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INTRODUCERE

Leucemiile acute la copii cuprind mai multe entitati, insa cele mai frecvent
intanite sunt leucemia acuti limfoblastici si cea mieloblastici. in aceasti lucrare am
abordat pacientii diagnosticati cu leucemie acuta limfoblastica cu celule B si cu celule T.
Este bine stiut faptul ca LAL la copii este o boala cu grad inalt de obtinere a remisiei
complete, in special in tarile dezvoltate, unde ratele ating procente de 85-90%, in unele
tari vest-europene chiar depasind aceste procente. Totodata in jur de 20% dintre copii
fie recidiveaza, fie nu raspund la tratament. O multitudine de factori prognostici pot
anticipa care dintre pacienti va avea o evolutie nefavorabild, Insa exista pacienti aparent
fara factori de prognostic negativ, care cad prada bolii. Din aceasta cauza, LAL la copii
este incd o boali intens studiata. In ultimii ani, progrese importante au fost inregistrate,
in special introducerea testarii bolii minime reziduale, care contribuie la stratificarea
mai corectd a pacientilor in grupe de risc, drept urmare identificind mai corect pacientii
care au nevoie de scheme de chimioterapie mai intense, transplant allogen de celule
stem 1n prima remisie completd, sau, din contrd, pacientii la care se poate reduce
intensitatea chimioterapiei. De asemenea, pe langa genele de fuziune deja cunoscute ca
fiind markeri prognostici, au fost identificate multe altele care intervin in evolutia si
prognosticul acestei patologii (de exemplu, identificarea deletiei genei Ikaros,
identificarea genei IkarosPs, sau a semnaturii Philadelphia-like).

In plus, existd modificiri epigenetice, iar in ultimii ani s-a descoperit faptul ci
ARN-urile non-codificante joaca roluri importante, in special microARN-urile. Acestea
conlucreaza in grupuri care regleaza procese la nivel celular in diferite stadii ale
limfopoiezei, cum ar fi supresia tumorald sau promotia tumorala. Drept urmare, in
timpul proliferarii blastilor apar expresii anormale ale unor anumite microARN-uri, care
ar putea fi considerate ca o ,semnatura” in leucemia acutd limfoblastica. Modificarea
expresiei are roluri importante in aparitia LAL, rezistenta la terapie si a altor procese,
insa reversia expresiilor ar putea avea rol terapeutic.

In aceasti tezd am urmarit caracteristicile personale, biologice si epidemiologice,
supravietuirea pacientilor diagnosticati cu leucemie acuta limfoblastica si unele dintre
microARN-urile care ar avea rol in LAL, din cadrul Spitalului Clinic de Urgenta pentru
Copii Cluj-Napoca, Departamentul de Oncologie si Hematologie Pediatrica.

Primul studiu este unul retrospectiv, care cuprinde pacientii diagnosticati cu LAL
timp de 10 ani intre 01.01.2011 si 02.04.2021, pe o cohortad de 158 de pacienti, in care
am descris caracteristicile personale (varsta, sex), cele biologice (numarul de leucocite
la diagnostic, evaluarea morfologica, imunofenotipica, citogenetica, raspunsul la
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prednison, raspunsul morfologic si rezultatele MRD, pe langa altele) si ratele de
incidentd, reprezentate de rate brute si rate standardizate. Toate aceste variabile au fost
evaluate statistic. Rezultatele principale au evidentiat ca niciunul dintre pacientii cu
recidiva foarte proceoce nu a intrat in a doua remisie completd, In timp ce toti pacientii
curecidive tardive au au intrat in remisie completa. De asemenea, odata cu introducerea
testarii MRD am observat o schimbare a distribuirii a grupelor de risc: inainte de aceasta
testare, majoritatea pacientilor faceau parte din grupele de risc standard si mediu, iar
dupa testare distributia s-a schimbat, in sensul ca majoritatea pacientilor au fost
stratificati in grupele de risc mediu si nalt.

Al doilea studiu este unul de supravietuire, pentru care am Impartit pacientii in
doua cohorte: cohorta 2011-2015 si cohorta 2016-2020. Am urmarit supravietuirea (OS
si EFS) la 5 sila 10 ani in functie de mai multi parametri: genul pacientilor, grupele de
varstd, grupele de risc, raspunsul la prednison, raspunsul morfologic la tratament, boala
reziduald minimd, imunofenotip, numarul de leucocite la diagnostic. Cele mai
importante rezultate obtinute sunt: cresterea cu 2% a supravietuirii cohortei 2016-
2020 comparativ cu precedenta, pacientii cu mai putin de 25% blasti in aspiratul
osteomedular 1n ziua 15 au avut OS si EFS mai mari la cinci ani decat cei care au avut
MRD<10%, dar adevarata imbunatatire a ratelor de supravietuire a fost inregistrata in
randul copiilor cu MRD>10% comparativ cu pacientii cu >25% blasti in aspiratul
osteomedular (70% versus 40%). Pacientii cu imunofenotip T sau cu numdar mare de
leucocite au suferit toate evenimentele (recidiva, deces, progresie) in primul an de la
diagnostic, insa in ultimii ani a crescut supravietuirea acestora.

Cel de-al treilea studiu din cadrul tezei este despre expresia microARN in LAL. Pe
o perioada de 4 ani, am colectat probe biologice de la 50 de pacienti nou diagnosticati
(ser, celule mononucleate din aspiratul osteomedular), din care am ales 20 de pacienti
reprezentativi, dintre care 10 au raspuns favorabil la tratament, iar 10 fie au recidivat,
au progresat sau au decedat, fiind urmariti pe o perioada de 3 ani. Analiza a fost
efectuata din serul copiilor, determinarea nivelurilor de expresie ale microARN-urilor
putand fi considerate adevarate biopsii lichide. Am determinat prin metode de laborator
specifice, descrise in detaliu in subcapitolul Materiale si Metode din cel de-al treilea
studiu, trei dintre microARN-urile implicate in LAL pediatrica: miR-21, miR-25 si miR-
155. Am vrut sa aflu daca exista diferente intre expresia acestor miR si raspunsul la
tratament, supravietuire si recidiva. Din cunostintele mele, este primul studiu pe acest
subiect cercetat In Romania cu privire la copiii diagnosticati cu LAL. Principalele
rezultate obtinute sunt: exista diferente intre nivelurile de expresie relativa a miR-25 si
miR-155, fiind mai mici 1n cazul copiilor care au raspuns favorabil la tratament, fiind
cunoscut faptul ca hiperexpresia lor se asociaza cu prognostic infaust, iar 65% din
cohorta a suferit evenimente ca recidiva sau decesul. De asemenea exista corelatii intre
supravietuire, miR-21 si 25, iar hiperexpresia miR-155 se coreleaza negativ cu
supravietuirea.



STADIUL
ACTUAL
AL
CUNOASTERII






Factori genetici si de biologie moleculard care pot influenta evolutia si prognosticul in leucemia acutd

17

1. Leucemia acuta limfoblastica la copii

1.1. Istoric

Introducerea terapiei chimioterapeutice in anii 1960 a permis utilizarea multi-
modala, de exemplu, in combinatie cu radioterapia si tratamentul chirurgical pentru
tratamentul cancerului. Drept urmare, supravietuirea copiilor diagnosticati cu cancer a
crescut dramatic de la 20-30% 1n anii ‘60 la 62% 1n anii '70 (1). Cel mai important
eveniment, care a deschis drumul spre imbunatatirea supravietuirii a fost in anul 1947,
cand s-a observat ca administrarea antagonistilor de acid folic sunt capabili sa induca
remisia pacientilor cu LAL. Recunosterea importantei inducerii remisiei complete cu
administrarea chimioterapiei, utilizarea acesteia in combinatii, Impreuna cu terapia
suportivd, administrarea profilactica a tratamentului la nivelul sistemului nervos
central, precum si recunoasterea nevoii de a dezvolta combinatii de agenti
chimioterapeutici pentru tratament in timpul remisiei complete, sunt printre factorii
care au condus la cresterea progresiva a supravietuirii (2). In ultimii 70 de ani leucemia
acuta limfoblastica la copii s-a transformat dintr-o boala fatald, in care supravietuirea
atingea doar 4 luni, intr-o boala curabil3, cu o supravietuire ce depaseste 85% (3).

In anul 1995 a fost format grupul Ponte di Legno, denumit dupa prima localitate
unde a avut loc prima intalnire majora. De atunci, s-au aldaturat 15 grupuri mari de studiu
sau institutii si au fost organizate 14 intaniri ale acestor grupuri. Participantii au fost de
acord sa utilizeze aceleasi criterii sau criterii similare pentru a prezenta rezultatele
raspunsului la tratament pentru a putea fi comparate in diverse trial-uri clinice pentru
a identifica strategii eficiente ale tratamentului pentru LAL. Sub conducerea lui Haig
Riehm si Giuseppe Masera, grupurile BFM si AIEOP (Associazione Italiana di Ematologia
Pediatrica) au dat un exemplu prolific de colaborare internationala (4).

1.2. Aspecte generale

Leucemia este cel mai frecvent cancer care apare la copii si adolescenti. LAL este
cel mai comun tip, iar peste 80% dintre cazuri sunt clasificate ca si LAL de linie B. Este
caracterizata de proliferarea rapidd a progenitorilor slab diferentiati de la nivelul
maduvei osoase. Desi etiologia LAL la copii si adolescenti este In mare parte
necunoscutd, dovezile sugereaza ca expunerea la radiatii ionizante, desi rara, precum si
expunerea prenatald sau postnatala la pesticide ar putea fi corelate cu cresterea riscului
de a dezvolta LAL (5).
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Global, in jur de 240000 de cazuri noi de leucemie sunt diagnosticate in fiecare
an. LAL, cea mai comuna formad de leucemie in randul pacientilor pediatrici au o
incidentd de 75% de cazuri in tdrile In curs de dezvoltare. Reprezinta 76% dintre
leucemiile care apar la copiii cu varste sub 15 ani. Ratele de supravietuire in tarile
industrializate au crescut la aproximativ 90% in ultimii ani, cu o supravietuire globala
(0S) de 93% 1n Statele Unite. Cu toate acestea, in tdrile cu venit mic si mediu OS variaza
intre 50% si 75%. Aceasta diferentd poate fi explicatd, in parte, de intarzieri in stabilirea
diagnosticului si, drept urmare, in initierea terapiei (6).

In ciuda succesului tratamentului in LAL existi inci aproximativ 20% dintre copii
care recidiveaza si capituleaza in fata bolii. Este clar chiar din timpul primelor zile de
tratament ca unii pacienti au nevoie de un tratament mai putin intens si ca un grup de
copii rimane foarte rezistent la terapie, chiar si cu cresterea intensititii. incadrarea in
grupe de risc a fost introdusa pentru a ghida asupra intensitatii tratamentului, dar aceste
criterii sunt insuficiente pentru a discrimina corect predictia riscului de recidiva (3).
Aproape 50% dintre copiii care recidiveaza nu au niciun factor de prognostic negativ si
nu au alte caracteristici distinctive comparativ cu pacientii la care se obtine remisia
completa (7). Prognosticul acestei categorii este sumbru, cu o rata de supravietuire la 5
ani de mai putin de 10% (8, 9).

1. 3. Stabilirea diagnosticului

Caracterizarea limfoblastilor din punct de vedere morfologic, biochimic si
imunofenotipic au confirmat ca LAL este o afectiune heterogena. Aceasta
heterogenicitate reflecta ca diferite tipuri de leucemie iau nastere din progenitorii
limfoizi 1n diferite stadii de diferentiere si ca, de obicei, markerii sunt asociati cu mai
mult de un stadiu de dezvoltare. Majoritatea cazurilor de LAL la copii (80-90%) exprima
markeri care indica ca origine progenitori B tineri. Aceste cazuri au fost denumite LAL
cu celule B precursoare, dar dupa criteriile OMS din 2017 au fost denumite toate LAL-B
(10). LAL-T are originea dintr-un progenitor tanar de linie T si reprezintd 15% din
cazurile de LAL (11).

1.3.1. Manifestarari clinice si examen obiectiv

Semnele si simptomele la prezentare ale unui copil cu LAL reflecta gradul de
infiltrare medulara cu celule leucemice, raspandirea extramedulara a bolii si esecul
maduvei osoase de a produce o hematopoieza normala. Paloarea, fatigabilitatea,
durerile osoase, petesiile, purpura, sangerarea si febra sunt frecvent prezente la
diagnostic, iar limfadenopatiile nedureroase, hepatomegalia si splenomegalia sunt
semne ale raspandirii extramedulare a LAL. Implicarea extramedulara a sistemului
nervos central si a testiculelor pot fi prezente la diagnostic si trebuie evaluate la prima
internare, ca parte a investigatiilor diagnostice. Dovedirea implicarii acestor organe pot
influenta managementul si stratificarea in grupe de risc. Mai rar, copiii cu LAL pot avea
la prezentare semne si simptome ale extensiei extramedulare neobisnuite (de exemplu,
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oculare, ale vezicii urinare, ale sanilor, pancreasului) sau manifestari endocrinologice
mai putin comune (12, 13). Afectarea extramedulard se regidseste mai degraba in
cazurile cu recidiva sau refractare, dar pot aparea si la diagnostic. Simptome ale
hipercalcemiei (letargie, anorexie, slabiciune musculara, greatd, varsaturi si constipatie)
sunt rare si sunt datorate eliberarii de la nivelul blastilor de proteina asociata PTH (14).

Leucemia cu celule T are caracteristici clinice distinctive, care includ frecventa
mai mare 1n randul baietilor cu varste mai mari, un numar initial de leucocite mare si
frecvent prezenta de mase mediastinale. Aproximativ jumatate dintre copiii cu LAL-T au
mase mediastinale, iar o treime pana la jumatate au un numar de leucocite mai mare de
100000/mm3. Pacientii cu LAL-T au, de asemenea, o incidenta mai mare a afectarii
sistemului nervos central (15).

Durata simptomelor pana la stabilirea diagnosticului poate dura de la citeva zile
la cateva luni. Anorexia este frecventa, dar nu conduce de obicei la pierdere in greutate.
Durerea osoas3, care afecteaza in special oasele lungi este frecventa si reflecta afectarea
periostului si osului. Copiii mici se pot prezenta cu dificultati de mers sau chiar refuzul
mersului. Aceste simptome Impreuna cu artralgii generalizate sunt datorate, cel mai
probabil, infiltrarii leucemice a spatiului articular si ar putea complica diagnosticul LAL
cu stabilirea altor diagnostice infectioase sau reumatologice (16).

Durerea osoasa la diagnostic poate fi foarte severa, asociata cu o
hemoleucograma aproape normald, ceea ce contribuie la intirzierea diagnosticului
pacientilor care se prezintd la medic doar cu aceasta manifestare (intre 18% si 23%)
(17). Durerea osoasa sau articulara fara prezenta de blasti in siangele periferic are
potential sd inducad in eroare medicul, drept urmare sa introduca corticosteroizi in
tratament, de obicei datorita suspiciunii unei artrite idiopatice juvenile. Introducerea
tratamentului corticosteroid inainte de evaluarea pacientului pentru LAL poate
complica stabilirea diagnosticului de leucemie sau poate induce remisia completa
temporara. Durerea osoasa dispare odata cu initierea tratamentului citostatic. La prima
prezentare pot fi prezente organomegalii (ficat, splina, rinichi), disfunctie hepatica, de
obicei usoara. Liza blastilor, hematopoieza ineficienta si afectarea hepatica conduc la
cresterea lactat dehidrogenazei (LDH) (18).

1.3.2. Investigatii paraclinice

1.3.2.1. Bilantul initial

Aproximativ 20% dintre pacientii care se prezinta cu LAL au un numdr de
leucocite >50000/mm3. Gradul de crestere a leucocitelor la diagnostic ramane unul
dintre cei mai importanti predictori ai prognosticului in LAL. Neutropenia (<500
granulocite/mm?3) este un fenomen comun, fiind asociat cu un risc ridicat de infectii
severe (6). Anemia (hemoglobina<10 g/dL) apare in aproximativ 80% din cazuri. Chiar
dacda anemia este severa, eritrocitele sunt de obicei normocrome, normocitare, iar
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numadrul de reticulocite este scazut. Trombocitopenia apare la marea majoritate a
pacientilor, aproximativ 75% avand sub 100000 trombocite/mm3. Severitatea si gradul
de sangerare se coreleaza cu gradul trombocitopeniei (19). Hemoragia severa este rara
chiar si cu un numar de trombocite mai mic de 20000/ mm?3, decat daca febra si infectia
(amandoua pot afecta supravietuirea si functia trombocitelor) sunt prezente (19). Este
important de subliniat faptul ca prezentarea doar cu trombocitopenie izolata este foarte
rard, existand riscul de a rata diagnosticul de LAL din cauza suspiciunii de purpura
trombocitopenica idiopatica, estimata ca fiind mai rara de 1% (20). LAL se mai poate
prezenta cu pancitopenie In absenta blastilor circulanti si trebuie diferentiata de anemia
aplastici prin aspirat osteomedular si biopsie medulari (21). in toate cazurile in care
existda aceasta prezentare, pancitopenia este probabil datorata inhibitiei cresterii si
diferentierii precursorilor hematopoietici normali data de infiltratia leucemica (22).

1.3.2.2. Aspiratul si biopsia osteomedulard

Aspiratul osteomedular, cu sau fara biopsie stabileste diagnosticul de leucemie
fara echivoc. Desi blastii se pot regasi si in sangele periferic la diagnostic, doar evaluarea
morfologicd este insuficientd pentru stabilirea diagnosticului. in cazurile in care
severitatea bolii interzice evaluarea maduvei osoase, dar leucocitoza semnificativa este
prezentd, daca sunt cel putin 1000 de blasti/mm? circulanti, acest diagnostic este foarte
probabil (23).

1.3.2.3. Imunofenotiparea

Imunofenotiparea este metoda standard acceptata pentru diagnosticul LAL, fiind
posibila datorita progreselor in dezvoltarea anticorpilor monoclonali, imbunatatirii in
marcarea anticorpilor enzimatic si fluorescent si dezvoltarii tehnologiei multiparametru
pentru sortarea cu celule fluorescente activate (FACS) (24). Transformarea leucemica si
expansiunea clonala poate aparea in diferite stadii de diferentiere limfoida si citometria
in flux multicolora poate fi utilizata pentru a colora o proba cu paneluri de anticorpi
pentru a afla ce populatii clonale exista, bazata pe coexpresia markerilor. Deoarece
antigenele utilizate pentru imunofenotiparea de rutina sunt mai degrabaa asociate
liniilor celulare si nu sunt specifice, un panel de anticorpi multipli trebuie folosit. De
obicei un panel include anticorpi pentru linia T (CD2, CD3, CD4, CD5, CD8 sau CD7),
pentru linia B (CD10, CD19, CD20, CD22, kappa si lambda) si pentru linia mieloida (25).
Expresia aberanta a antigenelor mieloide CD13 si CD33 este comuna in LAL-B. Mai multe
anomalii genetice recurente sunt asociate cu modele imunofenotipice specifice:
rearanjamentul KMTZA este asociat de obicei cu CD10-/CD15+, Ph+ALL este adesea
CD25+ si exprima markeri mieloizi (CD13, CD33). ETV-RUNXI este de obicei
CD19+/CD10+/CD34+/CD9- cu expresia CD13. TCF-PBX1 are de regula CD34-/CD9+/
lant mu+. LAL la sugari ia nastere dintr-un precursor hematopoietic multipotent foarte
tanar, caruia ii lipsesc CD10 si antigenele mature de linie B, exprimand frecvent HLA-DR
si markeri mieloizi preccum CD15 (26).
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1.3.2.4. Gene de fuziune in LAL

t(12;21)(p13;q22)-ETV6-RUNX1 este cea mai frecventa translocatie in LAL
pediatrica, fiind asociata cu un prognostic favorabil (27). Aproximativ 20% dintre
pacientii cu LAL-B din Statele Unite au aceasta anomalie, desi prevalenta variaza larg
intre grupuri etnice (28). in majoritatea cazurilor translocatia e cripticd, nu poate fi
determinata de cariotipare, dar poate fi determinata de FISH. Aceasta translocatie ia
nastere, aparent, in utero si este consideratd necesara, dar insuficienta pentru a cauza
leucemia. Evenimentele urmatoare care cauzeaza progresia spre LAL nu sunt lamurite
(29). Aceasta translocatie apare cel mai adesea la copiii cu varste de la 1 an la 10 ani si
in cazurile CD10+. in general, este vizuti ca un factor de prognostic favorabil, desi unele
studii au sugerat ca prezenta acestei translocatii ar putea avea legatura cu un risc crescut
de recidiva tardiva (30). Prezenta translocatiei t(12;21) nu este o garantie a succesului
tratamentului, insa 10% dintre recidive provin din acest grup. Parerile sunt impartite
daca ETV6-RUNX1 este un factor de prognostic independent sau tinde sa se asocieze cu
alte caracteristici favorabile (de exemplu, varsta si raspunsul la terapie) . recidivele in
aceste cazuri tind sa fie tardive, cu o sensibilitate la chimioterapie foarte buna si remisii
complete (31).

t(1;19)(q23;p13)-TCF3-PBX1 apare in 3% din cazuri si a fost asociatd cu un
prognostic nefavorbail in anii 1990, dar nu mai are semnificatie prognostica in
protocoalele curente, exceptind un potential risc a recidivei SNC (32). Translocatia
t(17;19) apare in 1% dintre cazurile de LAL si are un prognostic infaust (33). Acesti
pacienti au o prezentare clinica neobisnuita, caracterizata de hipercalcemie, risc crescut
de coagulare intravasculara diseminata si CD10 slab pozitiv (34).

t(8;14)(q24;9q32)-IGH-MYC este identificata in toate cazurile de LAL cu celule B
mature sau LAL Burkitt. Similaritatea dintre mecanismele moleculare asociate cu
aceasta translocatie in LAL cu celule B mature si cele care apar in limfomul Burkitt
sprijind supozitia ca LAL cu celule B mature este o forma diseminata a limfomului
Burkitt (34, 35).

