
toate cazurile secundare din grupurile SMD/NMP si 41.2% din LAM au fost in context
de predispozitie genetica, sustinand importanta evaludrii genetice precoce $i screening-
ului familial.

Displazia multilinealad nu a fost predictor semnificativa prentru prognosticul negativ
MPAL a fost identificat in 15,9% dintre cazurile LAM, fiind asociate cu prognostic
rezervat.

Coexpresia markerilor imunofenotipici si heterogenicitatea fenotipicd au fost frecvente,
reflectand plasticitate si instabilitate imunofenotipica, desi nesemnificative statistic.
Expresia markerului CD7 se contureazd ca un indicator imunofenotipic precoce cu
impact prognostic negativ in LAM pediatricd, reducand OS (14,4 luni vs. mediana
neatinsd; p=0.005) si mentinand aceastd tendinta post-TCSH. CD56 si CD123 nu au
influentat supravietuirea semnificativ.

Instabilitatea cromozomiald si anomaliile de cariotip au fost semnificativ mai frecvente
in LAM si SMD decat in NMP (p=0.038, respectiv p=0.034), sustinand diferentele de
stabilitate genomica intre entitati.

Fuziunile genice constituie un element central in arhitectura moleculara a LAM
pediatricd, cu impact direct asupra prognosticului si strategiilor terapeutice. Frecventa
detectatd Tn acest studiu a fost relativ redusd (36.8%), cele mai frecvente fiind

RUNXI1:RUNXITI si KMT2A::AF9, precum si unele cu implicatii prognostice
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

negative (ex: NUP98 si KMT2A cu diversi parteneri de fuziune), demonstrand atat
diversitatea cat si relevanta clinica

Clasificarea functionald a mutatiilor identificate in cadrul lotului a evidentiat trasee
moleculare dominante per entitate: LAM cu distributie larga (predominantd RAS si
FLT3), caracterizat de activari proliferative, anti-apoptotice si epigenetice, asociate cu
agresivitate crescutd; NMP este dominata de mutatii RAS/MAPK (ex. KRAS, PTPNI1I),
definind o biologie hiperproliferativd si rezistentd; SMD cu mutatii in factori de
transcriptie si predispozitii germinale (SAMD9/SAMDYL, GATA?2)

Arhitectura genomica distinctd pe entitate indica, de asemenea, mecanisme patogenice
diferentiate: LAM prezinta un profil hipermutat si activare mitogenica intensa (NRAS,
KRAS, FLT3-ITD, KMT2A), NMP se defineste prin activarea caii RAS fara complexitate
genomicd majora, iar SMD are un profil mai restrans ce sugeaza predispozitie genetica
precoce si progresie lenta

Tiparele de asociere ale mutatiilor reflecta retele functionale cooperante: corelatiile intre
mutatii epigenetice (ex. STAG2, KDM6A, ASXLI), fuziuni transcriptionale (ex.
RUNX1::AFF3, NUP98::DENR) si gene proliferative (ex. WT1, MYC, STAT3). Acestea
sugereazd o arhitectura geneticd cooperanta, cu potential de a ghida strategii terapeutice
combinate si personalizate pentru subgrupuri distincte de boli.

NMP si MPAL au prezentat cele mai scurte mediane de supravietuire (16,5 luni,
respectiv 9,2 luni)

Analiza OS evidentiaza tendinte relevante in functie de varsta, cu un prognostic vizibil
mai rezervat la copiii sub 1 an, desi nesemnificativ statistic probabil din cauza numarului
redus de cazuri (p = 0.577)

Pacientii cu MPAL au avut OS mai scurtd, indicind un comportament biologic mai
agresiv. Prognosticul este influentat favorabil de raspunsul timpuriu la tratament,
negativarea MRD si utilizarea schemelor terapeutice de tip LAL.

In acest studiu, LAM secundari nu s-a asociat cu OS mai redusi fati de formele de novo,
cu exceptia cazurilor cu predispozitie genetica (mediana: 18,5 luni), unde prognosticul
este mai rezervat.

Anumite semne clinice si paraclinice la diagnostic, precum sepsisul, ascita, leucocitoza

extremd, procentul de blasti >70% sau chiar >50%, dependenta transfuzionald, s-au
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20.