11qg23/Rearanjamente KMT2A apar in 5% dintre cazurile de LAL pediatrica si
in 70% dintre cazurile de LAL la sugari (atdt in LAL, cat si In leucemia acuta
mieloblasticd), precum si in majoritatea leucemiilor aparute in urma chimioterapiei, in
special cu inhibitori de topoizomeraza II (36). Cea mai comuna translocatie in LAL este
t(4;11)(q21;923) fuziondnd KMT2A cu AFF1. Pacientii cu aceste rearanjamente au
raspunsuri la tratament semnificativ mai slabe comparativ cu copiii care nu au aceste
rearanjamente (37).

t(9;22)(q34;q11)-BCR-ABL1 este una dintre primele translocatii descrise, din
care rezulta un cromozom marker mic, cunoscut ca si cromozomul Philadelphia (38).
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Este cea mai des Intalnita translocatie la adultii cu LAL, dar este mult mai putin frecventa
la copiii diagnosticati cu LAL, unde apare in 3% din cazuri. Pand recent, era asociata cu
un prognostic infaust. Chiar si cu administrarea chimioterapiei intensive, acesti pacienti
aveau un risc crescut de esec al tratamentului de inductie, afectare SNC si recidiva
precoce. Tratamentul leucemiei mieloide cronice si al LAL Ph+ a fost revolutionat odata
cu aparitia inhibitorilor de tirozin-kinaza, activ impotriva fuziunii BCR-ABL1, care in
combinatie cu chimioterapia a imbunatatit supravietuirea de la 30-40% la 80%. Datorita
acestor rate de remisie completd, transplantul de celule stem hematopietice nu mai este
indicat in prima remisie completa (39, 40). Majoritatea cazurilor de Ph+LAL sunt CD10+
cu celule B, desi rare cazuri de LAL-T au fost descrise. Coexpresia de markeri mieloizi
este frecventa. Acesti pacienti tind sa fie mai in varsta, au numar de leucocite mai mare
si blasti in periferie, afectarea SNC si aveau rate de remisie n inductie mai mici, remisii
complete de scurta durata si rate de supravietuire mici.

Prezenta aberatiilor secundare sunt asociate cu rezultate nefavorabile, in special
in cazul deletiilor IKZF1 (41). A fost sugerat faptul ca proteina p190 apare de novo, in
timp ce proteina p210 poate reprezenta criza blastica dintr-o leucemie mieloida cronica
nediagnosticatd. Alte aspecte care ar putea distinge cazurile care au originea dintr-o
leucemie mieloida cronica includ bazofilia, splenomegalie marcatda, precum si
persistenta fuziunii BCR-ABL1 la nivelul celulelor precuroare hematopoietice dupa
obtinerea remisiei (42).

Rearanjamente IGH - mai multe translocatii recurente din LAL implica locusul
IgH (cunoscut si ca IGH@). Se juxtapune regiunea enhancer unui factor de transcriptie
sau unui genei unui receptor de citokine, rezultand o expresie alterata a unei gene tinta.
Aceste translocatii apar la 4% din LAL pediatric si implica gene partenere, care includ
familia CEBP, ID4 si CRLFZ. Acest grup de pacienti tinde sa afceteze copii mai mari si au
un prognostic mai prost. Cele mai frecvente translocatii IGH@ implica CRLF2 si sunt
corelate cu un prognostic nefavorabil. Alta translocatie rara IGH@ care merita
mentionatad pentru prezentarea clinica distinctiva este t(5;14)(q31;q32), fiind asociata
cu hipereozinofilia. Eozinofilele sunt reactive, datorita productiei crescute de citokine si
nu sunt maligne. Cazurile se prezinta cu eozinofilie marcata, dar cu un procent relativ
scazut de blasti in MO, drept urmare, identificarea acestei translocatii este suficienta
pentru stabilirea diagnosticului de LAL, chiar daca numarul de blasti este scazut (43,
44).

Rearanjamente DUX4, MEF2D si ZNF284 - trei noi rearanjamente criptice in
LAL-B, recent indentificate prin NGS, implica DUX4, MEF2D si ZNF284. Rearanjamentele
DUX4 rezulta in hiperexpresia DUX4 si pierderea functiei ERG printr-un mecanism unic,
care consta fie in deletia ERG sau inducerea expresiei unei isoforme negativ dominanta,
fiind asociate cu un prognostic favorabil. Rearanjamentele MEF2D conduc la o activitate
transcriptionala crescutd, activarea expresiei HDAC9, un imunofenotip distinct (CD10
slab exprimat sau absent si expresia crescutda a CD38). Sunt asociate cu o varsta mai
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mare la diagnostic si prognostic nefavorabil. Rearanjamentele ZNF384 sunt conectate cu
un profil de expresie genica 1mbogatita pentru caracteristicile celulelor stem
hematopoietice, au un imunofenotip distinct (CD10 subexprimat si expresie aberanta a
CD13 sau CD33) si un prognostic care depinde de gena partenera fuzionata (45-47).

Deletii 9p21-22 - sunt comune 1n LAL pediatricd, aparand in aproximativ 20%
din cazurile de LAL-B si 50% din cazurile de LAL-T. aceste deletii variaza in dimensiuni,
dar regiunea critica implicd doua gene supresoare tumorale: inhibitorii de ciclind D
kinaza p16 si p15. Parerile din literatura sunt mixte in privinta deletiei acestui locus,
daca ar avea semnificatie independentd prognosticd nefavorabila in regimurile de
tratament actuale (48).

Amplificarea intracromozomiala a cromozomului 21 a fost identificata in
aproximativ 2% din LAL pediatrica si este asociatda cu un prognostic nefavorabil.
Pacientii tind sa aiba varste mai mari, cu numere initiale de leucocite si trombocite mici.
Rezultalele obtinute sunt precare, cu rate de recidiva intre 38% si 61%, dependente de
regimul de tratament utilizat. iAMPZ21 este incorporata in mai multe dintre protocoalele
de tratament ca si factor de risc, pacientii fiind stratificati in grupe de risc astfel incat sa
primeasca chimioterapie mai intensiva (49)

Alteratii ale genelor care intervin in dezvoltarea celulelor B - aproximativ
20% dintre copiii cu LAL-B cuprind alteratii ale genelor care regleaza dezvoltarea si
diferentierea limfocitelor B. acestea au fost descoperite intr-un studiu condus de
Mullighan et al., in care s-a descoperit ca alteratiile PAX5 au fost cele mai frecvente,
afectand 31.7% din cazuri. Deletii au fost identificate si in cdi a mediatorilor celulelor B,
incluzand TCF3, EBF1, LEF1, IKZF1 si IKZF3. Majoritatea nu au fosr raporate ca avand
semnificatie prognostica, cu exceptia IKZF1, care codifica factorul hematopoietic de
transcriptie IKAROS. Deletii recurente si mutatii inactivatoare a IKZF1 apar in 15 %
dintre cazurile de LAL si sunt asociate cu un prognostic infaust in cazul tuturor
subtipurilor de LAL, cu exceptia cazurilor in care ERG si DUX4 sunt dereglate, care ofera
un prognostic favorabil, indiferent de alteratiile IKZF1. Alterarile IKZF1 apar mai
frecvent la pacientii cu risc Inalt si Ph+LAL, dar si la pacientii Ph-like LAL (50, 51).

LAL Philadelphia-like- profilarea expresiei genice a identificat un subgrup al
LAL, reperzentand aproximativ 12% cu o semnaturd a expresiei genice asemadndtoare
celei Ph+LAL. O varietate de leziuni genetice sunt ascoiate cu semnatura Ph-like, cu
frecvente relative care depind de semnaturi ale expresiei genice specifice si care sunt
folosite pentru definirea entitatii Ph-like. Ele difera la copii fata de adulti si in diferite
etnii. Cea mai comuna alteratie Ph-like este rearanjamentul CRLFZ sirearanjamente care
implica kinaze, fiecare cu o varietate de parteneri de fuziune: ABL1, ABL2, PDGFRB, JAK2
si EPOR. Deletii sau mutatii ale SH2B3 si IL7R sunt de asemenea asociate cu LAL Ph-like.
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Mai multe alterdri ale CRLF2 au fost observate in LAL, toate conducand spre
hiperexpresia acesteia. Aceste alterari au fost observate in 5%-8% dintre cazurile la
copii. Au o mai mare incidenta in LAL cu risc 1nalt, la pacientii cu etnie hispanica sau
latina si la pacientii cu sindrom Down, unde incidenta este de 50%. Mutatiile JAK au fost
identificate initial la 20% dintre pacientii cu sindromul Down, dar mutatiile JAK (cel mai
frecvent JAK2, dar nu exclusiv) au fost identificate in la 10% dintre pacientii cu risc inalt
care nu au sindrom Down. Mutatiile FLT3, alta kinaza implicatd in semnalizare sunt
prevalente in leucemia acuti mieloblastica, dar apar si in LAL pediatrici. In LAM apar
duplicatii interne in tandem, spre deosebire de LAL, unde se regaseste mai frecvent o
hiperexpresie a FLT3 wild-type. Alterarile FLT3 din LAL sunt asociate cel mai adesea cu
hiperdiploidia sau rearanjamente KMT2A (50, 52-54).

Alteratii moleculare in LAL-T- LAL-T este caracterizatd de numeroase
rearanjamente cromozomiale si mutatii punctiforme, majoritatea fiind distincte de cele
intanite In LAL-B. Cu putine exceptii, alteratiile genetice Intanite nu au valoare
prognostica, drept urmare nu sunt folosite pentru a ghida stratificarea in grupe de risc
sau tratament. Analizele genomice a LAL-T au identificat 10 cai recurente alterate.
Acestea sunt Tmpartite n reglatori ai transcriptiei, supresoare ale ciclului celular,
celulelor sau tumorale, reglarea epigenetica, functia ribozomal3, ubiquitare, procesoare
ale ARN. Mutatii ale calor specifice functionale sunt imbogatite in diferite subtipuri de
LAL-T in curs de diferentiere, sugerand importanta unei anumite cai de semnalizare in
diferite stadii de maturare ale limfocitelor T. Cele mai frecvente alteratii in LAL-T sunt
mutatiile activatoare ale NOTCHI1 in aproape 60% din cazuri, deletii ale locusului
CKDNZ2A in peste 70% din cazuri. Translocatiile sunt, de asemena, frecvente, implicand
factori de transcriptie ale genelor, care sunt sub controlul regiunilor enhancer ale TCR.
Spre deosebire de fuziunile oncogene de novo din LAL-B, majoritatea translocatiilor din
LAL-T implica relocarea secventelor de codificare pentru factorii de transcriptie ai
proteinelor in situsuri in aval de TCR, conducand catre hiperexpresia acestora. LAL cu
precursori T tineri (ETP) este un subgrup cu importanta clinica, afectind aproximativ
10-15% dintre copiii diagnosticati cu LAL cu celule T. Aceasta este asociata cu un
prognostic nefavorabil, desi acest lucru ar putea fi contracarat de regimul de tratament.
LAL-ETP a fost initial identificata pe baza unui profil de expresie genica si
imunofenotipica, cu caracteristici de progenitor-T foarte tanar, cu absenta markerilor
pentru celule T CD1a si CD8 si CD5 (care poate fi si slab exprimat), combinate cu CD3
citoplasmatic si cu markeri ai celulelor mieloide sau markeri ai celulelor stem. Este
caracterizata si de mutatii de gene similare cu cele gasite in leucemia mieloida. Recent
au fost facute progrese in caracterizarea heterogenicitatii moleculare ale LAL-T, dar
abordarile terapeutice curente nu utilizeaza inca aceste perspective pentru a rafina
deciziile prognostice si terapeutice (55-57).
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1.3.2.5. Cariotipul

Celulele normale diploide sau pseudodiploide (anormale citogenetic, dar au un
continut normal de ADN) au un index ADN de 1.0. Hiperdiploidia reprezinta un numar
de cromozomi mai mare de 46 si un index ADN mai mare de 1, iar hiploidia este
reprezentata de un numar de cromozomi mai mic de 46, cu un index ADN mai mic decat
1.

Hiperdipoidia este clasificata ca ,joasa” (47-50 de cromozomi) sau ,inaltd” (peste
50 de cromozomi). Cazuri cu mai mult de 67 de cromozomi sunt in general considerate
a fi aproape tetraploide, o categorie distincta a modelului de dublare a cromozomilor.
Cazurile aproape tetrapoide sunt asociate cu LAL-T sau translocatia ETV6-RUNX1 din
LAL-B. Studiile mai vechi sugereaza un un prognostic relativ rezervat, dar cercetarile
mai recente sugereaza un prognostic favorabil pentru cazurile aproape tetraploide.
Cazurile din categoria pseudodiploida (acelea care au index ADN de 1.0 sau numar de
cromozomi normal, dar alte anomalii) au un prognostic mai grav. Copiii cu diploidie sau
hiperdiploidie ,joasa” (intre 48 si 50 de cromozomi) au un prognostic putin mai rezervat
comparativ cu cazurile cu hiperdiplodie ,inalti”. In LAL pediatrici aproximativ 20% din
cazuri sunt hiperdiploide, iar 2% sunt hipodiploide. In LAL-T majoritatea cazurilor sunt
pseudodiploide sau diploide.

Hiperdiploidia ,inaltd” este asociata cu un prognostic favorabil. Cromozomul 21
este cel mai des castigat, urmat de X, 6, 14, 4, 18, 17 si 10. Baza moleculara pentru LAL
hiperdiploida ramane incd neclard, dar majoritatea dovezilor sugereaza ca cel mai
frecvent mecanism este prin castigarea simultana a tuturor cromozomilor extra intr-o
singura diviziune celulara anormala. Hipediploidia este recunoscuta de mult ca fiind un
factor de prognostic favorabil in LAL-B. Definitia hiperdiploidiei are diferite definitii in
functie de studiu. Indiferent de o definitie specificd, hiperdiploidia este un factor
independent de prognostic favorabil In numeroase trial-uri a grupurilor de lucru, cu
semnificatie independenta pastrata din anii 1990 pana in prezent. Pacientii cu
hiperdiploidie au de obicei si alti factori de prognostic favorabil (varsta favorabilg,
numadr mai mic de leucocite la diagnostic, fenotip LAL-B, de obicei cu CD10+ sau CALLA
pozitiv).

Cel mai infaust prognostic 1l au cei cu hipodiploidie (numar de cromozomi mai
mic de 45 siindex ADN mai mic decat 1.0). cazurile sunt stratificate in functie de numarul
de cromozomi: aproape haploid (intre 24 si 31), hipodiploidie ,joasa” (intre 32 si 39 de
cromozomi) si hipodiploidie ,inaltd” (intre 40 si 43 de cromozomi), iar prognosticul este
direct proportional cu numarul de cromozomi. Mutatiile TP53 au fost identificate in 91%
dintre cazurile cu hiploidie ,joasd”, cu aproape jumatate dintre aceste mutatii aparand
sila nivelul celulelor de linie germinala (58-61).
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1.3.3. Incadrarea in grupe de risc

Incadrarea in grupe de risc se face pe parcurul inductiei remisie. Se iau in calcul
anumiti factori: varsta la diagnostic, numarul initial de leucocite, imunofenotiparea,
testele de biologie moleculara si cariotipul, dar si raspunsul la tratament pe perioada de
inductie a remisiei. Astfel, raspunsul la prednison in ziua 8, raspunsul morfologic de la
nivelul maduvei osoase in ziua 15 de tratament (evaluat prin aspirat osteomedular),
boala reziduala minima evaluata in ziua 15, raspunsul morfologic in ziua 33 si boala
reziduald minima tot din ziua 33. Toti acesti factori au rolul de a stratifica pacientii in
grupe re risc: grupa de risc standard, grupa de risc mediu sau intremediara si grupa de
risc inalt.

SRG: varsta cuprinsa intre 1 si 6 ani, leucocite la diagnostic <20000/mm3, <1000
blasti/mm3 in sangele periferic in ziua 8 in sangele periferic, FCM-MRD < 0.1% sau
maduva M1/M2 in ziua 15, fara maduva M2/M3 1n ziua 33.

Incadrarea in HRG presupune: grupa de risc intermediara si FCM-MRD> 10% sau
maduva M3 in ziua 15, SRG si FCM-MRD> 10%, peste 1000 leucocite/mm3 1n sangele
periferic in ziua 8, maduva M2/M3 in ziua 33, translocatii t(9;22)/BCR-ABL1 sau
t(4;11)/KMT2-AFF1 sau hipodiploidie <44 cromozomi.

Pacientii care nu se Incadreaza cu aceste criterii in grupele de risc standard sau
inalt vor fi stratificati In grupa de risc mediu (62, 63).

1.4. Tratament

Recunosterea LAL ca fiind o boalad heterogena, tratabila in functie de incadrarea
in grupe de risc a influentat profund terapia. Evaluarea initiala necesita teste sofisticate
de laborator pentru determinarea corectd a informatiilor derivate din informatiile
oferite de citogenetica, imunologice si moleculare. Protocoalele moderne necesita
monitorizare in timp real (de exemplu, stabilirea MRD in diferite etape ale
tratamentului), utilizarea riguroasa a terapiei suportive si raportarea prompta a
evenimentelor adverse. Deci, este o nevoie clara de a evalua si trata acesti copii in
centrele pediatrice care pot aplica ultimele protocoale internationale. Pentru
adolescenti si adulti tineri (AYA) regimurile de tratament pediatrice ofera rezultate mai
bune, insa sunt asociate cu toxicitati mai mari, necesitind o mai mare vigilenta pentru
administrarea terapiei suportive. Chiar daca exista abordari specifice in functie de
incadrarea in grupe de risc si terminologia utilizata in protocoale poate varia intre
grupele cooperative de studiu, majoritatea protocoalelor moderne imparte terapia in 4
faze: inductia remisiei, terapia preventiva asupra SNC/consolidare, intretinere interima,
reinductie si terapia de Intretinere sau de continuare.

Cea mai intensiva chimioterapie este administrata in primele 6 pana la 12 luni,
terapia administrandu-se pe o perioadda intre 2 si 3 ani in total. Intensitatea
chimioterapiei este modelata de riscul de recidiva, pacientii cu risc inalt fiind tratati cu
mai multi agenti, doze mai mari, pe perioade mai lungi de tratament intensiv fata de
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copiii stratificati In grupa de risc standard. Sunt putine indicatii pentru transplant de
celule stem in prima remisie completd, cum ar fi t(17;19), esecul terapiei de inductie,
LAL cu celule B si T concomitent, imposibilitatea de a obtine MRD negativ in primele 2-
3 luni de terapie. Datele cele mai noi sugereaza ca unele grupuri cu risc inalt, cum ar fi
copiii cu hipodiploidie nu ar avea niciun beneficiu in prima remisie complet3, dar ca noi
terapii sunt necesare (64-66).

1.4.1. Chimioterapie citostatica

In figura 1 este reprezentarea schematici, cu toate etapele tratamentului LAL pediatrica,
prezentata mai sus.
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Fig.1. Reprezentarea schematica a protocolului ALL-IC BFM 2009 (63)

1.4.2. Imunoterapie

Terapia LAL se dezvolta rapid, cu aparitia noilor agenti imunoterapeutici care
tintesc antigene specifice ale LAL, utilizand anticorpi neconjugati, anticorpi conjugati cu
medicamente sau toxine, anticorpi care cupleaza celulele leucemice de celulele efectoare
sau celule CAR proiectate. Antigenele tintd ideale au expresie limitata la nivelul celulelor
normale, care scad toxicitatea in afara tintei terapeutice. In LAL-B, aplazia celulelor B
care survine in urma tintirii acestora pentru ca au ca markeri de suprafata antigene ca
si CD19 sau CD20 conduc la hipogamaglobulinemie, un efect advers care poate fi
contracarat prin administrarea preparatelor de imunoglobuline. in LAL-T, tintirea
celulelor T normale cauzeaza o imunodeficienta si mai accentuata, deci dezvoltarea de
imunoterapii viabile a ramas Tn urma comparativ cu cele pentru LAL-B, unde multipli
agenti au demonstrat activitate semnificativa in conjuctura recidiva/boala refractara,
fiind evaluate ca si terapie de linie 1.
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Anticorpii neconjugati se leaga de markeri de suprafata si identifica celula tinta
pentru eliminare sub efectul citolitic ale celulelor efectoare prin procesul de
citotoxicitate mediata celular dependenta de antigene. Anticorpii neconjugati in uz sau
sub investigatie includ Rituximab, Epratuzumab si Daratumumab (Figura 2) (67, 68).

Blinatumomab este un anticorp bisfecific, care leagd CD3 si CD19, aducand
celulele T 1n proximitatea celuleor maligne, dar si sanatoase care exprima CD19,
rezultand distrugerea acestor celule prin citotoxicitate mediata de perforine. Este
aprobat FDA la copiii cu LAL-B, cu recidiva sau boala refractara. Blinatumomab este
foarte eficient In obtinerea remisiei prin negativarea MRD. Toxicitatile primare sunt
sindromul de eliberare de citokine si toxicitatea neurologica. Incidenta si severitatea
sindromului de eliberare de citokine depinde incarcatura tumorald, dar cu rate mai mici
in cazurile MRD pozitive. Trialurile clinice iIn curs de desfisurare vor determina
integrarea optima in regimurile de tratament pentru recidive, dar si pentru LAL-B
proaspat diagnosticata (69-71).

CAR-T (chimeric antigen receptor T) tintesc celulele CD19+, fiind foarte eficient
la 80-90% dintre copiii intens pretratati, cu leucemii foarte rezistente la tratament,
obtinandu-se remisii MRD negative. n unele cazuri, remisia este sustinuti chiar far
terapie subsecventa, desi, pentru multi pacienti CAR-T CD19 este considerat a fi o punte
catre transplantul medular, ca si terapie definitiva. Tisagenlecleucel (Kymriah) a fost
aprobat de FDA in anul 2018 pentru tratamentul LAL-B pentru copiii care sunt in a doua
remisie completd, sau chiar cu multiple remisii complete, care sunt refractari la
tratament. Ca si toxicitati sunt incluse sindromul de eliberare de citokine la 77% din
pacienti si evenimente neurologice la 40% din copii. Aplazia prelungita a celulelor B
periferice, un marker pentru persistenta CAR-T, este asociatd cu raspuns pe termen
lung, deci majoritatea pacientilor pediatrici necesita substituire cronica cu
imunoglobuline. CAR-T nu se limiteaza doar la CD19, ci alte strategii terapeutice care
sunt sub investigatie includ CD22, CRLF2 si targetare dualda a CD19 si CD22, pentru
reducerea riscului de a ,scapa”antigene (72-74).

Conjugatele de anticorpi cu medicamente tintesc proteine celulare de suprafata,
iar mai multe astfel de molecule sunt in curs de dezvoltare, cel mai promitator fiind
Inotuzumab Ozogamicin, care consta intr-n anticorp monoclonal uman anti-CD22
conjugat cu analogul de calicheamicina, ozogamicin. Intr-un studiu retrospectiv efectuat
pe pacientii pediatrici indeling tratati, cu multiple recidive sau care au fost refractari,
67% au obtinut remisia completd, cu MRD mai mic de 0.01% 1n 71% din cazuri.
toxicitatea hepatica, care include sindromul de obstructie sinusoidala este cea mai
importanta toxicitate, In special la pacientii care au facut in prealabil sau urmeaza sa
faca transplant de celule stem hematopoietice. Integrarea Inotuzumab Ozogamicin in
schemele de chimioterapie, in cazul recidivelor, dar si in cazul pacientilor nou
diagnosticati este inca sub investigatie (75, 76).
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Fig.2. Reprezentarea schematica a imunoterapiei din leucemia acuta
limfoblastica la copii(77)

1.5. Evaluarea raspunsului la tratament

Raspunsul rapid la tratament este un foarte important indicator al prognosticului.
Lipsa obtinerii remisiei complete in primele 4-6 saptimani de inductie a remisiei,
cunoscut ca si esecul inductiei este recunoscut ca fiind asociat cu o rata mare a recidivei
si supravietuire redusa. Multiple grupuri au demonstrat importanta prognostica a
eliminarii rapide a blastilor din sangele periferic si maduva osoasa in timpul terapiei de
inductie, masurata dupa doar 1 sau 2 saptamani de terapie (78, 79).

in ultimii ani, masurarea MRD folosind citometria in flux sau amplificarea PCR a
genelor receptorilor antigenici a inlocuit evaluarea morfologica timpurie a MO, avand o
importanti criticd in schemele de stratificare a riscului. in general, cu cit un pacient
devine mai rapid MRD negativ, cu atat mai bun este prognosticul. Nivelurile MRD care
sunt nedetectabile sau cel putin mai mici de 10-* la sfarsitul unei inductii standard (sau
ideal mai devreme) sunt asociate cu cel mai bun prognostic. in cazurile de LAL-T,
obtinerea tarzie a negativitatii MRD (adica la sfarsitul consolidarii) nu afecteaza
semnificativ prognosticul. Persistensa sau cresterea MRD la momente ulterioare dupa
inductie este asociata cu un rezultat slab, atat pentru pacientii nou diagnosticati cu LAL-
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B, cat si pentru cei recidivanti, tratati cu chimioterapie salvatoare sau transplant
medular (80, 81).

Cele doua tehnici principale folosite in prezent pentru detectarea MRD sunt
identificarea imunofenotipurilor aberante prin citometrie in flux si amplificarea PCR a
genelor imunoglobulinei sau TCR, sau a genelor de fuziune specifice leucemiei, atunci
cand este aplicabil. RT-PCR poate detecta chiar si o singura celula leucemica dintre 10°
si 106 celule normale din maduva osoas3, iar citometria in flux aproximativ 10* pana la
105. Citometria in flux are avantajul suplimentar al detectdrii celulelor intacte, spre
deosebire de PCR, in care materialul contaminant din acidul nucleic al celulelor moarte
poate complica interpretarea. Ambele sunt limitate Intr-o anumita masura pentru ca
imunofenotipul dominant sau rearanjamentul Ig/TCR pot evolua in timp si astfel scapa
recunoasterii. HTS pentru detectarea MRD este o tehnologie emergent3, care este mai
sensibila decit citometria de flux, iar studiile recente au aratat ca este predictiva pentru
rezultate nefavorabile, atat in cazurile de LAL nou diagnosticate cat si recidivate cu
niveluri scazute de MRD care nu sunt detectabile prin citometrie in flux. Utilizarea HTS-
MRD 1in practica clinica standard se dezvold, inclusiv punctele in timp si pragurile de
detectie care ar trebui sa declanseze schimbari in tratament (82-85).
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2. Rolul microARN in leucemia acuta limfoblastica

2. 1. Introducere

Este recunoscut faptul ca mutatiile genetice stau la baza manifestarii initiale a
LAL. Cu toate acestea, doar aceste modificari genetice se dovedesc inadecvate pentru
manifestarea completa a bolii, fiind necesare si modificari epigenetice suplimentare.
Recent, In LAL au fost identificate roluri de reglare jucate de ARN-urile necodificatoare,
in special de microARN-uri (miR-uri) (86, 87). Au fost observate variatii notabile in
modelele de expresie ale miR-urilor, care conduc la modificari ale profilurilor
transcriptionale ale genelor tinta corespunzatoare. Aceste modificari epigenetice joaca
un rol esential in timpul procesului de transformare maligna, determinand dereglarea
oncogenelor si a genelor supresoare tumorale, perturband astfel functiile celulare
esentiale si declansand potential dezvoltarea LAL. Prin urmare, modificarile miR, ca tip
major de modificare epigenetic3, exercita o influenta profunda atat asupra aparitiei, cat
si asupra progresiei LAL (88).

miR-urile prezintd, de asemenea, modele de expresie distincte in timpul
diferitelor etape ale limfopoiezei. Acestea se leaga de ARN mesager specific, 1i regleaza
expresia post-transcriptionala si exercita un impact asupra procesului de maturare a
precursorilor limfoizi. In timpul limfopoiezei oncogene, miR-urile sunt exprimate
aberant, iar aceste anomalii pot servi drept semnaturi pentru diferite subtipuri de LAL.
Modificarile in profilurile de expresie ale miR-urilor prezinta o semnificatie functionala
in leucemogeneza sau in rezistenta la terapie, iar inversarea acestor expresii miR ar
putea contracara progresia bolii si ar putea imbunitati raspunsurile clinice (89-91). in
plus, profilurile de expresie ale miR-urilor in leucemia acuta prezinta interactiuni pe
parcursul dezvoltarii bolii, fiind potentiali biomarkeri valorosi pentru diagnosticare,
prognostic si tratament in LAL. De exemplu, miR-100, miR-196a si miR-146a joaca roluri
cruciale In leucemogeneza pediatrica, putand servi ca indicatori biologici moleculari
valorosi pentru diagnostic. S-a constatat ca nivelurile de expresie ale miR-155a si miR-
181a sunt semnificativ crescute in grupul de pacienti cu LAL pediatricd, ambele miR-uri
fiind asociate cu niveluri ridicate de MRD si cu un prognostic nefavorabil. Combinatia
dintre miR-125b si limfom cu celule B-2 (Bcl-2) serveste drept indicator prognostic
puternic in LAL pediatrica, ceea ce le transforma in tinte terapeutice potentiale pentru
tratamentul LAL. In plus, miR-155 se evidentiazi ca un miRNA pivotal si este considerat
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o tinta terapeutica potentiald in tratamentul pacientilor pediatrici cu leucemie infectati
cu virusul hepatitic C (92-95), (Tabel 1).

Tabel 1. Reprezentarea schematica a expresiei diferentiate a miR-urilor in LAL

pediatrica (dupa (96))
miR cu subexprimare in LAL pediatrica miR cu supraexprimare in LAL pediatrica
Cele mai frecvente: Cele mai frecvente:
miR-125b, miR-142, miR-196, miR-223 miR-128a, miR-155, miR-181b, miR-708
Alte miR: Alte miR:
Let-7e, let-7f, miR-24, miR-25, miR-99a, miR-182, miR-128b, miR-130b, miR-181c, miR-210, miR-
miR-199b, miR-335, miR-3173, miR-5100 222, miR-363, miR-506, miR-922
Alte miR importante: Alte miR importante:
miR-100, miR-143, miR-148a, miR-582 miR-21, miR-145, miR-146, miR-181a

in ultimii ani, miR-urile, o clasi semnificativi de ARN-uri necodificatoare, au atras
atentia In cercetarea tumorilor datoritd rolurilor lor esentiale in proliferarea,
diferentierea si apoptoza celulara. Prin urmare, o explorare aprofundatd a miR-urilor in
LAL la copii este esentiald pentru elucidarea patogenezei acestei patologii, descoperirea
tintelor terapeutice si imbunatatirea prognosticului. Studiul profilurilor de expresie miR
in LAL pediatrica poate identifica miR-urile implicate in boald si mecanismele lor
specifice in semnalizarea celulard si expresia genelor. Acest lucru nu numai ca ne
imbunatateste Intelegerea patogenezei LAL, dar pune si bazele strategiilor terapeutice
care vizeaza miR. Compararea profilurilor de expresie miR intre diferite subtipuri si
stadii de LAL poate dezvalui in continuare asocieri clinice, prognostice si diagnostice,
oferind noi orizonturi (97).

2.2. Rolul miR in prognosticul LAL la copii

LAL este 1n prezent stratificata in functie de diferiti parametri biologici si clinici,
pacientii primind ulterior un tratament adaptat in functie de risc. Desi strategiile actuale
produc o rata de vindecare foarte ridicatd, exista un numar de pacienti cu LAL care vor
recidiva in cele din urma. Utilizarea clasica atat a profilului de expresie genic3, cat si a
semnaturilor de ARN mesager in mediul clinic prezinta dezavantaje, fiind raportate doar
succese intermediare. Deoarece profilarea miR este de obicei limitatad la un numar mic
de gene, aceasta poate oferi potential mai putine semnaturi, dar mai robuste, care au o
capacitate prognostica la fel de puternica (98).
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Nivelurile de expresie ale miR-16, o gena pierduta in multe cazuri de leucemie
limfatica cronica, au fost evaluate la 93 de copii cu LAL, iar rezultatele au fost asociate
cu principalele variabile biologice si clinice care definesc prognosticul: numarul de
leucocite, varsta la diagnostic, profilul cito- si molecular-genetic si grupele de risc. in
timp ce valorile cele mai mari ale expresiei miR-16 au fost asociate cu un prognostic slab,
nivelurile scazute au fost asociate cu un rezultat bun. Supravietuirea fara boala (DFS) si
supravietuirea globala (0S) au fost evaluate in functie de profilurile de expresie miR-16
in grupul LAL ca intreg si in subgrupurile LAL cu celule B si cu celule T. Analiza de grup
a aratat ca DFS a fost cea mai lunga pentru pacientii cu expresie miR-16 mai mica decat
quartila 25 si cea mai scurta pentru pacientii cu expresie miR-16 peste quartila 75.
Recidiva a fost rar observata la pacientii cu niveluri scazute de miR-16, in timp ce cea
mai scurti DFS a fost in quartila peste 75. In mod similar, in grupul LAL-T, pacientii din
quartila peste 75 au prezentat cea mai scurtd supravietuire, In timp ce supravietuirea
cea mai lunga a fost observata in quartila sub 25. S-au obtinut, de asemenea, relatii
semnificative din punct de vedere statistic Intre nivelurile scizute de miR-16 si nivelul
scazut de leucocite si markerii cito- si molecular-genetici favorabili (99).

in plus, o analiza multivariata a expresiei miR-24, incluzand varsta la diagnostic,
sexul si numarul de leucocite, a definit miR-24 ca un marker prognostic independent.
Hiperexpresia miR-24 a fost asociata cu o OS semnificativ mai scurtd, comparativ cu
pacientii care au expresie scazutd (100). Aceste rezultate sugereaza cu tarie ca nivelurile
ridicate ale expresiei miR-24 ar putea fi utilizate ca un biomarker fiabil si eficient al
prognosticului nefavorabil in LAL.

Modificarile expresiei miR 1n LAL recidivata sunt in centrul atentiei mai multor
grupuri de cercetare si sugereaza ca nivelurile miR-223 si miR-128b ar putea fi posibili
predictori ai recidivei LAL. Nemes et al. au colectat probe de siange periferic si aspirat
osteomedular de la 24 de pacienti cu LAL 1n toate fazele de tratament (101). Ei au
determinat cd, In timp ce expresia miR-223 era aproape nedetectabild la diagnostic,
nivelurile de expresie au revenit la normal in timpul tratamentului si in remisiune, dar
apoi a scizut din nou la recidiva. In schimb, s-a observat o supraexpresie a miR-128b la
diagnostic, care a scazut semnificativ pe masura ce pacientii au intrat in remisie, cand s-
au detectat niveluri normale de expresie miR-128b pentru celulele mononucleare.
Nivelurile mai ridicate ale expresiei miR-128b la diagnostic s-au corelat, de asemenea,
cu un prognostic mai bun, sugerand ca monitorizarea nivelurilor expresiei miR-128b in
sangele periferic ar putea ajuta la detectarea precoce a recidivei bolii (101).
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2.3. Rolul miR in timpul tratamentului, raspunsul la tratament
si toxicitatea in LAL la copii

Majoritatea copiilor diagnosticati cu LAL urmeaza un protocol de tratament
standard ca parte a unei strategii adaptate riscului, care este de obicei impartit in 3 faze
principale: inductie, consolidare si intretinere, precum si o a patra faza de terapie
orientata catre SNC. Desi principalii agenti citotoxici utilizati in faza de inductie a
tratamentului nu s-au schimbat, acestia includ de obicei combinatii de medicamente,
inclusiv prednison, vincristing, L-asparaginaza si daunorubicina. Regimurile multidrog
sunt utilizate in Incercarea de a preveni rezistenta la medicamente, dar toti agentii au
efecte tardive nedorite. Terapia de Intretinere, tratamentul final si cel mai prelungit in
LAL la copii, implicd un regim mult mai putin intens decat chimioterapia anterioara. Cu
o durata de pana la doi ani, s-a demonstrat ca faza de intretinere reduce riscul de
recidiva, dar poate fi In sine o cauzd a aparitiei de noi mutatii (rezistente la
medicamente) (62, 102).

2.3.1 miR sirezistenta multidrug

Evaluarea nivelurilor de expresie ale miR-326 la pacientii cu LAL pediatrica
rezistenti la chimioterapie a evidentiat o sciddere semnificativa a expresiei miR-326 la
pacientii MRD+ comparativ cu grupul MRD-, sustindnd ideea cd reducerea expresiei
miR-326 are un impact negativ asupra raspunsului la tratamentul chimioterapic (103).
Reducerea expresiei miR-326 la copiii cu LAL recidivata, comparativ cu nivelurile de
expresie observate la diagnostic, indica faptul ca miR-326 poate fi considerat un alt
marker de prognostic pentru recidiva in LAL pediatrica.

Pentru a identifica noi predictori prognostici si terapeutici in LAL, a fost efectuat
un studiu al expresiei miR genomica pe 63 de copii cu LAL nou diagnosticati (104).
Profilurile miR ale cazurilor de recidivd/deces au fost comparate cu cele in remisie
completa identificaind faptul cda miR-335 are cele mai scazute niveluri. Reducerea
expresiei epigenetice a genelor acestui miR este asociata cu rezultatul clinic in LAL la
sugari (105, 106). EFS la 5 ani a fost semnificativ mai slaba la pacientii cu niveluri
scazute de expresie a miR-335, iar o analiza multivariata a confirmat ca nivelurile miR-
335 la diagnostic sunt un marker prognostic eficient si independent in predictia
raspunsului la tratament (104).

Se postuleaza faptul ca miR-155 joacad un rol in inhibarea diferentierii liniilor
(107), mentindnd celulele stem si progenitoare hematopoietice la stadiul de celule stem
foarte tinere. El-Khazragy et al. (94) au determinat ca nivelurile de expresie ale miR-155
sunt corelate cu caracteristicile clinico-patologice ale bolii; efectul terapiei asupra
nivelurilor de expresie ale miR-155 a fost, de asemenea, evaluat prin RT-qPCR. Probele
de aspirat medular de la 45 de copii cu LAL au fost recoltate la diagnostic pentru a
determina nivelurile de expresie miR-155, iar procentul de blasti postinductie a fost
evaluat in ziua 15 prin MRD. In plus, nivelurile de expresie au fost determinate dupi
tratament in probele prelevate in ziua 28 si rezultatele au fost comparate cu un grup de
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control sanatos. Un nivel semnificativ ridicat al expresiei miR-155 a fost detectat la
diagnostic in grupul LAL si s-a observat o corelatie semnificativa intre nivelurile ridicate
de miR-155 si numarul mare de blasti (>25%), anomalii citogenetice nefavorabile,
numadrul total de leucocite, rata mai mare de recidiva si o MRD mai mare dupa 15 zile.
Prin urmare, supraexprimarea miR-155 se coreleaza cu un prognostic nefavorabil in
LAL pediatrica, din cauza scaderii raspunsului la tratament si a cresterii ratei de
recidiva. De asemenea, nivelurile de expresie ale miR-155 au scazut semnificativ de 10
ori dupa terapie, sugerand din nou o utilizare potentiala ca biomarker al raspunsului
terapeutic (94).

Pentru a determina in continuare profilurile de expresie miR si modelele miR
asociate cu recidiva LAL din copilarie, a fost efectuata o analiza genomica miR
microarray pe serii de diagnostic-recidiva si diagnostic-remisie completd. A fost
identificat un model diferit al miR intre pacientii cu recidiva si cei cu remisie complet3,
care a inclus miR-223 si miR-27a: ambele miR-uri au fost foarte exprimate la pacienti
in timpul remisiei complete. Pe de alta parte, nivelurile de expresie ale miR-223 si miR-
27a au fost scazute in probele de la diagnostic ale pacientilor care au recidivat ulterior
in timpul studiului. Expresia miR-223 la diagnostic este un alt predictor independent si
fiabil pentru OS la pacientii cu LAL pediatrica (108).

Piatopoulou et al. au examinat profilurile miR la diagnostic si dupa inductie,
comparand aceste niveluri cu caracteristicile prognostice cunoscute ale LAL. Nivelurile
mai scazute ale expresiei miR-125b la diagnostic si nivelurile mai ridicate la sfarsitul
protocolului de inductie au fost asociate cu caracteristici adverse ale bolii. Riscul mai
mare de recidiva pe termen scurt si OS mai mica au fost demonstrate in mod clar prin
analiza supravietuirii pacientilor care prezentau miR-125b subexprimat la diagnostic si
supraexprimat dupa inductie (109).

Desi miR-125b a prezentat o variabilitate largda a expresiei la momentul
diagnosticului, nivelurile mai scazute de expresie au fost corelate cu caracteristici
prognostice nefavorabile, inclusiv varsta mai mare, numarul mare de blasti in momentul
diagnosticului si in ziua 15, precum si pacientii cu o concentratie scazuta de
hemoglobina. Expresia scazuta a miR-125b este, de asemenea, asociatd in mod
semnificativ cu un risc mai mare de recidiva si cu o OS slaba, furnizand dovezi
convingatoare ca miR-125b ar putea fi, de asemenea, utilizat ca un potential biomarker
de prognostic in LAL pediatrica (95).