21.

asociat cu supravietuire semnificativ redusa, sugerand un fenotip biologic agresiv.
Aceste manifestari pot functiona ca indicatori precoce de boald evolutiva severa,
ghidand clinicianul in stratificarea riscului si ajustarea timpurie a terapiei.
Antecedentele personale si familiale, tipul si gradul de displazie identificat la examenul
morfologic nu au avut rol predictiv pentru evolutia bolii.

Desi parametrii genetici evaluati (FLT3-1TD, KMT2A-r, anomalii cromozom 7, cariotip
complex) nu au evidentiat diferente statistic semnificative in supravietuire, tendintele
clinice sugereazd un impact negativ pentru mutatiile FL73-ITD si deletia 7q. Aceste

rezultate indica necesitatea validarii in cohorte extinse.

Concluzii studiul 2:

1.

Eficienta regimului de inductie influenteaza direct OS, pacientii tratati cu MEC si cei cu
RC post-inductie prezenta rate semnificativ superioare de supravietuire.

Statusul MRD la finalul inductiei este un predictor independent major de prognostic,
asociat cu o reducere semnificativd a riscului de recadere si o supravietuire mai
indelungata.

Citogenetica conventionala nu permite predictia eficientd a raspunsului in inductie sau a
mortalitatii precoce, fiind necesard completarea cu markeri moleculari dinamici.
Tratamentul cu AZA in SMD/NMPp oferd o fereastra eficientd de pregatire pentru
TCSH, iar raspunsul precoce poate servi ca biomarker predictiv pentru succesul post-
transplant.

Subgrupurile moleculare cu mutatii 7P53 prezintd un profil profund advers, cu
supravietuire redusd si rezistenta la terapii combinate.

Mutatiile NRAS demonstreazd comportamente heterogene, de la evolutii indolente la
forme agresive de LMMC].

Mutatiile germinale, in special GATA2 si RUNX1, dar si alte sindroame de predispozitie,
definesc subgrupuri distincte de risc, cu implicatii majore asupra monitorizarii
pacientilor, screening-ul familial si mai ales al deciziilor terapeutice.

Complicatiile post-transplant, in special GVHD si infectiile severe, sunt exacerbate in

contextul predispozitiilor germinale.

Concluzii studiul 3:
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10.

Analiza comparativa a regimurilor de conditionare utilizate in TCSH-ul pediatric pentru
neoplaziile mieloide subliniazd necesitatea unei strategii terapeutice personalizate,
adaptate la complexitatea biologica si clinica.

Regimurile RTC si RIC se contureaza drept alternative terapeutice viabile pentru
pacientii vulnerabili, oferind toxicitate redusd si tolerabilitate crescutd, fara a
compromite eficienta oncologicad - OS si PFS la 1 an nu au prezentat diferente
semnificative statistic intre regimuri.

Infectiile post-transplant, in special cele bacteriene, si reactivarile virale (CMV, BKV),
au fost frecvente. Regimul MAC a fost asociat cu risc mai mare de infectii severe.
Infectia cu Clostridioides difficile s-a corelat cu forme severe si persistente de aGvHD
gastrointestinal, evidentiind o interactiune bidirectionala intre colonizarea digestiva si
inflamatia mediata imun.

Regimurile RIC s-au asociat cu o incidenta crescuta a cGvHD.

Azacitidina post-TCSH a demonstrat profil de siguranta favorabil, dar beneficiul asupra
supravietuirii in cohorta actuald nu a fost semnificativ statistic, probabil din cauza
selectiei pacientilor cu risc crescut de recadere.

Varsta pacientilor a influentat semnificativ evolutia post-transplant: cei sub 10 ani au
avut rate mai mari de recadere, iar cei >10 ani au prezentat PFS superior si o tendinta
favorabila in ceea ce priveste OS.

Regimul RTC a fost asociat cu o toxicitate sistemica redusa, grefare mai rapida si profil
imunologic mai favorabil la pacienti selectati (peste 10 ani, aflati in prima remisiune
completd)

Analiza moleculara a evidentiat un risc crescut de deces n primul an post-TCSH la
pacientii cu mutatii EGFR, MET, GATA2, RUNXI1, FLT3, CDK4, KRAS si PTPN1I. Din
familia RAS, mutatiile in NRAS nu au influentat supravietuirea, regisindu-se
predominant la pacientii care au depdsit 1 an de la procedura de TCSH.