Glucocorticoizii sunt utilizati pe scara larga in tratamentul LAL pediatrice; totusi,
diferentele interindividuale in raspunsul la terapia cu corticosteroizi compromit
aplicarea lor clinica. In plus, rezistenta este unul dintre principalii factori care contribuie
la rezultatele slabe in LAL. Studii recente au aratat ca miR-urile joaca un rol crucial in
sensibilitatea la glucocorticoizi si pot oferi strategii potentiale pentru a depasi rezistenta
la acestia (110). intr-o analizi genomici miR a pacientilor cu LAL, o expresie redusi a
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miR-335 a fost identificata ca fiind cea mai semnificativd anomalie a miR asociata cu un
rezultat slab. Expresia excesiva a miR-335 a sensibilizat semnificativ celulele leucemice
la prednison, intr-o gama de concentratii, indicand faptul ca expresia ectopica a miR-335
poate conferi o sensibilitate sporita. Deoarece nu s-a observat nicio intensificare a mortii
celulare in liniile celulare supraexprimand miR-335 atunci cand au fost tratate cu alte
medicamente de chimioterapie, s-a propus ca scidderea miR-335 ar putea reduce
sensibilitatea celulelor din LAL la tratamentul cu prednison (104).

2.3.2. miR asociate cu recidiva in LAL

miR-urile intervin 1n recidiva LAL prin controlul a numeroase gene, iar acestea
participa la diverse cdi de semnalizare suplimentare fata de pierderea sau mutatia
genelor. Cateva dintre cele mai studiate miR-uri sunt asociate cu recidiva LAL, iar
mecanismele lor moleculare sunt descrise mai jos (111).

miR-24: Pacientii cu LAL pediatrica cu supraexprimare miR-24 au rate de remisie
si supravietuire mai scazute decat cei cu miR-24 subexprimat (100). Supraexprimarea
miR-24 protejeaza celulele leucemice de apoptoz3, care este un proces necesar pentru
mentinerea homeostaziei tesuturilor. in plus, esecul chimioterapiei si radioterapiei este
cauzat de rezistenta la apoptoz3, iar supraexprimarea genelor antiapoptotice creste
riscul de carcinogeneza (112). S-a constatat ca supraexprimarea miR-24 protejeaza
celulele canceroase de apoptoza in ficat, stomac, prostata si tesuturile cervicale.

miR-27a: este un alt miR legat de recidiva LAL, iar scaderea reglarii miR-27a
a fost asociati cu recidiva la pacientii pediatrici cu pre-B-ALL. in schimb, pacientii din
grupul miR-27 cu supraexpresie au avut o rata mai mare de remisie completa si un
interval mai mare fara recidiva comparativ cu cei care au avut subexprimarea acestui
miR (108) . Scheibner et al. au raportat ca miR-27a este subexprimat in liniile celulare
de LAL si a tumorilor primare, spre deosebire de celulele progenitoare hematopoietice
stem (113). De asemenea, supraexprimarea miR-27a (FOXM1) si proteina de rezistenta
multidrog 1 (MRP1), sunt reglate de miR-27a (114, 115). in plus, a imbunatitit
sensibilitatea la doxorubicina in linia celulara de leucemie K562 (114). Conform acestor
rezultate, miR-27 este un supresor tumoral in leucemia acuta si o tinta terapeutica
prospectiva (113).

miR-99 si miR-100 s-au dovedit a fi downregulate la pacientii cu LAL-T care
prezinta, de asemenea, rearanjarea MLL si expresia genei de fuziune BCR-ABL. Un
prognostic nefavorabil a fost asociat cu nivelurile de expresie ale acestor miR. in plus,
apoptoza indusa de dexametazona a fost crescutd, iar proliferarea celulara a fost
inhibata in liniile celulare CCFR-CEM, CEM/C1 si Jurkat atunci caind miR-100 si miR-99a
au fost exprimate ectopic. Au fost efectuate studii functionale pentru a determina functia
acestor miR in vivo. Cu toate acestea, conform altor cercetdri, supraexprimarea miR-100
si miR-99 este legatda de un prognostic slab si de rezistenta la vincristina si
daunorubicina (116), iar coexprimarea miR-125b cu miR-99a sau miR-100 determina
un grad semnificativ de rezistenta la vincristind (reprezentat de rata de viabilitate
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celulard) in celulele Reh ETV6-RUNX1-pozitive care exprima miR-125b (117). Desi
aceste constatdri se contrazic reciproc in ceea ce priveste natura supresoare tumorala
sau oncogena a functiei miR-99/100, ele au aratat ca miR-100 si miR-99a sunt legate de
leucemogeneza si prognosticul LAL. Cu toate acestea, constatdrile nu sunt pe deplin
concludente.

miR-124: Supraexprimarea miR-124 este legata de un prognostic nefavorabil si
de o probabilitate ridicata de recidiva la copiii cu LAL-T si LAL-B (108). De asemenea,
comparativ cu pacientii cu miR-124 downregulat, care au reactionat la glucocorticoizi,
pacientii cu LAL-B si LAL-T cu miR-124 supraexprimat au prezentat rezistenta la
glucocorticoizi si un riaspuns insuficient la tratament. in plus, liniile celulare CEM/C1 si
Jurkat rezistente la prednison au prezentat o expresie substantial mai mare a miR-124
decat linia celulara CCRF-CEM sensibila la prednison. Cercetarile in vitro au aratat ca
receptorul glucocorticoid NR3C1 este o tinta moleculara a miR-124, ceea ce duce la
rezistenta la tratament. Supraexprimarea miR-124 a indus proliferarea si a prevenit
apoptoza mediata de dexametazona in linia celulara CCRF-CEM sensibila la prednison.
Aceste constatdri sustin ideea ca miR-124 este necesar pentru raspunsul la
glucocorticoizi (118). In cele din urm3, o analizi recenti a aritat cd miR-124 este legat
de gene asociate cu transportul medicamentelor, rezistenta multidrog si reglarea
proceselor de biosinteza celulara (108)

miR-125b: Unul dintre miR-urile cel mai frecvent legate de recidiva LAL este
miR-125b. Expresia miR-125b este downreglata la pacientii cu LAL pre-B si LAL T. Cu
toate acestea, nivelul miR-125b a crescut considerabil dupa aplicarea protocolului
Berlin-Frankfurt-Munster, iar un raport miR-125b in ziua 33/diagnostic ridicat a fost
asociat cu un prognostic slab (109). Conform unui studiu diferit, pacientii cu LAL pre-B
cu supraexprimare miR-125b au avut un prognostic slab si au fost rezistenti la
tratamentul cu vincristina si daunorubicina (116). In plus, coexpresia miR-125 cu miR-
100 si miR-99 a crescut rezistenta la vincristina in linia celulara Reh pozitiva pentru
translocatia ETV6-RUNX1 (117). Zhou si colab. au raportat ca miR-125b a scazut
expresia proteinelor GRK2 si PUMA, care au prevenit moartea celulara in liniile celulare
K562, THP-1, Jurkat si REH, contribuind la rezistenta la daunorubicina (119). Alti
cercetatori au descoperit ca miR-125b poate promova leucemia prin tintirea factorului
de reglare a interferonului 4 (IRF4), supresor tumoral, care este necesar pentru celulele
B si T mature (120). Acestia au ardtat cad miR-125b promoveaza proliferarea celulara si
induce expresia factorilor legati de pluripotenta in celulele B progenitoare prin tintirea
proteinei A + T-rich interaction domain 3A (ARID3a) (121). In plus, miR-125b poate
afecta T-ALL prin tintirea TNFAIP3, o proteinad care s-a dovedit a servi ca supresor
tumoral In mai multe limfoame cu celule B umane. Aceasta moleculd poate spori
proliferarea celulelor B, diferentierea si reprogramarea metabolismului glucozei (122).
BMF, TP53, TP53INP1 si MAPK14 (p38a) sunt tinte suplimentare miR-125b conectate
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la calea apoptozei. Aceste informatii au sugerat ca miR-125b este un oncogen. Pacientii
cu niveluri crescute de miR-125b dupa chimioterapie au avut un prognostic mai prost,
deoarece supraexprimarea miR-125b poate inhiba efectele medicamentelor
chimioterapeutice care provoaca apoptoza (109).

miR-128b: Conform mai multor studii, copiii cu LAL-T si LAL-B care au recidivat
au prezentat niveluri mai ridicate de expresie a miR-128b decit cei care erau in remisie
(101, 108, 123). Acest miR controleaza transformarea celulelor stem progenitoare si a
celulelor progenitoare pluripotente in celule mai mature, fiind esentiale pentru etapele
timpurii ale hematopoiezei (123, 124).

Alte studii au demonstrat ca gena supresoare tumoralda PTEN, a carei dereglare
activeaza calea de semnalizare fosfatidilinositol 3-kinaza (PI3K)/serina/treonina ki-
naza (AKT), promovand supravietuirea celulara si oncogeneza, este reglata de miR-128
(125,126). O altd tinta moleculara a miR-128 este proto-oncogena polycomb ring finger
(BMI-1), care este un factor de transcriptie necesar pentru autoreinnoirea celulelor stem
leucemice si a celulelor stem hematopoietice (HSC) (108, 127). Dereglarea BMI-1
afecteaza calea de semnalizare PI3K-AKT-mTOR, care controleaza diviziunea celulara,
apoptoza si senescenta. Ca urmare, miR-128 este crucial pentru dezvoltarea tumorala in
LAL (125). Desi miR-128 a fost demonstrat a fi downregulat in unele afectiuni maligne,
cum ar fi cancerul de san, expresia sa ectopicd in prezenta doxorubicinei creste
deteriorarea ADN-ului si moartea. Aceste constatari au sugerat ca miR-128 joaca un rol
oncogenic in LAL, dar este un supresor tumoral in cancerul de san (124).

miR-142-3p: Supraexprimarea miR-142-3p a fost asociata cu recidiva si cu o
durata de supravietuire considerabil mai scurta la pacientii cu LAL-T decat la cei cu
expresie scazutd a miR-142-3p. Mai mult, miR-142-3p a fost descoperit ca fiind un
marker util pentru evaluarea prognosticului pacientilor cu LAL-T (128). In plus, miR-
142-3p a fost puternic exprimat in liniile celulare leucemice T acute umane Jurkat,
MOLT-3, MOLT-4 si CCRF/CEM, precum si in liniile celulare pre-B-LAL REH, RS4;11 si
SEM (128, 129). Expresia miR-142 a fost raportata ca fiind semnificativ mai mare in
aceste linii celulare decat in celulele stem hematopoietice ale subiectilor sanatosi sau in
celulele T normale.

ARN mesager al adenilil ciclazei 9 (AC9), o enzima care catalizeaza conversia ATP
in AMPc, este o altd tintda a miR-142-3p (130). Proliferarea celulelor T este redusa prin
intermediul cdii de semnalizare cAMP /proteina kinaza A (PKA), care regleaza pozitiv
p27kip1 in timp ce regleaza negativ ciclina D3. Ca urmare, supraexprimarea miR-142-
3p suprimi calea cAMP/PKA si incurajeazi proliferarea celulelor T leucemice (128). in
plus, miR-142-3p vizeaza ARN mesager al receptorului glucocorticoid (GR), un receptor
care leaga in mod eficient glucocorticoizii si are un domeniu de legare a ADN-ului si o
secventa care vizeaza nucleul, duciand la moartea limfocitelor in principal prin calea
apoptozei intrinsece (131). Inhibarea caii GC produce celule T care sunt rezistente la
apoptoza intrinseca. Prin directionarea cdilor de semnalizare GRa si cAMP/PKA, miR-
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142-3p promoveaza leucemogeneza in LAL-T prin promovarea proliferarii celulare,
rezistenta la tratamentul cu glucocorticoizi si evitarea apoptozei (128).

miR-142-3p este un miR specific pentru celulele hematopoietice (129). Acest
miR participa la cresterea si diferentierea celulelor stem hematopoietice si este esential
pentru maturatia limfocitelor T prin semnalizarea mediata de factorul de reglare a
interferonului 7 (IRF7), dar dereglarea sa a fost asociata cu leucemia.

miR-155: Potrivit cercetarilor efectuate de Liang si colab. si Sun si colab. (132,
133), supraexpresia miR-155 a fost legata de un prognostic nefavorabil la pacientii
pediatrici cu LAL. Prin tintirea proteinei zinc finger protein 238 (ZNF238), o molecula
cu o potentiald functie supresoare tumorala in LAL, necesara proprietatilor
antiproliferative ale celulelor normale, Liang si colab. au descoperit cd supraexprimarea
miR-155 a crescut proliferarea celulara in liniile celulare leucemice. Cu toate acestea,
metodele prin care ZNF238 regleaza activitatea transcriptionald sunt inca necunoscute
(132). In plus, miR-155-5p a promovat cresterea celulelor LAL. Prin tintirea expliciti a
limfomului de linie B Casitas, care degradeaza in mod obisnuit proteina factorului de
reglementare a interferonului 4 (IRF4) prin ubiquitinare, miR-155 suprima productia
de kinaza dependenta de ciclina 6 (CDK6), prevenind apoptoza (133). Aceste constatari
sugereaza ca miR-155 poate functiona ca o oncogena in LAL (132) si ca miR-155 poate
fi vizat In viitor pentru a trata LAL prin reglarea axei IRF4/CDK6 mediatad de CBL.

miR-335: Un nivel scazut de expresie a miR-335 este legat de un prognostic
nefast, de o rata mai scazuta a EFS la 5 ani si de rezistenta la glucocorticoizi la pacientii
cu LAL pediatrica, conform unei investigatii genomice microarray miR (104). Spre
deosebire de cei din grupul de control, s-a constatat ca pacientii cu recidiva aveau
niveluri mai scazute de miR-335-3p intr-un studiu ulterior. De asemenea, pacientii
rezistenti la medicamente aveau niveluri mai scazute de miR-335-3p decat pacientii
sensibili la medicamente. miR-335 influenteaza expresia genei ABCA3, un membru al
familiei transportatorilor ABC, care poate intrerupe cdile de rezistenta multidrog (134)
si vizeaza proteina kinaza 1 activata de mitogen (MAPK1) pentru a influenta caile
implicate in rezistenta la prednison si apoptoza crescutd (104). Aceste investigatii au
demonstrat rolul de supresor tumoral al miR-335 in LAL.

Conform altor cercetari, regiunea promotoare a genei miR-335 poate suferi o
metilare excesiva si poate deveni silentioasa din punct de vedere epigenetic, explicand
dereglarea miR-335-3p in cancer (135). S-a constatat ca ARN-urile necodificatoare lungi
(IncRNA), transcriptia 1 a ansamblului paraspeckle nuclear (NEAT1) si transcriptia 1 a
adenocarcinomului pulmonar asociat metastazelor (MALAT1), care pot regla
posttranscriptional productia de miR, au impact asupra miR-335-3p. NEAT1 si MALAT1
sunt corelate cu prognosticul slab si joaca roluri in dezvoltarea diferitelor tipuri de
cancer (136-138). NEAT1 si MALAT1 sunt supraexprimate in LAL pediatricd, in special
la pacientii cu rezistenta multidrog, iar nivelurile scazute de miR-335-3p sunt asociate
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cu niveluri ridicate de expresie ale acestor IncRNA-uri (134). LncRNA-ul inhibitor al
kinazei dependente de ciclin 2B antisens RNA 1 (CDKN2B-AS1), care promoveaza
carcinogeneza si rezistenta la adriamicina (ADR) in LAL pediatrica cu celule T, regleaza,
de asemenea, miR-335-3p. Dimpotriva, knockdown-ul CDKN2B-AS1 a inhibat cresterea
tumorala. Aceasta a crescut sensibilitatea la adriamicind (ADR) in vivo, cel putin partial
prin inhibarea miR-335-3p, iluminand o tintd terapeutica cu mare potential pentru
tratarea pacientilor tineri cu LAL-T (139). Conform acestor constatari, IncRNA-urile
NEAT1, MALAT1 si CDKN2B-AS1 regleaza expresia miR-335-3p si joacd un rol in
mecanismele care stau la baza recidivei LAL (111).

2.4. miR ca instrument pentru imunoterapie

In principal, studiile privind biologia miR s-au axat pe rolul lor fie ca oncogene, fie
ca supresoare tumorale; cu toate acestea, progresele recente in intelegerea sistemului
imunitar sugereaza ca miR joaca, de asemenea, un rol important in reglarea imunitatii
si, prin urmare, pot actiona atat ca agenti, cat si ca tinte ale imunoterapiei.

Terapiile cu CAR-T au Inceput recent sa demonstreze un succes spectaculos in
studiile clinice care trateaza pacientii cu BCP-ALL (140). Analiza profilurilor
transcriptomice la pacientii cu B-ALL Tnainte si dupa terapia CAR-T, in combinatie cu
miR-seq, a aratat ca multe miR (inclusiv membrii familiei let-7) sunt implicate in
procesul imunitar si ar putea sa regleze interactiunea dintre factorii de transcriptie si
proteinele histone implicate 1n raspunsul la terapia CAR-T. De exemplu, in cadrul unei
retele reglatoare, autorii studiului au aratat ca FOS, JUN si CEBP regleaza expresia genica
a histonelor HIST1H4A si HIST2H4A, care au fost targetate de miR-148a-3p. La pacientii
aflati in remisie au fost identificate 15 miR-uri supraexprimate si 7 miR-uri
subexprimate care pot deveni acum biomarkeri suplimentari de prognostic (141).
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1. Ipoteza de lucru/obiective

Leucemiile acute la copii cuprind mai multe entitati, insa cele mai frecvent
aparute sunt leucemia acuti limfoblastici si cea mieloblastici. In aceasti lucrare am
abordat pacientii diagnosticati cu leucemie acuta limfoblastica cu celule B si cea cu celule
T. Este stiut faptul ca LAL la copii este o boald cu grad inalt de obtinere a remisiei
complete, in special in tarile dezvoltate, unde ratele ating procente de 85-90%, in unele
tari europene chiar depasind aceste procente. Totodata in jur de 20% dintre copii fie
recidiveaza, fie nu raspund la tratament. Cu ajutorul unei multitudini de factori
prognostici se poate anticipa care dintre pacienti va avea o evolutie nefavorabil3, insa
exista pacienti aparent fara factori de prognostic negativi, care cad prada bolii. Din
aceastd cauzi, LAL la copii este inci o boald intens studiati. In ultimii ani, progrese
importante au fost inregistrate, in special introducerea testarii bolii minime reziduale,
care contribuie la stratificarea mai corecta a pacientilor in grupe de risc, drept urmare
identificand mai corect pacientii care au nevoie de scheme de chimioterapie mai intense,
transplant autolog de celule stem in prima remisie completa, sau, din contra, pacientii la
care se poate reduce intensitatea chimioterapiei. Pe linga genele de fuziune deja
cunoscute ca fiind markeri prognostici, au fost identificate multe altele care intervin in
evolutia si prognosticul acestei patologii.

In plus, existd modificiri epigenetice, iar in ultimii ani s-a descoperit faptul ci
ARN-urile non-codificante joaca roluri importante, in special microARN-urile. Acestea
conlucreaza in grupuri care regleaza procese la nivel celular in diferite stadii ale
limfopoiezei, cum ar fi supresia tumorald sau promotia tumorala. in timpul proliferarii
blastilor apar expresii anormale ale unor anumite miR-uri, care ar putea fi considerate
ca o ,semndturd” in leucemia acutd limfoblastica. Modificarea expresiei are roluri
importante 1n aparitia LAL, rezistenta la terapie si a altor procese, insa reversia
expresiilor ar putea avea rol terapeutic.

Aceasta lucrare pleaca de la premiza ca in leucemia acuta limfoblastica la copii
intervin numerosi factori care pot anticipa evolutia, raspunsul la tratament si
supravietuirea. Acesti factori pot fi legati de caracteristicile clinice, paraclinice, cito-
moleculare si genetice, precum si epigenetice. Dintre acestia, factorii epigenetici sunt cel
mai putin studiati In aceasta patologie la copii.

Obiectivul principal al acestei teze este studiul modificarilor epigenetice in
leucemia acuta limfoblastica la copii, adicd modificarile anumitor microARN implicate
in patogeneza acestei boli si corelarea expresiei acestora cu raspunsul la tratament,
supravietuirea si recidiva.

Obiectivele secundare sunt:
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Determinarea caracteristicile clinice, biologice si epidemiologice ale
pacientilor cu LAL si compararea acestora cu literatura de specialitate prin
efectuarea unui studiu retrospectiv a pacientilor internati si tratati in cadrul
Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii Cluj-Napoca, Departamentul de
Oncologie si Hematologie Pediatrica pe o perioada de 10 ani, intre anii 2011-
2021.

Impactul bolii reziduale minime asupra stratificarii in grupe de risc,
intensitatea chimioterapiei si relatia cu obtinerea remisiei complete, a
recidivelor si a deceselor.

Determinarea ratelor de supravietuire obiectivate prin supravietuirea
globala si supravietuirea fara evenimente, in functie de diferite variabile
personale si biologice si compararea a doua loturi de pacienti de cate 5 ani
prin efectuarea unui studiu retrospectiv de supravietuire al pacientilor
diagnosticati cu LAL in perioada 2011-2020.

Determinarea relatiei dintre supravietuire si boala minima reziduala
Alegerea unui esantion reprezentativ de 20 de pacienti dintre cei carora li s-
au recoltat probe biologice (celule mononucleate si ser) la diagnostic. Dintre
acestia 10 au avut un raspuns bun la terapie, cu obtinerea remisiei complete
si supravietuire pana in prezent, iar ceilalti 10 cu raspuns nefavorabil prin
rezistenta la tratament, aparitia recidivelor si deceselor

Identificarea unor miR care intervin in patologia LAL pediatrica
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2. Metodologie generala

Primele 2 studii retrospective le-am realizat dupa obtinerea consimtamantului
informat semnat de apartindtori la internare, iar studiul 3 a fost realizat cu acordul
Comisiei de Etica a Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii Cluj-Napoca, precum si a
Universitatii de Medicina si Farmacie ,Iuliu Hatieganu”.

Primele doua studii sunt retrospective, realizate pe cohorte diagnosticate intre
anii 2010-2021, respectiv 2010-2020, iar cel de-al treilea studiu a fost realizat prin
selectarea a 20 de pacienti reprezentativi din cei 50 de pacienti pentru care am recoltat
probe la diagnostic si pe parcursul chimioterapiei, In momentele cheie de evaluare.
Pentru aceste studii, datele pacientilor au fost extrase din foile de observatie, iar datele
care lipsesc au fost preluate din Registrul National de Onco-Hematologie Pediatrica.
Toate aceste informatii au fost centralizate intr-o baza de date cu ajutorul Microsoft
Excel. Analiza statistica a fost facuta cu ajutorul programului Prism GraphPad versiunea
10.2.3.

Criteriile de includere in studii sunt:

- Copii <18 ani nou diagnosticati cu LAL

- Copii care au fost tratati in Departamentul de Oncologie si Hematologie
Pediatrica din cadrul Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii Cluj-Napoca

- Pacienti nou diagnosticati, inainte de inceperea chimioterapiei citostatice

Criteriile de excludere din studiu sunt:

- Pacienti/apartinatori care nu au semnat consimtamantul informat

- Pacienti >18 ani

- pacienti care au fost diagnosticati in serviciul nostru, dar au optat pentru un alt
centru de tratament (din tara sau strainatate)

- Pacienti care au Inceput chimioterapia citostatica inainte de recoltarea probelor
pentru studiu

Pentru cel de-al treilea studiu au fost necesare anumite etape de obtinere a
diferentei de expresie a miR-urilor studiate (miR-21, miR-25 si miR-155):

- Recoltarea de sange periferic si separarea serului

- Izolarea miR din ser

- Sinteza cDNA din miR
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Amplificarea PCR cantitativa
Normalizarea datelor obtinute
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3. Studiu 1. Leucemia acuta limfoblastica la copii:
caracteristicile clinice, biologice, epidemiologice si
raspunsul la tratament

3.1. Introducere

Leucemia acuta limfoblastica la copii este cea mai frecventa malignitate din
cadrul cancerelor pediatrice. 80% dintre toate cancerele la copii sunt diagnosticate ca si
LAL (1) . Exista rezultate impresionante in obtinerea remisiei complete in ultimii ani,
unele studii avand rezultate de supravietuire de peste 90%, dar inca aproape 20% dintre
copii recidiveazi si 15% cad prada bolii (3, 142). In tirile cu venit mic sau mediu din
toatd lumea, ratele de supravietuire variaza intre 50% si 75%, datorate in parte
intarzierilor in stabilirea diagnosticului sau a initierii tratamentului (143).

Leucemia acuta limfoblastica este de obicei diagnosticata la copii cu varste intre
3-6 ani si mai frecvent la sexul masculin (raportul intre fete si baieti este de 1.4:1).
Tratamentul este efectuat in functie de incadrarea in grupe de risc, care ia in considerare
factorii de risc traditionali din protocoalele internationale, incluzand varsta la
diagnostic, numarul de leucocite initial, imunofenotipul (celule de linie B sau T), analize
de citogenetica, raspunsul la tratament, de preferat prin evaluarea MRD (care poate fi
efectuat prin FC-MRD, prin PCR sau prin NGS), fiind un instrument valoros la indemana
pentru a masura raspunsul la terapie. Initial, MRD a fost determinatd doar de cateva
grupuri de lucru, dar in zilele noastre majoritatea protocoalelor care au ca scop tratarea
pacientilor cu LAL includ evaluarea MRD (144-146).

LAL este o boald heterogena care cuprinde o constelatie de cai alterate care
controleaza proliferarea celular3, diferentierea si supravietuirea, fiind pioni importanti
implicati in raspunsul la tratament (147). Cel mai frecvent LAL ia nastere din precursori
de linie B, comparativ cu cei de linie T. LAL este corelata cu hipodiploidie, hiperdiploidie
si rearanjamente cromozomiale recurente, din care iau nastere gene de fuziune
chimerice, care au legatura restransa cu prognosticul, raspunsul la tratament si recidiva
(148). Metode de detectie complexe au determinat faptul ca o clona preleucemica poate
fi dormanta timp de ani, putdnd la un moment dat sa se activeze. Defectele genetice
primare sunt factori prognostici mult mai adecvati pentru prognostic comparat cu
defectele genetice secundare (acestea sunt alterari ale numarului de copii, microdeletii
si mutatii punctiforme). Translocatia t(12;21)/ETV6/RUNX1 este cel mai cunoscut



48 Neaga Alexandra-Elena

biomarker din LAL si, impreund cu hiperdiploidia confera un prognostic bun (144).
Translocatiile KMT2A (MLL), t(9;22)/ BCR/ABL1, t(17;19)/TCF3-HLF, cariotipul
aproape hiploid si cel cu joasa hiploidie, t(1;19)/TCF3-PBX1, amplificarea
intracromozomiala a cromozomului 21 (iAMP), translocatii IGH, deletii ale genei Ikaros,
care este un simbol al LAL cu risc inalt, IKZF1p'us (deletie, dar fara deletia ERG, asociata
cu alte deletii genice, cum ar fi CDKN2A/2B, PAX5 si PAR1) sunt toate caracteristice
riscului inalt (144, 149, 150).

3.2. Ipoteza de lucru

Leucemia acuta limfoblastica la copii este o maladie cu grad inalt de vindecare, in

special in tarile dezvoltate, unde obtinerea remisiei complete poate ajunge, chiar depasi
90% (151), putine se stiu Insd despre caracteristicile pacientilor si supravietuirea in
Romania, in afara de cateva studii realizate in diferite centre mari de Oncologie si
Hematologie Pediatrica.
Aceastad parte a lucrarii va determina caracteristicile clinice, biologice si epidemiologice
ale pacientilor diagnosticati cu LAL pediatrica si compararea acestora cu datele din
literatura de specialitate, precum si impactul bolii reziduale minime asupra stratificarii
in grupe de risc, intensitatea chimioterapiei si relatia cu obtinerea remisiei complete, a
recidivelor si a deceselor.

Pacientii studiati intr-un interval de timp de 10 ani au fost internati, diagnosticati
si tratati In Compartimentul de Oncologie si Hematologie Pediatrica din cadrul Spitalului
Clinic de Urgenta Cluj-Napoca.

3.3. Material si metoda

Acest studiu retrospectiv a inclus pacienti nou diagnosticati cu LAL in perioada
ianuarie 1 ianuarie 2011 si 2 aprilie 2021. Toti parintii/apartinatorii legali au semnat
consimtamantul informat la internare, iar studiul a fost condus conform Declaratiei de
la Helsinki. Un numar total de 158 de pacienti a fost analizat, cu varste cuprinse intre 0
si 17 ani. Nu au fost exclusi pacienti din studiu.

Tratamentul a fost administrat conform protocolului Acute Lymphoblastic
Leukemia Intercontinental Berlin-Frankfurt-Miinster Study Group 2002 (BFM ALL-IC
2002) pana in mai 2017, atunci cand boala reziduala minima a devenit disponibila si in
Romania, ulterior tratamentul administrandu-se conform protocolului BFM ALL-IC
20009.

La diagnostic, precum si in momentele cheie ale tratamentului au fost recoltate
probe din sangele periferic, singe medular prin aspirat osteo-medular si lichid
cefalorahidian. Diagnosticul a fost stabilit predominant prin examinarea citologica a
sangelui periferic, prin examinarea morfologica a frotiului medular (>25% blasti) si
imunofenotipare. Lichidul cefalorahidian a fost evaluat in vederea determinarii afectarii
sistemului nervos central.
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Au fost determinate cele mai frecvente gene de fuziune din LAL la copii, dar nu
toate au fost disponibile din 2011. ETV6-RUNX1 a devenit disponibila din aprilie 2012,
translocatia BCR-ABL1 p210 si p190 a fost disponibila de la inceputul studiului, KMT2A-
AFF1 a devenit disponibila din octombrie 2014, TCF-PBX1 din iulie 2015 si translocatia
SIL-TAL1 a fost disponibila pentru determinare din 2017. Cariotipul a fost evaluat la
diagnostic din aspiratul osteo-medular si a fost disponibil din 2011.

Variabilele studiului cuprind genul, varsta la diagnostic, numarul initial de
leucocite, stratificarea In grupe de risc, raspunsul la prednison in ziua 8, testele de
biologie molecular3, cariotipul, raspunsul morfologic in zilele 15 si 33 de tratament si
boala minima reziduala in zilele 15 si 33 (ambele din siange medular).

Incadrarea in grupe de risc a fost realizatd conform protocolului ALL-IC BFM
2002 din anul 2011 pana in anul 2017, apoi conform protocolului ALL-IC BFM 2009.
Conform protocolului din 2002 incadrarea in cele 3 grupe de risc sunt definite astfel:
SRG: varste cuprinse intre 1 si 6 ani, leucocite la diagnostic <20000/mm?3, in ziua 8 de
tratament<1000 blasti/mm?3 in sangele periferic, frotiu medular M1 sau M2 1n ziua 15 si
M1 in ziua 33. MRG este definita astfel: <1000 blasti/mm3 in sangele periferic in ziua 8,
varste <lan sau >6 ani si/sau leucocite >20000/mm?3 si maduva M1 sau M2 1n ziua 15
plus maduva M1 in ziua 33, sau criterii de includere in grupa de risc standard, dar cu
maduva M3 in ziua 15 si maduva M1 in ziua 33. HRG este definita astfel: MRG si maduva
M3 in ziua 15, leucocite in ziua 8 >1000/mm3, maduva M2 sau M3 in ziua 33 de
tratament sau translocatii t(9;22)/BCR-ABL1 sau t(4;11)/KMT2-AFF1 (62).

Conform protocolului din 2009, impartirea in grupe de risc include MRD si se face
astfel: SRG: varsta cuprinsa intre 1 si 6 ani, leucocite la diagnostic <20000/mm3, <1000
blasti/mm3 1n sangele periferic in ziua 8 in sangele periferic, FCM-MRD < 0.1% sau
maduvi M1/M2 in ziua 15, fird maduvi M2/M3 in ziua 33. Incadrarea in grupa de risc
inalt presupune: grupa de risc intermediara si FCM-MRD> 10% sau maduva M3 in ziua
15, SRG si FCM-MRD> 10%, peste 1000 leucocite/mm?3 in sangele periferic in ziua 8,
maduva M2 /M3 1n ziua 33, translocatii t(9;22)/BCR-ABL1 sau t(4;11)/KMT2-AFF1 sau
hipodiploidie <44 cromozomi. Pacientii care nu se incadreaza cu aceste criterii in
grupele de risc standard sau 1nalt vor fi stratificati in grupa de risc mediu (63).

Maduva M1 este definita ca avand <5% blasti pe frotiu la examinarea morfologic3,
M2 este definita ca avand intre 5 si 25% blasti, iar maduva M3 >25% blasti. Raspunsul
bun la Prednison pe frotiul sangvin periferic in ziua 8 este definit astfel: prednisone good
responders (PGR) <1000 blasti/mm?, iar raspunsul slab la prednison este definitv ca
predisone poor responders (PPR) >1000 blasti/mm?. Toti pacientii au primit 7 zile de
prednison inainte de evaluarea raspunsului la cortizon si o administrare intratecala de
metothrexat, conform protocolului (63). Remisia completa inainte de disponibilitatea
MRD a fost evaluate cu ajutorul morfologiei aspiratului osteo-medular in ziua 33:
maduva M1 1n ziua 33, fara semne de afectare extramedulara. Boala reziduala minima a
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inceput sa fie evaluata din aprilie 2017 si a fost masurata cu ajutorul unui analizator de
flow-citometrie in 10 culori (Navios, Beckman Coulter). S-au folosit 8 markeri
caracteristici imunofenotipurilor anormale din leucemie, atingand o sensibilitate de 10"
4 In ziua 15 grupele de raspuns la tratament conform MRD au fost definite ca <0.1%,
0.1%-1%, 1%-10%, >10%. in ziua 33 grupele MRD au fost impartite in <0.05% si
>0.05% (63). Efectuarea MRD in ziua 33 a fost disponibila din septembrie 2019.

Am Tmpartit cauzele de deces 1n 2 grupuri: deces 1n inductie (inainte de ziua 33)
si deces dupi inductie (dupa ziua 33). In cazul deceselor in inductie am luat in
considerare decesele datorate toxicitatii cauzate de chimioterapie, decese datorate bolii
progressive sau decese datorate altor comorbiditati. Decesele dupa inductie au fost
datorate toxicitatii tratamentului, recidive foarte precoce, precoce sau tardive si decese
datorate altor comorbiditati.

Rata bruta (incidenta brutd) defineste un numar total dintr-o populatie a unui
anumit eveniment datorat unei boli, fara a folosi aspect specific cum ar fi varsta, sexul
sau alte variabile legate de demografie. Rata standardizata este folosita pentru a
compara incidenta unei boli in populatii diferite, ludnd in considerare diferentele dintre
distributia pe grupe de varsta. Ca referinta a fost folosita populatia medie europeana din
2016 (152).

Analiza datelor obtinute au fost facute cu ajutorul Prism GraphPad, versiunea
10.2.3. si Microsoft Excel. Analiza epidemiologica a fost realizata cu ajutorul celor doua
concepte prezentate mai sus. Rata bruta a fost calculate cu ajutorul formulei: numarul
cazurilor/populatie*100000, iar rata standardizata a fost calculata folosind populatia
standard europeand conform Eurostat (Anexa 1) (153). Formula de calcul folosita
pentru rata standardizatd este numarul de cazuri/populatia standard*100000.
Populatia standard este derivata din populatia actuala impartita la ponderea populatiei.
Populatia actuala a fost obtinuta de la Institutul National de Statistica, in functie de
varsta si ani. Statistica descriptiva, impreuna cu figurile si tabelele au fost realizate cu
ajutorul Microsoft Excel. O valoare p<0.05 a fost considerata semnificativa din punct de
vedere statistic.

3.4. Rezultate

Un numar total de 158 de pacienti a fost analizat, iar caracteristicile lor sunt
prezentate in Tabelul 1. Aceastd cohorta reprezintd 15.3% dintre toate cazurile
diagnosticate in Romania din perioada de desfasurare al studiului (datele sunt extrase
din Registrul National de Onco-Hematologie Pediatricd). Din cei 158 de pacienti, 78
(47.4%) sunt fete, iar 86 (52.5%) sunt baieti. Raportul dintre sexe este de 1.1/1. 11
pacienti au fost pierduti din studiu in timpul diagnosticului, terapiei sau urmaririi, dar
au fost inclusi In acesta datorita faptului ca datele despre supravietuire si deces au putut
fi obtinute de la Directia Generala pentru Evidenta Persoanelor.
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Varsta medie la diagnostic a fost de 5 ani si 6 luni (95%CI 4.97-6.26), cu un
interval cuprins intre 0 si 17 ani. 62% (98) dintre pacienti au fost cuprinsi in intervalul
de varsta de 1-6 ani, 34.9% (55 pacienti) au avut varsta peste 6 ani, iar 3.1% (5) pacienti
au avut varsta sub un an.

Urmarirea medie a cohortei a fost de 44 luni/1319 zile, cu extreme de 4.2
luni/127 zile si 124.3 luni/3730 de zile. 95 de pacienti (60.1%) au avut <20000
leucocite/mm? la diagnostic, iar 19 pacienti (12%) au avut >100000 leucocite/mm3.

Cea mai mare proportie a copiilor au avut imunofenotip B (134 pacienti/84.8%) si
doar 15.1% (24) au avut imunofenotip T.

75.9% (120) dintre pacienti au avut cariotip normal, 5% (8) au avut cariotip
hiperdiploid, 1.9% (3) pacienti hipodiploid, iar 12% (19) pacienti au avut alte anomalii,
cum ar fi 47XX, +21, 45XX, +6, -2, 47XY, +8, 45XX, -9, inv9, del17, 45XY, -22, del8, del10,
45XX, -13, -11.

28.5% (45) dintre copii au prezentat translocatia ETV6-RUNX1 si o pacienta a
prezentat concomitant translocatia BCR-ABL1 majora. La 53.8% (45) dintre pacienti nu
a fost detectata nicio translocatie, iar doar 5.7% (9) au avut afectare SNC la diagnostic.

80.3% (127) copii au raspuns bine la prednison in ziua 8, spre deosebire de
15.2% (24) dintre copii, care au avut raspuns prost la prednison.

In ziua 15 raspunsul morfologic medular a fost astfel: 40.9% (63) dintre pacienti
au prezentat maduva M1, 20.1% (31) au avut maduva M2 si 13.6% (21) maduva M3.
23.3% (36) dintre cei evaluati au avut aplazie medulara, iar raspunsul nu a putut fi
evaluat in acel moment. in ziua 33 raspunsul morfologic medular a fost inregistrat astfel:
78.5% (113) pacienti au prezentat maduva M1, 5.5% (8) au avut maduva M2, iar 0.7%
(un pacient) a avut maduva M3. 15.2% (22) copii au fost in aplazie medulara in acest
moment al evaludrii, iar remisia completa nu a putut fi confirmata.

Boala reziduala minima 1n ziua 15 a evidentiat ca 29.4% (20) dintre pacienti au
intrat in remisie completa (MRD<0.1%), 25% (17) au avut MRD intre 0.1-1%, 25% (17
pacienti) intre 1% si 10%, iar 20.6% (14 pacienti) >10%. in ziua 33 FC-MRD a fost
negativa pentru 63.6% (14) copii si pozitiva pentru 36.3% (8).

Tabel 2. Caracteristicile cohortei (2011-2021)

VARIABILE REZULTATE P:(I:Jlrl\lA’ﬁ $1PROCENT
Sex Feminin 75 (47.4%)

Masculin 83 (52.5%)
Varsta la diagnostic (ani) Varsta medie 5.6 years

<lan 5(3.1%)

1-6 ani 98 (62%)

>6 ani 55 (34.9%)
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Numarul de leucocite la
diagnostic

Imunofenotip

Cariotip

Biologie moleculara

Afectare SNC

Raspuns la prednison in ziua 8

incadrare in grupe de risc

Raspuns morfologic medular in

ziua 15

Raspuns morfologic medular in

ziua 33

FCM MRD 1n ziua 15 (din 2017)

<20000/mm3

20000-100000/mm3
>100000/mm3

B

T

Normal

Hipodiploid
Hiperdiploid

Alte anomalii
TEL-AML1/ETV6-RUNX1
E2A-PBX1/TCF3-PBX1
SIL-TAL1

BCR-ABL minor (p190)
MLL-AF4/KMT2A-AFF1
BCR-ABL major (p210)
Fara fuziuni

>5 elemente

Raspuns bun

Raaspuns slab

SRG

MRG

HRG

M1

M2
M3
Aplazie
M1

M2

M3
Aplazie
<0.1%
0.1-1%
0.1-1%
>10%

95 (60.1%)

44 (27.85)
19 (12%)
134 (84.8%)
24 (15.1%)
120 (75.9%)
3 (1.9%)

8 (5%)

19 (12%)
45 (28.5%)
8 (5.1%)

10 (6.3%)

7 (4.4%)

2 (1.3%)

1 (0.6%)

85 (53.8%)
9 (5.7%)
127 (80.3%)
24 (15.2%)
36 (22.8%)
76 (48.1)

38 (24%)
113 (78.5%)

31 (20.1%)
21 (13.6%)
36 (23.3%)
113 (78.5%)
8 (5.5%)

1 (0.7%)
22 (15.2%)
20 (29.4%)
17 (25%)
17 (25%)
14 (20.6%)
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FCM MRD in ziua 33 (din 2019) <0.05% 14 (63.6%)
>0.05% 8 (36.3)

Au fost 11 pacienti (6.9%) care au decedat in timpul terapiei de inductie a
remisiei si 16 (10.1%) care au decedat dupa inductie. De asemenea, au fost 18 pacienti
(11.4%) cu recidive, dintre care 6 (3.8%) au fost foarte precoce, 7 (4.4%) precoce, iar 5
(3.2%) tardive.

Dupa recidiva 61% dintre pacienti au decedat, dar in 39% din cazuri s-a obtinut
a doua remisie completa. Nici unul dintre pacientii cu recidive foarte precoce nu a
intrat In a doua remisie complet3, dar toti pacientii cu recidive tardive au intrat in
remisie completa. In cazul a doi dintre pacientii cu recidivi precoce s-a obtinut remisia
completa. Folosind testul Chi-square am gasit o corelatie semnificativa din punct de
vedere statistic, legata de momentul recidivei si obtinerea remisiei complete
(p=0.0296).