Rezultatele sustin implementarea unui algoritm terapeutic integrativ, care sd permita
alegerea unui regim de conditionare cu toxicitate redusa in conditii de siguranta si care
sa includa: statusul de remisiune pre-transplant, stratificarea moleculara si imunologica,

evaluarea riscului infectios, profilul de toxicitate.
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O serie de limitari trebuie avute in vedere in interpretarea rezultatelor acestui demers
stiintific. Dimensiunea redusa a cohortelor, caracteristica cercetdrii In domeniul oncologiei
pediatrice, limiteazi puterea statistica si posibilitatea de extrapolare a concluziilor. In plus,
heterogenitatea biologica marcata a neoplaziilor mieloide la copil, exprimata printr-o diversitate
moleculard crescutd si prezenta unor entitati rare, genereaza variabilitate in datele obtinute si
impune prudenta in generalizare. Variabilitatea tehnologica inerentd utilizarii a doua paneluri de
secventiere, diferentele in sensibilitatea metodelor de detectie sau tipurile de probe biologice
pot influenta interpretarea comparativa a mutatiilor. Aceste limitdri subliniaza necesitatea
validarii in cohorte multicentrice extinse si a continudrii cercetarii in cadrul unor consortii

internationale dedicate patologiilor mieloide pediatrice.

Contributii personale:

Aceasta lucrare reflecta contributia mea directa la implementarea si consolidarea analizei
moleculare prin secventiere NGS in practica pediatrica a Institutului Clinic Fundeni, incepand
din 2019, in cadrul unei colaborari interdisciplinare intre Institutul de Virusologie ,,Stefan S.
Nicolau” si reteaua MedLife. Implicarea activa in dezvoltarea si extinderea acestor parteneriate
a permis integrarea profilarii genetice in evaluarea pacientilor pediatrici cu hemopatii maligne.
Am contribuit la stabilirea colaborarii cu grupul EWOG din Freiburg, Germania, facilitdnd
accesul la retele internationale de cercetare, si am participat la initierea procesului de biobancare
a probelor biologice in colaborare cu Centrul de Medicina Translationald (CEMT), consolidand
astfel infrastructura necesara pentru medicina de precizie. Toate aceste realizari au fost posibile
datorita coordonarii stiintifice si sprijinului constant oferit de doamna Prof. Univ. Dr. Anca
Colita si a echipei multidisciplinare din cadrul Institutului Clinic Fundeni, carora le sunt profund

recunoscatoare.

14



Bibliografie selectiva

1. Aung MMK, Mills ML, Bittencourt-Silvestre J, Keeshan K. Insights into the molecular profiles of
adult and paediatric acute myeloid leukaemia. Mol Oncol. 2021;15(9):2253-72.

2. Locatelli F, Strahm B. How | treat myelodysplastic syndromes of childhood. Blood.
2018;131(13):1406-14.

3. Arber DA, Orazi A, Hasserjian RP, Borowitz MJ, Calvo KR, Kvasnicka HM, et al. International
Consensus Classification of Myeloid Neoplasms and Acute Leukemias: integrating morphologic, clinical,
and genomic data. Blood. 2022;140(11):1200-28.

4, Khoury JD, Solary E, Abla O, Akkari Y, Alaggio R, Apperley JF, et al. The 5th edition of the World
Health Organization Classification of Haematolymphoid Tumours: Myeloid and Histiocytic/Dendritic
Neoplasms. Leukemia. 2022;36(7):1703-19.

5. Xiao W, Nardi V, Stein E, Hasserjian RP. A practical approach on the classifications of myeloid
neoplasms and acute leukemia: WHO and ICC. J Hematol Oncol. 2024;17(1):56.

6. Arber DA, Orazi A. Classification of Myelodysplastic, Myeloproliferative, and
Myelodysplastic/Myeloproliferative Neoplasms: The Past, Present, and Future. Am J Hematol. 2025;100
Suppl 4(Suppl 4):5-15.

7. Arghirescu S BA, Blag C, Cianga AL, Colita A, Colita A, Miron |, Oprisoni AL, Radu LE, Voda DM.
Actualitati in hematologia pediatrica. Viata Medicala, Medichub Media, Bucuresti. 2024:38-42,54-47.
8. Ghosh S, Jha, S., Choudhary, A., & Yadav, A. Review of Leukemia in Children. International Journal
of Trends in OncoScience. 2024.

9. Niemeyer CM, Arico M, Basso G, Biondi A, Cantu Rajnoldi A, Creutzig U, et al. Chronic
myelomonocytic leukemia in childhood: a retrospective analysis of 110 cases. European Working Group
on Myelodysplastic Syndromes in Childhood (EWOG-MDS). Blood. 1997;89(10):3534-43.