Dintre copiii care au decedat, 11 (6.9%) au suferit decese toxice in inductie, iar
16 (10.1%) au decedat dupa inductie (toxicitate sau recidiva). Numarul total este de 27
(17%). In 68% dintre cazuri a fost obtinuti remisia complets, 13% dintre pacienti au
decedat, 11% au suferit recidive, 7% au fost pierduti din evidentd, iar 1% (2 pacienti)
au dezvoltat a doua malignitate (Figura 3).

m Remisie completa
W Deces

Hm Recidiva

H Pierduti din

evidenta

W A doua malignitate

Fig.3. Evolutia pacientilor dupa prima linie de chimioterapie

Inainte de folosirea testarii MRD in 2017 (Figura 4), 39% (61) dintre pacienti au
fost stratificati In grupa de risc standard, 46% (37) 1n grupa de risc mediu, iar doar 15%
(24) dintre pacienti in grupa de risc inalt. Dupa anul 2017, cu testarea MRD , doar 7%
(11) au fost incadrati in grupa de risc standard, marea majoritate a pacientilor fiind
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stratificati In grupele de risc mediu (57%, 90 pacienti) si Inalt (36%, 57 pacienti). Luand
in considerare momentul tratamentului si testarea MRD, am observat ca acelasi numar
de pacienti au intrat in remisie completd (33.7%, 53 pacienti), dar mai multi au recidivat
(7%, 11 pacienti) sau au decedat (10.7%, 17 pacienti) inainte de 2017, spre deosebire
de perioada urmatoare, unde am inregistrat 4.4% (7) recidive si 5.4% (6) decese, dar nu
am gasit nicio corelatie semnificativ statistica Intre aceste doud perioade (p=0.29).

46 46
% %
39 39
% %
B SRG <2017 m SRG <2017
m MRG<2017 m MRG<2017
m HRG<2017 m HRG<2017

m SRG >2017
mMRG>2017
m HRG>2017

Fig.4. Impirtirea in grupe de risc inainte si dupa introducerea testirii
MRD

Numarul nou de cazuri pe an a fost relativ constant, cu exceptia anului 2016, unde
se observa o scadere a numadrului nou de cazuri. Cea mai mare incidenta a fost in anul
2018 (Figura 5).
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Fig.5. Numarul de cazuri noi pe an din perioada 2011-2021

Am analizat incidentele brute pe ani a intregii cohorte, dar pentru a exclude
factori care pot altera ratele brute am calculat si ratele standardizate in functie de varste,
pentru a exclude distributiile inegale. Analizand incidentele tuturor anilor, am observat
ca ratele brute si cele standardizate la populatia europeana de referinta prezinta valori
aproape identice si apropiate de la an la an. Cea mai mica incidenta este inregistrata in
anul 2016, iar cea mai ridicata in 2018 (Tabel 3).

Tabel 3. Incidente pe ani

An de Rata Bruta* Rata standardizata
incidenta (Incidence) (ASR)**
2011 0.31 0.31
2012 0.38 0.39
2013 0.34 0.35
2014 0.36 0.36
2015 0.40 0.40
2016 0.15 0.15
2017 0.44 0.44
2018 0.50 0.50
2019 0.39 0.40
2020 0.41 0.43

*Incidenta raportata la o populatie de 100000
**Populatia europeand medie (2016) (153)
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Din motive epidemiologice am impartit pacientii in 4 grupe de varsta. Cele mai
mari incidente au fost la grupa de varsta 0-4 ani, urmata de 5-9 ani, cea mai mica
incidenta fiind Inregistrata la adolescentii de 15-17 ani (Tabelul 4).

Tabel 4. Incidente in functie de ani si grupe de varsta

Grupe de 0- 4 ani 5- 9 ani 10-14 ani 15-17 ani
varsta
Ani/Incid Rata Rata Rata Rata Rata Rata Rata Rata
ente bruta* standardi bruta* standardi bruta* standardi bruta* standardi
zata** zata** zata** zata**
2011 0.57 0.6 0.38 0.36 0.18 0.18 0.09 0.09
2012 0.97 1.0 0.38 0.36 0.18 0.18 0.00 0.00
2013 1.00 1.02 0.28 0.28 0.09 0.09 0.00 0.00
2014 0.52 0.51 0.75 0.75 0.19 0.19 0.00 0.00
2015 0.94 0.93 0.28 0.28 0.28 0.28 0.09 0.09
2016 0.32 0.31 0.28 0.28 0.00 0.00 0.00 0.00
2017 0.51 0.52 0.67 0.66 0.48 0.47 0.09 0.09
2018 1.10 1.15 0.6 0.57 0.19 0.19 0.09 0.09
2019 0.88 0.95 0.31 0.29 0.19 0.19 0.19 0.19
2020 1.06 1.16 0.21 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19

*Incidenta raportata la o populatie de 100000
**Populatia europeand medie (2016) (153)

3.5. Discutii

Este important de subliniat faptul ca LAL este o boala curabila, in special in tarile
cu venituri mari, unde ratele inalte de remisie completa ating procente de 80-90% (151).
Pe de alta parte, statusul socio-economic are un rol important in supravietuirea pe
termen lung (154). incepand din anul 2017, Romania este clasificati ca ficand parte din
tarile cu venit mare, bazat pe IBRD (Banca Internationala pentru Reconstructie si
Dezvoltare) (155), desi exista multe discrepante in populatie, cum ar fi lipsa de educatie
a parintilor, venituri scazute, somaj, conditii de viata precare (aglomeratie), copii care
locuiesc in zone rurale izolate si altele.

Cohorta de pacienti studiata a fost diagnosticata in Cluj-Napoca, in cadrul
Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii, Departamentul de Oncologie si Hematologie
Pediatric3, unde se trateaza 7% din cancerele diagnosticate in tarad. Este de mentionat
faptul ca acest departament trateaza si tumori solide, boli hematologice non-maligne si
deserveste partea de Nord-Vest a tarii, unde sunt cele mai mari incidente ale cancerului
pediatric (11.25/100000 locuitori). Pe o perioada de 10 ani, in acest departament au
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fost tratati 15.3% de copii cu LAL, fiind al treilea centru din Romania care a tratat aceasta
patologie (156).

Durata medie de urmarire a pacientilor a fost de 44 luni (3.6 ani), cu extreme intre
4.2 luni si 124.3 luni (10 ani). Motivele pentru aceasta durata medie de urmarire relativ
scurtd ar putea fi: adolescentii sunt redirectionati catre centrele de adulti la implinirea
varstei de 18 ani, alti pacienti au ales spitalele locale pentru urmarire (dupa incheierea
chimioterapiei de intretinere), o parte din pacienti nu s-au mai prezentat pentru
controalele regulate, iar altii fie au recidivat si/sau au fost transplantati in alte centre (in
Romania sau transfrontalier) sau au decedat.

Varsta medie la diagnostic a fost de 5.6 ani, fiind aliniatd cu literatura
internationala (151, 157). Diferenta dintre numarul de baieti si fete nu este revelatoare,
deoarece este foarte mica, dar mai multe fete au fost diagnosticate cu LAL. Raportul
dintre cele 2 sexe este de 1.1/1, fiind mai mic decat cel raportat de RNOHP sau alte
articole (156). Majoritatea pacientilor apartin grupei de varstd 1-6 ani, asa cum era de
asteptat, 40% (60 de pacienti) au peste 6 ani si doar 3.1% (5 pacienti) au varste sub 1
an. Aceasta stratificare este importanta din punct de vedere al stabilirii grupei de risc,
fiind stiut faptul ca cei intre 1-6 ani au cel mai bun prognostic (63). Cei mai multi copii
au prezentat imunofenotip B. Imunofenotipul T a fost detectat la 15% dintre pacienti,
fiind consistent cu literatura (158). Cei mai multi dintre copii au cariotip normal, doar
11 dintre ei au prezentat hiper- sau hipodiploidie, iar o parte din pacienti au avut alte
anomalii izolate, majoritatea fiind lipsite de semnificatie. Cea mai frecventa translocatie
este ETV6-RUNX1, dar mai mult de jumatate dintre pacienti nu au avut prezenta nicio
translocatie. Aceste gene de fuziune nu au fost analizate in detaliu in acest studiuy,
deoarece nu toate au fost disponibile de la inceputul studiului. Detectia in detaliu a
translocatiilor cu semnificatie prognostica, cum ar fi amplificarea intracromozomiala a
cromozomului 21 (iAMP21), translocatii IGH, deletii ale genei Ikaros si Ikaros+ a devenit
disponibila din anul 2023, dar numai intr-un singur centru din Romania.

Din punct de vedere al numarului de leucocite la diagnostic, cei mai multi pacienti
au avut sub 20000 leucocite/mm?3® (60.1%), acesta fiind un marker de prognostic
favorabil. Cei cu leucocite>20000/mm?3 pot avea prognostic nefavorabil, mai ales daca
se asociaza si alti factori de risc. Marea majoritate a pacientilor a avut un raspuns bun la
prednison in ziua a 8-a, fiind un moment cheie din stratificarea in grupe de risc. Trebuie
sa mentionez aici faptul cd incadrarea in grupe de risc se poate realiza doar dupa ce
toate criteriile de stadializare au fost indeplinite, adica in ziua 33, cAnd se marcheaza
sfarsitul terapiei de inductie a remisiei.

Intrarea 1n remisie completa inainte de anul 2017 a fost stabilitda morfologic, iar
din 2017 prin MRD, care este un instrument de maxima importanta pentru stabilirea
remisiei complete. In ziua 15 doar jumatate dintre pacienti au intrat in remisie completa
morfologicd, dar un procent semnificativ de copii era in aplazie medulara, drept urmare,
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nu s-a putut stabili intrarea in remisie. Din 2017, MRD a evidentiat un procent de 29.4%
(20 pacienti) care au intrat in remisie completa in ziua 15 si un sfert dintre copii au
prezentat MRD intre 0.1-1%. In ziua 33, morfologic, la 78.5% dintre copii s-a obtinut
remisia completd, insa 15% au avut maduva aplazics, fiind imposibil de a stabili intrarea
in remisie. Deci, in acest moment cheie atat de important nu s-a putut evalua intrarea in
remisie completd, Tnainte de administrarea a si mai multor doze de chimioterapie. Din
anul 2019 am Inceput sa evaludam aspiratul medular prin MRD, majoritatea pacientilor
intrand in remisie completa (64%, 16 pacienti).

Am descoperit cu ajutorul MRD o schimbare importanta a distributiei grupelor de
risc. Inainte de anul 2017, majoritatea copiilor erau alocati MRG (46%), SRG (39%) si
HRG (15%). Dupa anul 2017, doar 7% au fost Incadrati in SRG, restul in MRG (57%) si
HRG (36%), deci mai multi pacienti au primit chimioterapie mai intensa. Inainte de
adoptarea testarii MRD am observat ca mai multi pacienti au recidivat si/sau au decedat,
spre deosebire de urmatoarea perioada, incepand din anul 2017, cand mai putini copii
au recidivat/au decedat. Acest fapt reitereaza importanta MRD.

Dupa prima linie de chimioterapie sau in timpul tratamentului majoritatea
pacientilor au intrat in remisie completa, insa 13% au decedat, iar 11% au recidivat.
Dintre recidive, majoritatea au fost precoce, urmate de cele foarte precoce si de cele
tardive. Cel mai important aspect pe care l-am remarcat este faptul ca nici unul dintre
copiii cu recidive foarte precoce nu au intrat in a doua remisie completa si au decedat,
dar toti pacientii cu recidive tardive au supravietuit datorita obtinerii unei a doua
remisii complete, acest lucru fiind confirmat de corelatia statistica pe care am gasit-o
(p=0.0296). in legatura cu pacientii care au decedat (17%), cei mai multi au decedat
dupa terapia de inductie, datorita toxicitatii sau recidivelor, dar 7% au avut acest
eveniment in timpul inductiei datorita toxicitatii.

La analizarea incidentei cazurilor noi/an, scaderea brusca din anul 2016 este
confirmata si de incidentele calculate pe ani. Comparand aceste rezultate cu cele ale
studiului de supravietuire din 2024 a RNOHP am sesizat aceeasi scadere a incidentei si
ca aceasta a avut loc in toate centrele din Romania, nu numai in cohorta aleasa de mine.
Aceasta scadere ar trebui studiata in profunzime pentru a decela motivele (scaderea ar
putea fi datorata faptului ca mai multi apatinatori au ales ca pacientii sa inceapa
tratamentul 1n alte tari si ca acestia nu au fost investigati niciodata Intr-un departament
public de hematologie si oncologie pediatrica). Cele mai mari incidente au fost
inregistrate In anii 2015, 2017, 2018 si 2020. Cea mai mare incidenta a fost inregistrata
la grupa de varsta 0-4 ani (comparabila cu distributia internationala pe grupe de varsta),
urmata de grupa 5-9 ani, cea mai mica incidenta fiind la adolescenti. Aceste rate
(incidenta bruta si incidenta standardizata) sunt foarte apropiate intre ele, astfel am
putut verifica cd incidentele din Romania sunt relativ identice cu ale populatiei europene
standard si ca nu exista discrepante intre date.

Trebuie subliniat faptul ca numarul constant de cazuri noi/an si a incidentelor/an
este un indicator al calitatii bune de culegere a datelor.
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Acest studiu are cateva limitari, cum ar fi numarul relativ mic de pacienti, care a
facut dificila evaluarea mai multor variabile sau numarul mic de studii la nivelul
celorlalte centre de Onco-Hematologie Pediatricd, cu care datele obtinute sa poata fi
comparate.

Avantajul studiului este ca am evaluat in detaliu cohorta, atat descriptiv, cat si din
punct de vedere epidemiologic, pe o perioada lunga de timp.

3.6. Concluzii

Introducerea testarii MRD a fost un moment cheie in acest studiu, deoarece a
condus la schimbari importante in stratificarea pe grupe de risc. Drept urmare, mai
multi pacienti au fost stratificati in grupele de risc mediu si 1nalt, ceea ce a condus la
administrarea chimioterapiei mai intense si, in unele cazuri, la transplant hematopoietic
de celule stem in prima remisie completa, ceea ce inseamna ca mai multi copii au intrat
in remisie completa. Faptul ca niciun pacient cu recidiva foarte precoce nu a intrat in a
doua remisie completd, decedand, iar ca toti pacientii cu recidive tardive au intrat in
remisie completd sunt aspecte importante si merita explorate in profunzime.
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4. Studiu 2. Supravietuirea pacientilor pediatrici
diagnosticati cu leucemie acuta limfoblastica

4.1. Introducere

O descoperire importanta in gestionarea LAL a fost facuta in anul 1947, atunci
cand s-a descoperit ca antagonistii de acid folic sunt eficienti in inducerea remisiei.
Importanta obtinerii remisiei complete, utilizarea agentilor chemoterapeutici in
combinatii, administrarea profilactica intratecala a citostaticelor, terapia de mentinere
a remisiei complete si imbunatatirea terapiei de sustinere sunt factori importanti care
au contribuit la cresterea treptatd a supravietuirii (2).

In istoria managementului bolilor hematologice maligne existd putine rezultate
la fel de spectaculoase ca sciderea masiva a mortalititii datorate leucemiei la copii. intre
anii 1960 si 2000, progresul a condus la o crestere a supravietuirii copiiilor diagnosticati
cu LAL de la unul din noua la aproximativ noua din zece. Acest progres nu este atribuit
atdt de mult descoperirii de noi agenti citostatici, ci mai degraba reevaluarii
instrumentelor la Indemana deja cunoscute (159).

In ultimele decade, pacientii cu LAL au beneficiat de rate de supravietuire
imbunatatite. Acest progres insa a fost inregistrat in principal la copii si adolescenti, cu
EFS actual la 5 ani variind intre 76% si 86% (9, 160), chiar ajungand la 90% in unele
rapoarte (161). in populatia pediatrici copiii mai mari au prognostic mai prost, insi in
populatia adulta, adultii tineri au cel mai bun prognostic (162). Supravietuireala 5 ani a
copiilor intre 0-15 ani este de 87% spre deosebire de adolescentii mai mari, care au OS
la 5 ani de 63% (163).

4.2. Ipoteza de lucru

Leucemia acutd limfoblastica la copii este o maladie cu grad inalt de vindecare, in
special in tarile dezvoltate, unde obtinerea remisiei complete poate ajunge, chiar depasi
90% (151), putine se stiu insa despre caracteristicile pacientilor si despre supravietuire
in Romania, in afara a catorva studii realizate in diferite centre mari de Oncologie si
Hematologie Pediatrica. Aceasta parte a lucrarii va determina ratele de supravietuire
obiectivate prin supravietuirea globala si supravietuirea fara evenimente, in functie de
diferite variabile personale si biologice si compararea a doua loturi de pacienti de cate
5 ani prin efectuarea unui studiu retrospectiv de supravietuire al pacientilor
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diagnosticati cu LAL in perioada 2011-2020. In plus, mi-am propus si aflu care este
relatia dintre supravietuire si boala minima reziduala in randul copiilor diagnosticati cu
LAL. Datele provin din randul pacientilor internati in Compartimentul de Oncologie si
Hematologie Pediatrica din cadrul Spitalului Clinic de Urgenta Cluj-Napoca si se intinde
pe o perioada de 10 ani.

4.3. Material si metoda

Acest studiu este unul retrospectiv, care include pacienti diagnosticati cu
leucemie acutd limfoblastica in cadrul Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii Cluj-
Napoca, Departamentul de Oncologie si Hematologie Pediatrica si cuprinde 151 de copii
diagnosticati intre 1 ianuarie 2011 si 31 decembrie 2020. Cohorta are varste cuprinse
intre 0 si 17 ani. Toti apartinatorii legali au semnat consimtaminte la internare, iar
studiul a respectat cerintele Declaratiei de la Helsinki. incadrarea in grupe de risc si
tratamentul au fost efectuate conform protocolului ALL-IC BFM 2002 pana in anul 2017,
cand datorita introducerii testarii FCM-MRD a fost folosit protocolul ALL-IC BFM 2009.

Variabilele studiului cuprind sexul pacientilor, varsta la diagnostic, numarul de
leucocite Tnainte de initierea tratamentului, imunofenotip, raspunsul la prednison in
ziua a 8-a, Impartirea in grupe de risc, perioada de urmarire, perioada de supravietuire,
timpul scurs de la diagnostic pana la recidiva sau deces, acestea fiind masurate in numar
de luni.

Cele doua concepte cheie cu care am lucrat sunt supravietuirea globala (Overall
survival-0S), care reprezinta timpul de la stabilirea diagnosticului pana la ultimul
contact sau deces. Supravietuirea fara evenimente (Event-free survival-EFS) reprezinta
timpul scurs de la diagnostic pana la ultimul contact. Ultimul contact poate indica fie
remisia complet3, fie alte evenimente precum recidiva, rezistenta la tratament, decesul
sau aparitia celei de-a doua malignitati (164).

Analiza de supravietuire a fost realizatd cu ajutorul Prism GraphPad versiunea
10.2.3. si cuprinde curbe Kaplan-Meier, test Logrank (Mantel-Cox), test Logrank pentru
trend, test Gehan-Breslow-Wilcoxon, proportii ale supravietuirii. O valoare p<0.05 a fost
consideratd semnificativa statistic.

4.4. Rezultate

Pentru a analiza supravietuirea, am impartit cohorta in doua grupe: cohorta
2011-2015 si cohorta 2016-2020.

4.4.1. Cohorta 2011-2015

Aceasta cohorta include 74 de pacienti diagnosticati intre 01.01.2011 si
31.12.2015.0S la 1 an este de 80.82% (60 pacienti), la 3 ani 78.08% (58 pacienti), iar
la 5 ani 75.34% (56 pacienti). EFS1a 1 an este 80.82%, la 3 ani 76.71% (57 pacienti) si
la 5 ani 75.34% (56 pacienti) (Figurile 7 si 8).
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0Sla 1 an pentru sugarii de <1 an este de 50% (2 pacienti), 85.41% (41) pentru
copiii cu varste Intre 1-6 ani si 77.77% pentru copiii>6 ani (Tabele 5, 6, 7). La 3 ani,
supravietuirea este de 50% pentru sugari, 80.95% (39) pentru pacientii intre 1-6 ani si
74.04% (16) pentru cei peste 6 ani. La 5 ani supravietuirea sugarilor <1 an ramane
aceeasi, 80.95% (39) pentru cei intre 1 si 6 ani si 74.07% (16) pentru grupa de varsta>6
ani. EFS la un an pentru cei <1 an este de 60 %, 84.61% (41) pentru copiii intre 1-6 ani
si 79.48% (38) pentru cei mai mari de 6 ani. La 3 ani, sugarii sub 1 an au aceeasi valoare
cala 1 an, EFS pentru pacientii intre 1-6 ani este 79.48% (38), iar grupa de varsta peste
6 ani a Inregistrat o supravietuire fara evenimente de 75.86% (17). La 5 ani, EFS pentru
sugari are aceeasi valoare ca la 1 si 3 ani, 76.93% (37) pentru copiii intre 1-6 ani si
pentru grupa de varsta peste 6 ani se Inregistreaza aceeasi supravietuire ca la 3 ani.