10. Avagyan S, Shimamura A. Lessons From Pediatric MDS: Approaches to Germline Predisposition
to Hematologic Malignancies. Front Oncol. 2022;12:813149.

11. Kennedy AL, Shimamura A. Genetic predisposition to MDS: clinical features and clonal evolution.
Blood. 2019;133(10):1071-85.

12. Schwartz JR, Ma J, Lamprecht T, Walsh M, Wang S, Bryant V, et al. The genomic landscape of
pediatric myelodysplastic syndromes. Nat Commun. 2017;8(1):1557.

13. Badelita S BD, Branza M, Cirstea M, Crisan A, Dobrea C, Coriu D, et al. Hematologie clinica in
practica medicala. Editura Medicala, Bucuresti. 2021:101-8, 15-21.

14. Fish JD LJ, Lanzkowsky P. eds. Lanzkowsky's Manual of Pediatric Hematology and Oncology.
2022;7th Edition:40, 96, 390-409, 39-57.

15.  Attardi E, Corey SJ, Wlodarski MW. Clonal hematopoiesis in children with predisposing conditions.
Semin Hematol. 2024;61(1):35-42.

16. Strahm B, Malkin D. Hereditary cancer predisposition in children: genetic basis and clinical
implications. Int J Cancer. 2006;119(9):2001-6.

17. Lamba JK, Cao X, Raimondi S, Downing J, Ribeiro R, Gruber TA, et al. DNA Methylation Clusters
and Their Relation to Cytogenetic Features in Pediatric AML. Cancers (Basel). 2020;12(10).

18. Krizsan S, Peterffy B, Egyed B, Nagy T, Sebestyen E, Hegyi LL, et al. Next-Generation Sequencing-
Based Genomic Profiling of Children with Acute Myeloid Leukemia. J Mol Diagn. 2023;25(8):555-68.
19. Meena JP, Pathak N, Gupta AK, Bakhshi S, Gupta R, Makkar H, et al. Molecular evaluation of gene
mutation profiles and copy number variations in pediatric acute myeloid leukemia. Leuk Res.
2022;122:106954.

15



20. Daver NG, Maiti A, Kadia TM, Vyas P, Majeti R, Wei AH, et al. TP53-Mutated Myelodysplastic
Syndrome and Acute Myeloid Leukemia: Biology, Current Therapy, and Future Directions. Cancer Discov.
2022;12(11):2516-29.

21. Marcu AD, Bica AM, Jercan CG, Radu LE, Serbanica AN, Jardan D, et al. Insights into Pediatric
GATA2-Related MDS: Unveiling Challenges in Clinical Practice. Biomedicines. 2025;13(4).

22. Simon L, Spinella JF, Yao CY, Lavallee VP, Boivin |, Boucher G, et al. High frequency of germline
RUNX1 mutations in patients with RUNX1-mutated AML. Blood. 2020;135(21):1882-6.

23. Godley LA, DiNardo CD, Bolton K. Germline Predisposition in Hematologic Malignancies: Testing,
Management, and Implications. Am Soc Clin Oncol Educ Book. 2024;44(3):e432218.

24. Kanagal-Shamanna R, Schafernak KT, Calvo KR. Diagnostic work-up of hematological malignancies
with underlying germline predisposition disorders (GPD). Semin Diagn Pathol. 2023;40(6):443-56.

25. Marcu A, Colita A, Radu LE, Jercan CG, Bica AM, Asan M, et al. Single-Center Experience With
Epigenetic Treatment for Juvenile Myelomonocytic Leukemia. Front Oncol. 2020;10:484.

26. Niculita OO MA, Bica AM, Doncu RE, Colita A, Jercan CG. Oral mucositis — significant complication
of pediatric patients undergoing hematopoietic stem cell transplantation. Ro J Pediatr. 2021;70(2):148-
55.

27. Marcu AD JC, Bica AM, Serbanica AN, Radu LE, Avramescu |, Mocanu A, Niculita OO, Popa DC,
Jardan C, Dragomir SM, Colita A, Tanase AD, Colita A. Conditioning Regimens in Pediatric Myeloid
Malignancies Undergoing Allogeneic HSCT: A Comparative Single-Center Study. Frontiers in Oncology.
2025;Pediatric Oncology.

28. Bitan M, He W, Zhang MJ, Abdel-Azim H, Ayas MF, Bielorai B, et al. Transplantation for children
with acute myeloid leukemia: a comparison of outcomes with reduced intensity and myeloablative
regimens. Blood. 2014;123(10):1615-20.

29. Lucchini G, Labopin M, Beohou E, Dalissier A, Dalle JH, Cornish J, et al. Impact of Conditioning
Regimen on Outcomes for Children with Acute Myeloid Leukemia Undergoing Transplantation in First
Complete Remission. An Analysis on Behalf of the Pediatric Disease Working Party of the European
Group for Blood and Marrow Transplantation. Biol Blood Marrow Transplant. 2017;23(3):467-74.

30. Pulsipher MA, Boucher KM, Wall D, Frangoul H, Duval M, Goyal RK, et al. Reduced-intensity
allogeneic transplantation in pediatric patients ineligible for myeloablative therapy: results of the
Pediatric Blood and Marrow Transplant Consortium Study ONC0313. Blood. 2009;114(7):1429-36.

31. Scott BL, Pasquini MC, Logan B, Wu J, Devine S, Porter DL, et al. Results of a Phase Il Randomized,
Multi-Center Study of Allogeneic Stem Cell Transplantation after High Versus Reduced Intensity
Conditioning in Patients with Myelodysplastic Syndrome (MDS) or Acute Myeloid Leukemia (AML):
Blood and Marrow Transplant Clinical Trials Network (BMT CTN) 0901. Blood. 2015;126(23):LBA-8.

16



Lista lucrarilor stiintifice publicate

Marcu A, Colita A, Radu LE, Jercan CG, Bica AM, Asan M, Coriu D, Tanase AD,
Diaconu CC, Mambet C, Botezatu A, Pasca S, Teodorescu P, Anton G, Gurban P, Colita
A. Single-Center Experience With Epigenetic Treatment for Juvenile Myelomonocytic
Leukemia. Front Oncol. 2020 Apr 9;10:484. doi: 10.3389/fonc.2020.00484. PMID:
32328464; PMCID: PMC7161089. Indexarea revistei: ISI. FI: 3.5, capitol 3, pag 30,
capitol 7, pag 90, 95, 106.

Marcu, A.D.; Bica, A.M.; Jercan, C.G.; Radu, L.E.; Serbanica, A.N.; Jardan, D.; Colita,
A.; Dima, S.0.; Tomuleasa, C.; Tanase, A.D.; et al. Insights into Pediatric GATA2-
Related MDS: Unveiling Challenges in Clinical Practice. Biomedicines 2025, 13, 827.
https://doi.org/10.3390/biomedicines13040827. Indexarea revistei: ISI. FI: 3.9, capitol
2, pag 22, capitol 7, pag 100,108.

Marcu AD, Jercan CG, Bica AM, Serbanica AN, Radu LE, Avramescu I, Mocanu A,
Niculita OO, Popa DC, Jardan C, Dragomir D, Colita A, Tanase AD, Colita A.
Conditioning Regimens in Pediatric Myeloid Malignancies Undergoing Allogeneic
HSCT: A Comparative Single-Center Study. Frontiers in Oncology, 2025. Indexarea
revistei: ISI. FI:3.5, capitol 8, pag 120-121, 123, 127.

Niculita OO, Marcu AD, Bica AM, Doncu RE, Colita A, Jercan CG. Oral mucositis —
significant complication of pediatric patients undergoing hematopoietic stem cell
transplantation. Ro J Pediatr. 2021;70(2). doi: 10.37897/RJP.2021.2.10. Indexarea
revistei: BDI (autor corespondent), capitol 8, pag 123, 125.

Tigu AB, Constantinescu CS, Teodorescu P, Kegyes D, Munteanu R, Feder R, Peters M,
Pralea I, Tuga C, Cenariu D, Marcu A, Tanase A, Colita A, Drula R, Bergthorsson JT,
Greiff V, Dima D, Selicean C, Rus I, Zdrenghea M, Gulei D, Ghiaur G, Tomuleasa C.
Design and preclinical testing of an anti-CD41 CAR T cell for the treatment of acute
megakaryoblastic leukaemia. J Cell Mol Med. 2023 Oct;27(19):2864-2875. doi:
10.1111/jcmm.17810. Epub 2023 Sep 4. PMID: 37667538; PMCID: PMC10538266.

Indexarea revistei: ISI. FI: 4.3

17


https://doi.org/10.3390/biomedicines13040827