OS la un an in functie de imunofenotip este de 85.71% (55) pentru fenotipul B si
44.44% (4) pentru fenotipul T (Tabele 5, 6, 7). La 3 ani supravietuirea pentru cei cu
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celule B este de 80.95% (52), iar pentru cei cu celule T este acelasi procent ca si in primul
an. Supravietuirea la 5 ani pentru pacientii cu imunofenotip B este de 79.36% (51), iar
cei cu imunofenotip T aceeasi ca in primul an si in al treilea an. Aceste date sunt
semnificative din punct de vedere statistic (p=0.002). EFS la 1 an pentru pacientii cu
celule B este 85.93% (55 pacienti) si 44.44% (4) pentru LAL cu celule T.la 3 ani 81.25%
(52) dintre copiii cu imunofenotip B nu au prezentat niciun eveniment, iar copiii cu
imunofenotip T au avut acelasi procent ca la 1 an. La 5 ani, EFS este de 79.68% (51)
pentru LAL cu celule B, iar pentru LAL cu celule T a fost inregistrat acelasi procent ca la
1 si 3 ani. Aceste date au semnificatie statistica (p=0.044).

Luand in considerare sexul pacientilor, supravietuirea globala la 1 an este 80%
(29) pentru sexul feminin si 81.57% (31) pentru sexul masculin (Tabelul 4). La 3 ani a
fost Inregistrat acelasi procent pentru fete, iar pentru baieti 73.68% (28). La 5 ani este
77.14% (28) pentru fete si 73.68% (28) pentru baieti. EFS la 1 an este de 80% (29)
pentru sexul feminin si 81.57% (31) pentru sexul masculin. La 3 ani, supravietuirea fara
evenimente a fost aceeasi pentru fete si 73.68% (29) pentru bdieti, acestia avand acelasi
procent sila 5 ani. La 5 ani EFS pentru sexul feminim este de 7.14% (28).

Referitor la numarul de leucocite la diagnostic, 0S1a 1 an este 86.95% (40) pentru
pacientii care au avut mai putin de 20000 leucocite/mm3, 82.35% (14) pentru pacientii
care au avut intre 20000-100000 leucocite/mm?3 si 50% (5) pentru leucocite peste
100000/mm3 (Tabele 5, 6, 7). Supravietuirea la 3 ani evidentiaza acelasi procent ca in
primul an pentru pacientii cu <20000 leucocite/mm3, cei cu leucocite intre 20000-
100000/mm3 au avut 64.70% (11), la fel ca la 5 ani si pacientii cu >100000
leucocite/mm?3 au aceeasi supravietuire ca la 1 an si la 5 ani. La 5 ani, OS pentru copiii
cu <20000 leucocite/mm?3 este de 84.78% (39). EFS la 1 an pentru pacientii cu leucocite
sub 20000/mm?3 este de 88.63% (41), acelsi procent fiind inregistrat si la 3 ani. Pentru
cei cu leucocite intre 20000-100000/mm3 supravietuirea fiara evenimente este 83.33%
(14), iar pentru cei cu peste 100000 leucocite/mm?3 este de 45.45% (5) pentru toata
perioada studiata. La 3 si 5 ani copiii cu leucocite intre 20000-100000/mm? au EFS de
66.66% (11). La 5 ani supravietuirea copiilor cu mai putin de 20000 leucocite/mm?3 este
de 86.36%. Ambele tipuri de supravietuire prezinta rezultate semnificative din punct de
vedere statistic (p=0.008 si p=0.003).

Supravietuirea globala in functie de raspunsul la prednison la 1 an pentru PGR
este 85.24% (52) si 58.33% (6) pentru PPR (Tabele 5, 6, 7). La 3 ani OS pentru copiii
care au raspuns bine la prednison este de 81.96% (50), iar pentru cei care au raspuns
slab este de 50% (6), lafel cala 5 ani. La 5 ani supravietuirea pentru PGR este de 80.32%
(49), aceste rezultate fiind semnificative statistic (p=0.02). EFS la 5 ani evidentiaza o
supravietuire de 85.24% (52) pentru PGR si 58.33% (6), aceleasi rezultate fiind
inregistrate la 3 sila 5 ani. La 3 ani EFS pentru cei care au avut raspuns bun la prednison
este de 81.96% (50), iar la 5 ani 80.32% (49).

Din punct de vedere al impartirii pe grupe de risc, OS la 1 an pentru SRG este de
96.42% (27), pentru MRG 87.09% (27), iar pentru HRG 36.36% (4) (Tabele 5, 6, 7). La 3
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ani pentru SRG a fost inregistrat acelasi procent ca la 1 an, MRG are o supravietuire de
80.65% (25), iar HRG de 27.27% (3). La 5 ani supravietuirea este de 92.85% (26) pentru
SRG, 80.64% (25) pentru MRG, iar la pacientii din HRG a fost aceeasi cala 1 an sila 3 ani.
EFS pentru copiii incadrati in SRG este de 96.49% (27), la fel ca la 3 ani, pentru cei
incadrati in MRG este 87.09% (27), iar pentru cei din HRG 36.36% (3). La 5 ani am
inregistrat EFS la cei din SRG de 92.85% (26), la cei din MRG 80.64% (25), iar HRG a avut
aceeasi supravietuire ca la 3 ani. Am obtinut date statistice semnificative si in acest caz
(p=0.002 si p=0.001).

Tabel 5. Supravietuirea cohortei 2011-2015 la 1 an in functie de variabile.

Supravietuire OSla1an (% 95% CI EFSla1an (% 95%CI
sin) sin)
Cohorta 2011-2015 80.82% (60) 69.78-88.1 80.82% (60) 69.78-88.16
Grupe de varsta
<1an 50% (2) 5.79-84.48 60% (2) 12.58-88.17
1-6 ani 85.71% (41) 70.94-93.31 84.61% (41) 68.96-92.77
>6 ani 77.77% (17) 50.78-89.33 79.31% (17) 59.64-90.12
Imunofenotip
Celule B 85.71% (55) 74.35-92.29 85.93% (55) 74.72-91.41
Celule T 44.44% (4) 13.59-71.92 44.44% (4) 13.59-71.92
Grupe de risc
SRG 96.42% (27) 77.24-99.48 96.49% (27) 77.24-99.48
MRG 87.09 % (27) 69.18-94.89 87.09% (27) 69.18-94.94
HRG 36.36% (4) 11.18-62.67 36.36% (4) 11.18-62.67
Sex
Feminin 80% (29) 62.58-89.92 80% (29) 62.58-89.92
Masculin 81.57% (31) 65.2-90.75 81.57% (31) 65.2-90.75
Raspuns la prednison
PGR 85.24% (52) 73.56-92.02 85.24% (52) 73.56-92.02
PPR 58.33% (6) 27.02-80.09 58.33% (6) 27.02-80.09
Numdr leucocite
<20000/mm3 86.95% (40) 73.25-93.91 88.63% (41) 74.83-95.09
20000-100000/mm3 82.35% (14) 54.72-93.93 83.33% (14) 56.77-94.29
>1000000/mm3 50% 18.37-75.31 45.45% 16.66-70.68
Tabel 6. Supravietuirea cohortei 2011-2015 la 3 ani in functie de variabile.
Supravietuire OSla 3 ani (% si 95% CI EFSla 3 ani (% si 95%CI
n) n)
Cohorta 2011-2015 78.08% (58) 66.74-85.95 76.71% (56) 69.78-88. 16
Grupe de varsta
<1an 50% (2) 5.79-84.48 60% (2) 12.58-88.17
1-6 ani 80.95% (39) 65.5-89.98 79.31% (38) 59.64-90.12
>6 ani 74.04% (16) 53.16-86.67 75.86% (17) 55.95-87.68
Imunofenotip
Celule B 80.95% (55) 68.9-88.7 81.25% (52) 69.36-88.88
Celule T 44.44% (4) 13.59-71.92 44.4% (4) 13.59-71.92
Grupe de risc
SRG 96.42% (27) 77.24-99.48 96.49% (27) 77.24-99.48
MRG 80.65% (25) 61.92-90.79 80.64% (25) 61.91-90.97
HRG 27.27% (3) 6.52-53.88 27.27% (3) 6.52-53.88
Sex
Feminin 80% (29) 62.58-89.92 80% (29) 62.58-89.92

Masculin 73.68% (28) 56.61-84.87 73.68% (28) 56.61-84.87
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Raspuns la prednison

PGR 81.96% (50) 69.81-89.57 81.96% (50) 69.81-89.57
PPR 50% (5) 20.85-73.60 58.33% (6) 27.02-80.09
Numar leucocite
<20000/mms3 86.95% (40) 73.25-93.91 88.63% (41) 74.83-95.09
20000-100000/mm3  64.70% (11) 37.71-82.33 66.66% (11) 40.34-83.42
>1000000/mm3 50% (5) 18.37-75.31 45.45% (5) 16.66-70.68
Tabel 7. Supravietuirea cohortei 2011-2015 la 5 ani in functie de variabile.
Supravietuire 0Sla 5 ani p EFSla 5 ani 95%CI p
(% sin) (% sin)
gg*l“s’rta 2011- 953406 (56)  63.76-83.68 75.34% (56)  63.76-83.68
Grupe de varsta p=0.38 p=0.32
<1lan 50% (2) 5.79-84.48 79.48% (2) 12.58-88.17
1-6 ani 80.95% (38)  65.5-89.98 76.93% (37)  60.35-87.26
>6 ani 74.07% (16)  53.19-86.67 75.86% (17)  55.95-87.68
Imunofenotip p=0.002 p=0.044
Celule B 79.36% (51)  67.13-87.45 79.68% (51)  67.6-87.65
Celule T 44.44% (4) 13.59-71.92 44.44% (4) 13.59-71.92
Grupe de risc p=0.002 p=0.001
SRG 92.85% (26)  74.35-98.15 92.85% (26)  74.35-98.15
MRG 80.64% (25)  61.91-90.8 80.64% (25)  61.91-90.8
HRG 27.27% (3) 6.52-53.88 27.27% (30)  6.52-53.88
Sex p=0.77 p=0.78
Feminin 77.14% (28)  59.46-87.84 77.14% (28)  59.46-87.84
Masculin 73.68% (28)  56.61-84.87 73.68% (28)  56.61-84.87
Raspuns la p=0.02 p=0.06
prednison
PGR 80.32% (49)  67.96-88.30 80.32% (49)  67.96-88.30
PPR 50% (5) 20.85-73.60 58.33% (6) 27.02-80.09
Numar leucocite p=0.008 p=0.003
<20000/mm3 84.78% (39)  70.71-92.43 86.36 % (40)  72.14-93.62
20000-
0, - 0, -
100000/mms 64.70% (11)  37.71-82.33 66.66% (11)  40.34-83.42
>1000000/mm?® 509 (5) 18.37-75.31 45.45% (5) 16.66-70.68

4.4.2. Cohorta 2016-2020
Aceasta cohorta cuprinde 77 de pacienti diagnosticati intre 01.01.2016 si

31.12.2020.
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Supravietuirea globala este de 86.33% (66 pacienti) la un an, 80.56% la 3 ani si
76.73% (59) 1a 4 ani (Figura 9). Supravietuirea fara evenimente la 1 an este de 86.14%
(66), 1a 3 ani 75.44% (58), iar la 4 ani 64.66% (50) (Figura 10).
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0S la un an pentru pacientii <1 an (un singur sugar) este 0, pentru cei intre 1-6
ani este 85.17% (37), iar pentru cei>6 ani 87.13% (28), aceeasi ca la 3 ani (Tabele 8, 9,
10). La 3 ani, supravietuirea pentru copiii intre 1 si 6 ani este aceeasi cala 1 sila 5 ani.
La 5 ani, OS pentru pacientii>6 ani este de 69.61% (22). EFSla 1 an este 0 pentru sugarii
<1 an, 85.17% (37) pentru pacientii cu varste intre 1 si 6 ani, aceeasi supravietuire ca
cea de la 3 ani, iar pentru cei >6 ani 83.91% (27). La 3 ani, copiii mai mari de 6 ani au
avut EFS de 64.95% (21). La 5 ani, supravietuirea fara evenimente pentru pacientii intre
1-6 ani este de 70.97% (31), iar pentru cei >6 ani42.63% (14). Am gasit rezultate
semnificatice statistic (p=0.01 si p=0.008).

Supravietuirea globald pentru pacientii cu imunofenotip B la un an este de
85.57% (55), iar pentru cei cu imunofenotip T 62.30% (8), acelasi procent cala 3 si 5
ani (Tabele 8, 9, 10). La 3 ani am inregistrat o supravietuire de 79.25% (54) pentru cei
cu celule B sila 5 ani 52.96% (34). EFS pentru copiii cu imunofenotip B la un an este
83.93% (54), iar pentru cei cu imunofenotip T este de 62.3% (8), acelesi procente ca la
3 si 5 ani. La 3 ani, EFS pentru cei cu LAL cu celule B este de 75.96% (49), iar la 5 ani
52.96% (34). Nu am gasit nicio legdtura statistica intre aceste date.

La un an OS pentru baieti este de 84.47% (35), iar pentru fete 82.35% (30)
(Tabele 8,9, 10). La 3 ani este 84.47% (35) pentru sexul masculin si 70.17% (25) pentru
sexul feminin, acelasi procent regasit la 5 ani. La 5 ani OS pentru baieti este de 77.97%
(32). EFSla 1 an pentru baieti este de 81.91% (34), iar pentru fete 82.35% (30). La 3 ani
este de 76.45% (31) pentru sexul masculin si 67.12% (24) pentru sexul feminin. La 5 ani
supravietuirea fara evenimente este de 70.57% (29) pentru badieti, iar pentru fete
40.27% (14).

In functie de numarul de leucocite la diagnostic, OS la 1 an este de 86.05% (39)
pentru pacientii care au sub 20000 leucocite/mm? (Tabele 8, 9, 10). Pentru cei cu
leucocite intre 20000-100000/mm? este de 86.66% (21), iar pentru cei cu leucocite
2100000/mm? este de 58.33% (5), acelasi procent fiind Inregistrat la 3 sila 5 ani. La 3
ani copiii cu <20000 leucocite/mm?3 au avut OS de 79.89% (36), cei cu leucocite 20000-
100000/mm?3 au prezentat o supravietuire de 80.47% (19), aceeasi cala 5 ani. La 5 ani,
OS pentru cei cu leucocite sub 20000/mm? este de 72.67% (33). EFS pentru pacientii cu
leucocite sub 20000/mm3 este de 86.05% (39), pentru cei cu leucocite intre 20000-
100000/mm?3 este 82.33% (20), iar pentru cei cu leucocite 2100000/mm?3 este 58.33%
(5)1a1an, 3 anisi5 ani. La 3 ani EFS pentru copiii cu <20000 leucocite/mm? este de
79.89% (36), iar cei din grupul cu 20000-100000/mm?3 leucocite au avut o supravietuire
fara evenimente de 64.50% (15). La 5 ani, EFS pentru cei cu <20000 leucocite/mm? este
51.87% (23), iar pentru cei cu leucocite intre 20000-100000/mm3 este de 53.75% (13).

0OSla 1 an pentru pacientii care au raspuns bine la prednison este de 86.54% (53),
iar pentru cei cu raspuns nefavorabil 66.12% (9) (Tabele 8, 9, 10). La 3 ani OS pentru
PGR este de 82.20% (50), iar pentru PPR 52.89% (7), la fel ca la 5 ani. La 5 ani,
supravietuirea pentru pacientii cu raspuns bun la prednsion este de 78.29% (48). EFS la
1 an pentru PGR este 84.87% (52) si 66.12% (6) pentru PPR. La 3 ani, supravietuirea
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fara evenimente este de 75.60% (46). La 5 ani EFS este 56.41% (34) pentru PGR. Am

gasit o corelatie statistic semnificativa pentru OS (p=0.03).

In functie de impirtirea in grupe de risc 0Sla 1 an, 3 ani si 5 ani este de 77.77%
(6) (Tabele 8, 9, 10) pentru SRG, pentru MRG este de 89.57% (36), iar pentru HRG este
de 77.94% (20). La 3 ani, OS pentru MRG este 86.37% (35), iar pentru HRG 65.95% (17).
La 5 ani, OS este de 79.72% (32), iar pentru HRG este aceeasi ca cea de la 3 ani. EFSla 1
an pentru SRG este 77.77% (6), 1a fel cala 3 si 5 ani si identica cu OS. EFS la 1 an pentru
MRG este 89.57% (36), iar pentru HRG 73.07% (19). La 3 ani pentru MRG este de
80.20% (32), iar pentru HRG 57.41% (15). La 5 ani EFS este de 51.82% (21) pentru MRG

s145.93% (12) pentru HRG.

Tabel 8. Supravietuirea cohortei 2016-2020 la 1 an in functie de variabile.

Supravietuire OSla1an (% si 95% CI EFSla1 an (% 95%(CI
n) sin)
Cohorta 2016-2020 86.33% (66) 76.02-92.42 86.14% (66) 75.71-92.31
Grupe de varsta
<lan 0 0
1-6 ani 85.17% (37) 69.74-93.09 85.17% (37) 69.74-93.09
>6 ani 87.13% (28) 69.20-94.97 83.91% (27) 65.53-92.97
Imunofenotip
Celule B 85.57% (55) 74.06-92.23 83.93% (54) 72.15-91.02
Celule T 62.30% (8) 27.35-84.13 62.30% (8) 27.35-84.13
Grupe de risc
SRG 77.77% (6) 36.47-93.92 77.77% (6) 36.47-93.92
MRG 89.57% (36) 74.42-95.95 89.57% (36) 74.42-95.95
HRG 77.94% (20) 54.3-90.32 73.07% (19) 49.13-87.06
Sex
Feminin 82.35% (30) 64.75-91.68 82.35% (30) 64.75-91.68
Masculin 84.47% (35) 68.56-92.73 81.91% (35) 65.69-90.95
Raspuns la prednison
PGR 86.54% (53) 74.84-93.04 84.87% (52) 72.91-91.83
PPR 66.12% (9) 31.56-86.20 66.12% (9) 31.56-86.20
Numar leucocite
<20000/mm3 86.05% (39) 71.48-93.49 86.05% (39) 71.48-93.49
20000-100000/mm3  86.66% (21) 63.99-95.51 82.33% (20) 59.44-92.99
>1000000/mm3 58.33% (5) 18.02-84.40 58.33% (5) 18.02-84.40
Tabel 9. Supravietuirea cohortei 2016-2020 la 3 ani in functie de variabile.
Supravietuire 0OSla 3 ani (% si 95% CI EFSla 3 ani (% 95%CI
n) sin)
Cohorta 2016-2020 80.56% (62) 68.56-88.35 75.44% (58) 61.65-84.85
Grupe de varsta
<lan 0 0
1-6 ani 85.17% (37) 69.74-93.09 85.17% (37) 69.74-93.09
>6 ani 87.13% (28) 69.20-94.97 64.95% (21) 44.17-79.61
Imunofenotip
Celule B 79.25% (51) 66.10-87.75 75.96% (49) 62.59-85.10
Celule T 62.30% (8) 27.35-84.13 62.30% (8) 27.35-84.13
Grupe de risc
SRG 77.77% (6) 36.47-93.92 77.77% (6) 36.47-93.92
MRG 86.37% (35) 70.14-94.12 80.20% (32) 58.68-91.27
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HRG 65.95% (17) 40.58-82.52 57.41% (15) 33.59-74.40
Sex
Feminin 70.17% (25) 49.82-83.51 67.12% (24) 46.97-81.03
Masculin 84.47% (35) 91.69-100 76.45% (31) 56.69-88.06
Raspuns la prednison
PGR 82.20% (50) 69.24-90.07 75.60% (46) 61.07-85.33
PPR 52.89% (7) 19.02-78.31 52.89% (7) 19.02-78.31
Numar leucocite
<20000/mm3 79.89% (36) 63.41-89.52 79.89% (36) 63.41-89.52
20000-100000/mm3  80.47% (19) 55.26-92.34 64.50% (15) 38.49-81.75
>1000000/mm3 58.33% (5) 18.02-84.40 58.33% (5) 18.02-84.40
Tabel 10. Supravietuirea cohortei 2016-2020 la 5 ani in functie de variabile.
Supravietuire 0OSla 5 ani 95% CI p EFSla 5 ani 95%CI p
(% sin) (% sin)
Sgggrta 2016- 76.73% (59)  62.29-86.22 64.66 % (50)  44.17-79.24
Grupe de varsta p=0.01 p=0.008
<1 an 0 0
1-6 ani 85.17% (37)  69.74-93.09 70.97% (31) 35.32-89.31
>6 ani 75.41% (22) 54.47-87.55 42.63% (14) 18.28-65.20
Imunofenotip p=0.2 p=0.2
Celule B 75.29% (48)  59.91-85.45 52.96% (34) 32.22-69.72
Celule T 62.30% (8)  27.35-84.13 62.30% (8) 27.35-84.13
Grupe de risc p=0.33 p=0.36
SRG 77.77% (6)  36.47-93.92 77.77% (6) 36.47-93.92
MRG 79.72% (32)  57.33-91.23 51.82% (21) 20.99-75.81
HRG 65.95% (17)  40.58-82.52 45.93% (12) 19.53-69.02
Sex p=0.37 p=0.15
Feminin 70.17% (25)  49.82-83.51 40.27% (14) 15.72-63.94
Masculin 77.97% (32) 56.38-89.75 70.57% (29) 48.47-84.55
Raspuns la p=0.03 p=0.06
prednison
PGR 78.29% (48)  62.95-87.86 56.41% (34) 35.60-72.80
PPR 52.89% (7)  19.02-78.31 52.89% (7) 19.02-78.31
Numar leucocite p=0.3 p=0.3
<20000/mm3 72.67% (33) 50.27-86.18 51.87% (23) 23.01-74.58
20000-
0, - 0, -
100000/mms 80.47% (19)  55.26-92.34 53.75% (13) 25.24-75.58
>1000000/mm3 58330, (5)  18.02-84.4 58.33% (5) 18.02-84.4

Supravietuirea globala a intregii cohorte la 10 ani este de 75.5% (119 pacienti)
(95%CI: 67.27-81.92). Supravietuirea fara evenimente este de 48.3% (76 pacienti)

(95%CI: 31.89-62.9) (Figurile 10 si 11).
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Fig.10. Supravietuirea globald la 10 ani a intregii cohorte
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Fig.11. Supravietuirea fira evenimente la 10 ani a intregii cohorte

La cinci ani, OS pentru grupul cu <5% blasti In MO si pacientii cu MRD <0,1% OS
a fost aceeasi cu cea de la unul si trei ani. Pentru pacientii cu blasti intre 5%-25% si cei
cu MRD intre 0,1%-10%, OS a fost aceeasi ca la un an si trei ani. Pentru pacientii cu >25%
blasti in MO si cei cu MRD >10%, OS a fost aceeasi cu procentele inregistrate la trei ani
(Figura 12).
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In ceea ce priveste EFS la cinci ani, supravietuirea a fost identica ca la unul si trei
ani atat pentrupacientii cu <5% Blasti in MO, cat si pentru cei cu MRD<0,1%. Pentru
grupul cu 5%-25% blasti in MO si grupul cu MRD cuprins intre 0,1%-10%, EFS a fost
aceeasi ca cea de la un an si trei ani. Pentru pacientii care au avut >25% blasti in MO, EFS
a fost identica cu cea de la un an si trei ani. Pentru pacientii cu MRD > 10%, EFS a fost
identica cu cea inregistrata la trei ani (Figura 13).
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Fig.12. Supravietuirea globala in functie de aspiratul osteomedular si
MRD in ziua 15
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Fig.13. Supravietuirea fara evenimente in functie de aspiratul
osteomedular si MRD in ziua 15
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4.5. Discutii

In Europa sunt diagnosticati anual in jur de 4300 de copii cu LAL, cea mai mare
parte cu precursori B, fira cromozom Philadelphia, iar in majoritatea cazurilor se obtine
remisia completa (165). Importante progrese au fost facute in tratamentul copiilor cu
LAL, acestia atingdnd rate de remisie completa de 95% si o supravietuire fara
evenimente la 5 ani de 80%-85% (166).

Curbele de supravietuire ale cohortei 2011-2015 evidentiaza la 5 ani OS si EFS
identice, probabil din cauza faptului ci toti pacientii cu recidivi au decedat. in cohorta
2016-2020 OSla 5 ani de 77% (59 pacienti) si EFS de 65% (50 pacienti), supravietuirea
globala fiind mai mare 1n aceasta cohorta.

Analizarea supravietuirii in functie de sex evidentiaza pentru cohorta 2011-2015
0 supravietuire usor superioara la 5 ani pentru fete, dar EFS mai mare pentru baieti.
Cohorta 2016-2020 indica OS mai mare pentru baieti fata de fete, iar EFS mult mai mica
pentru fete, insemnand ca fetele au suferit mai multe evenimente (recidive, decese)
decat baietii. Intervalul de confidenta este destul de larg, datoritd numarului mic de
cazuri, dar supravietuirea este mult mai mare, majoritatea fetelor obtinand remisia
completa.

Referitor la grupele de varsta am observat ca pentru cohorta 2011-2015 0S1a 5
ani a fost cea mai importanta la grupa de varsta 1-6 ani, ceea ce am putut anticipa,
urmata de grupa de varsta de peste 6 ani si grupa de varsta de sub un an. EFSla 5 ani a
fost putin mai mica pentru cei <1 an si a ramas constanta in timp, la 50%. A doua cohorta
a cuprins doar un sugar, care a decedat la 5 luni. OS 1a 5 ani pentru pacientii intre 1-6 ani
a fost mai mare decéat precedenta, dar mai mica pentru pacientii >6 ani. EFS la 5 ani a
fost inferioara pentru copiii 1-6 ani, dar mult mai mica pentru cei >6 ani, insemnand ca
acestia au avut cele mai multe evenimente, fapt demonstrat statistic pentru cohorta
2016-2020: OS p=0.01 si EFS p=0.008.

Am analizat supravietuirea in functie de imunofenotipuri intre cele doua cohorte
si am decelat ca OS la 5 ani pentru prima a fost de aproape 80% pentru fenotipul B si
doar 44.44% pentru cei cu fenotip T. Aceste rezultate sunt asociate cu corelatie statistica
puternica (p=0.002), ceea ce inseamna ca pacientii cu imunofenotip B au o probabilitate
mai mare de supravietuire. EFS este relativ mai mare pentru cei cu fenotip B, dar pentru
fenotipul T, OS si EFS raman constante, aceleasi pe parcursul anilor de urmarire ca si la
un an, indicand faptul ca acesti pacienti nu au avut alte evenimente in afara de deces, iar
acesta a survenit devreme, in primul an de diagnostic (p=0.04). Cohorta 2016-2020 a
avut OS pentru LAL cu celule B mai micd decit a cohortei precedente, dar a fost
identificata o crestere semnificativa a supravietuirii pentru copiii cu LAL T (62.3%). EFS
pentru copiii cu LAL cu celule B este de 53%, iar pentru cei cu celule T 62.3%, aceeasi ca
OS si aceeasi ca in primul an de urmarire, subliniind ideea ca acesti pacienti au
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evenimente doar In primul an de la diagnostic si ca niciun alt eveniment nu a survinenit
dupa aceasta perioada.

Am Tmpartit valorile leucocitelor la diagnostic in 3 grupuri si am calculat rata de
supravietuirea intre cele doua cohorte. Pentru prima cohorta, supravietuirea globala la
5 ani este 85% pentru grupul de <20000/mms3, pentru grupul cu leucocite intre
20000/mm?3 si 100000/mm?3 este de 65%, iar pentru pacientii cu >100000/mm3 doar
50%, iar decesele au survenit in primul an, majoritatea avand imunofenotip T. EFS
pentru copiii cu <20000 leucocite/mm? este 86.4%, pentru cei cu leucocite intre
20000/mm3 si 100000/mm3 este de 66.7%, identicd cu cea a pacientilor cu
>100000/mm? Aceste rezultate au impact semnificativ (p=0.08 si p=0.003). Cohorta
2016-2020 a avut o supravietuire globald mai mica fatd de prima pentru <20000
leucocite/mm3, dar pentru urmatoarele doua grupuri de leucocite supravietuirea a
crescut. Pacientii cu>100000 leucocite/mm?3 au avut evenimente (recidive, decese) doar
in primul an de la diagnostic. EFS a fost mai mica pentru restul pacientilor.

Prima cohorta are OS la 5 ani de 80.3% pentru copiii care au raspuns bine la
prednison si 50% pentru cei cu raspuns nefavorabil. EFS la 5 ani a avut aceeasi valoare
ca si OS pentru PGR, ceea ce Inseamna ca nici un pacient cu raspuns bun la cortizon nu a
avut alte evenimente 1n acest interval de timp. La 5 ani, doar jumatate din pacientii cu
PPR au supravietuit, iar acest procent se mentine la 3 ani, indicand faptul ca decesul a
survenit in primii 3 ani. Cohorta 2016-2020 are o supravietuire globala de 78.3% pentru
PGR si 53% pentru PPR, acelasi procent fiind Inregistrat la 3 ani, si este putin mai mare
decal al primei cohorte, fiind confirmat statistic (p=0.03). EFS este de 56.4% pentru PGR
si 53% pentru PPR, avand aceeasi semnificatie, aceea ca pacientii care au raspuns
nefavorabil la prednison au avut evenimente in primii 3 ani de urmarire.

La analiza supravietuirii in functie de grupele de risc, OS a cohortei 2011-2015 la
5 ani este mare pentru grupa de risc standard (93%) si scazuta pentru HRG (27.3%).
EFSla5 ani a fost aceeasi pentru pacientii incadrati in SRG, 80.64% pentru MRG (aceeasi
ca si OS si EFS la 3 ani), iar pentru pacientii care fac parte din HRG 27.3% (aceeasi ca la
3 ani si la fel ca si 0OS). Pentru acestea am gasit o semnificatie statistica importanta (0OS:
p=0.002, EFS: p=0.001). Cele doua grupe MRG si HRG au avut aceleasi procente de
supravietuire la 3 ani, indicand ca toate evenimentele au avut loc 1n primii 3 ani de la
diagnostic. Pentru cohorta 2016-2020, OS a fost constanta pentru SRG pe parcursul
anilor de urmarire, de 78%, dar mai mica comparativ cu prima cohorta. La 5 ani 80%
dintre pacientii incadrati in MRG au supravietuit, iar 66% din cei stratificati in HRG au
supravietuit, procente mai mari decat a primei cohorte, mai ales in cazul HRG. EFS la 5
ani pentru SRG a fost aceeasi ca si OS (Insa mai mica decat a primei cohorte), jumatate
dintre pacientii incadrati ca MRG nu au avut evenimente, iar un procent mai ridicat al
copiilor stratificati In HRG nu a avut niciun eveniment.

Supravietuirea globala pentru cohorta 2011-2015 este de 75% (56 pacienti), dar
pentru cohorta 2016-2020 am inregistrat o crestere de 2% (59 pacienti). OS la 10 ani,
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pentru cele doud cohorte este de 76% (115 pacienti), iar EFS este de 48.3% (73
pacienti).

Am analizat apoi OS si EFS ale pacientilor care au avut doar aspirate
osteomedulare in ziua 15 si le-am comparat cu copiii care au avut rezultate MRD in ziua
15. Copiii cu aplazie au fost exclusi din aceasta analiza. OS pentru pacientii cu mai putin
de 5% (96%, 27 de pacienti) blasti si cei cu 5%-25% (71%, 19 pacienti) a fost mai mare
la cinci ani comparativ cu cei cu MRD <0,1% (89%, 15 pacienti) si MRD 0,1%-10%(68%,
sase pacienti). Atunci cand m-am uitat la cei cu >25% blasti si MRD>10%, am observat
o probabilitate mai mare de supravietuire pentru al doilea grup (40%, 3 pacienti) si,
respectiv, 70% (7 pacienti)). Am constatat o corelatie statistica intre OS si procentul de
blasti in MO si MRD (p = 0,033). Grupul cu blasti <25% a avut rate de supravietuire mai
bune decit cei cu MRD<10%, desi MRD a facut o diferenta atunci cand a fost >10%, cu o
supravietuire mult mai mare decat a pacientilor cu >25% blasti in MO. in ceea ce priveste
EFS, rezultatele au fost similare cu OS la 5 ani. Singurul grup care a suferit evenimente
(recidive) a fost MRD intre 0,1%-10% cu EFS de 58% (6 pacienti). Comparatia curbelor
este semnificativa din punct de vedere statistic (p = 0,036) si poate fi interpretata in
acelasi mod ca si OS.

Acest studiu are limitari, cum ar fi numarul relativ mic de pacienti, ceea ce a facut
dificila evaluarea supravietuirii comparativ cu alte variabile. Alta limitare este faptul ca
sunt putine studii In Romania pentru a putea compara rezultatele cu cele ale altor centre.

Un avantaj este ca am realizat un studiu exhaustiv al supravietuirii in functie de
variabilele alese, dar 1n viitor planuiesc sa evaluez supravietuirea pe perioade mai lungi
de timp, in functie de mai multe variabile, care sad includa genele de fuziune si statusul
socio-economic al pacientilor, deoarece este un lucru stiut ca in Romania exista diferente
mari, chiar si in orasele mari.

4.6. Concluzii

Conform rezultatelor obtinute, ratele de supravietuire ale pacientilor cuprinsi in
acest studiu indica o imbunatatire constanta in timp, apropiindu-se incet, dar sigur de
cele ale unor tari europene dezvoltate.

Supravietuirea globala pentru cohorta 2011-2015 este de 75%, dar pentru
cohorta 2016-2020 am decelat o crestere de 2%. OS la 10 ani, pentru cele doua cohorte
este de 76%, iar EFS este de 48.3%.

Datorita introducerii testarii bolii reziduale minime, mult mai putini copii au fost
incadrati in grupa de risc standard, marea majoritate facand parte din grupele de risc
mediu si Tnalt. Acest lucru a condus la administrarea unei chimioterapii mai intense, ceea
ce arezultat in imbunatatirea supravietuirii globale. Pacientii cu mai putin de 25% blasti
in aspiratul osteomedular in ziua 15 au avut OS si EFS mai mare la cinci ani decat cei
care au avut MRD <10%, dar adevarata imbundtatire a ratelor de supravietuire a fost in
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randul copiilor cu MRD >10% comparativ cu pacientii cu >25% blasti In aspiratul
osteomedular (70% versus 40%).

Pacientii cu imunofenotip T sau cu numar mare de leucocite la diagnostic au
suferit mai multe evenimente (recidiva, deces), insa toate evenimentele au survenit in
primul an de la diagnostic. De asemenea, in ultimii ani am observat o crestere a
supravietuirii a pacientilor cu imunofenotip T. Fetele au avut mai multe evenimente
comparativ cu bdietii, Insd au avut o rata de supravietuire mai mare, datorita intrarii in
a doua remisie completa.
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5. Studiu 3. Rolul miR in prognosticul pacientilor
pediatrici diagnosticati cu leucemie acuta limfoblastica

5.1. Introducere

Leucemia acutd limfoblastica la copii reprezinta cel mai frecvent cancer din
cadrul populatiei pediatrice, adicd aproximativ 70% din toate leucemiile (167).
Importante progrese au fost facute datorita noilor markeri moleculari, stratificarea in
grupe de risc mai precisa, insa un anumit numar relativ mare de pacienti recidiveaza
(168).

Cdile moleculare si genetice care influenteaza aparitia LAL sunt cruciale pentru
cercetarea moderni, elucidarea lor conducand spre imbunititirea terapiei (169). in
acest scenariu, mutatiile moleculare izolate nu explica singure toate aspectele legate de
boal3, fiind esential a se determina mai departe si modificirile epigenetice. in studiile
mai recente s-a descoperit ca ARN-urile non-codificante joaca roluri importante, in
special miR (97).

miR sunt ARN-uri non-codificante cu un singur lant, care contin in jur de 18-22
de nucleotide. Sunt capabile de inhibitia translatiei sau degradarea ARN-ului tinta (170).
Ele sunt actori principali Tn mai multe procese: proliferare, diferentiere, apoptoza,
migrare, supravietuire si multe alte procese. Structurile transformate ale expresiei lor
sunt descoperite progresiv a se asocia cu progresia in LAL (171, 172). miR-urile
conlucreaza in grupuri care regleaza procese similare la nivel celular, cum ar fi supresia
tumorala sau ca si oncogene tumorale, conducand la efecte fenotipice. Acestea au rol in
procese ca transcriptia, translatia, reglarea epigenetica, configuratia anticipatd, iar
moleculele asupra cdrora actioneaza pot fi determinate de diferite dispozitive
bioinformatice (173). Ele prezinta un anumit model de expresie in stadiile limfopoiezei,
atasandu-se de un ARN mesager specific si astfel controleaza expresia posttranscriptie,
influentand maturarea precursorilor limfoizi.

In timpul leucemogenezei apare o expresie anormald a mai multor miR, care
poate fi considerata o ,semnatura” pentru subtipurile de LAL. Modificarea expresiei lor
are o semnificatie majora in aparitia leucemiei, rezistenta la tratament sau a altor
procese, dar reversia expresiilor ar putea avea roluri in progresia bolii si imbunatatirea
rezultatelor clinice (97). Biosinteza miR-urilor este descrisa extensiv in alte studii (174,
175).
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5.2. Ipoteza de lucru

Existd putine studii care au evaluat rolul miR in leucemia acuta limfoblastica la
copii, 1In special la cei care recidiveaza. Este necesara adoptarea un consens pentru a
stabili o semnatura caracteristica a miR-urilor relevante clinic din aceasta patologie la
copii (176). in acest studiu am testat 3 miR circulante in momentul diagnosticului
copiilor: miR21, miR25 si miR 155. Mi-am propus sa aflu daca exista corelatii intre
expresia acestora si raspunsul la tratament, supravietuirea si recidiva.

5.3. Material si metoda

5.3.1. Pacienti

Au fost colectate probe de siange de la 50 de pacienti nou diagnosticati LAL in
perioada 2018-2021 in cadrul Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii Cluj-Napoca,
Departamentul de Oncologie si Hematologie Pediatrica. Au fost inregistrate toate datele
relevante despre pacienti din foile de observatie, cum ar fi: data diagnosticului, varsta,
numdrul de leucocite la diagnostic, imunofenotip, biologie moleculard, cariotip,
raspunsul la prednison 1n ziua 8 de tratament, raspunsul morfologic in zilele 15 si 33,
MRD in zilele 15 si 33, statusul vital, data progresiei, data recidivei, data decesului,
supravietuirea in luni. Toti pacientii au fost tratati conform protocolului ALL-IC BFM
2009 (63).

Din cei 50 de pacienti recoltati am ales 20 de pacienti, dintre care 10 au raspuns
bine la tratament, iar ceilalti 10 au avut raspuns nesatisfacator, au recidivat sau au
decedat. Perioada de urmarire de 3 ani dupa stabilirea diagnosticului si initierea terapiei
specifice a fost suficienta pentru a stabili evolutia fiecarui caz.

Recoltarea probelor de la copii este conform reglementarilor Comisiei de Etica a
Universitatii ,Iuliu Hatieganu” de Medicina si Farmacie si a Comisiei de Etica a Spitalului
Clinic de Urgenta pentru Copii Cluj-Napoca, pentru care am primit aviz favorabil
(110/05.03.2018) si a fost respectata Declaratia de la Helsinki. Toti parintii si copiii
peste 7 ani au semnat un consimtamant informat inainte de recoltare (redactat in asa fel
incat pacientii sa intelega scopul recoltarii si al studiului), consimtaminte care au fost in
concordanta cu cerintele celor 2 comitete de etica. Recoltarile pentru acest studiu (MO
din apriratul osteomedular si sange periferic) s-au realizat concomitent cu recoltarile
impuse de protocolul terapeutic utilizat.

5.3.2. Recoltarea de sange periferic si separarea serului
Sangele periferic a fost recoltat la diagnostic, inainte de initierea tratamentului.
Au fost recoltati 2.5 ml in vacutainere BD CAT. Probele au fost centrifugate la 20°C, 6400
g pentru 20 minute si am colectat supernatantul in alicote, cate 500 uL per tub
Eppendorf de 1.5 ml, urmand protocoalele recomandate (177). Am obtinut aproximativ
3 alicote pentru fiecare pacient, iar probele au fost stocate la -80°C, pentru a fi analizat
mai departe.
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5.3.3.1zolarea miR din ser

Serul pacientilor a fost dezghetat pe gheata si procesat pentru separarea miR,
conform manualului producatorului din kitul Small RNA and DNA from Plasma
NucleoSpin® miRNA Plasma kit de la Macherey-Nigel. Am folosit 300 uL de la fiecare
pacient.

5.3.4. Sinteza cDNA din miR

cDNA a fost obtinut din ARN revers transcris, incluzand si miR, utilizand un
master mix: High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit de la Applied Biosystems
(ThermoFisher Scientific). Revers transcriptia pentru un singur lant scurt de ARN a fost
realizatd conform protocolului producatorului. 10 uL din proba ARN au fost adaugati la
10 pL 2x RT Master Mix, probele au fost centrifugate si puse in thermal cycler de la
BioRad®. Conditiile de revers transcriptie au fost setate pentru 20 pL, urmate de 4 pasi
de incubare: 30 minute la 16°C, 30 minute la 42°C, 5 minute la 85°C si pastrare la 4°C.
cDNA obtinut a fost stocat in microtuburi la -20°C pentru a fi analizat mai departe.

5.3.5. Amplificarea PCR cantitativa

Mixul pentru reactia PCR a fost preparat conform instructiunilor producatorului:
TagMan™ Small RNA Assays (Applied Biosystems from ThermoFisher Scientific). Mixul
pentru reactia PCR a fost adaugat 1n fiecare godeu al placutei optice pentru reactii (au
fost folosite placute cu 96 de godeuri), impreuna cu cDNA obtinut anterior de la fiecare
pacient. Primerii folositi (750uL (20x)) au fost achizitionati de la TagMan™. Toate
reactiile au fost facute in duplicat pentru fiecare pacient si fiecare miR, utilizand un
Thermal cycler in timp real (StepOnePlus System de la Applied Biosystems TagMan®
Assays). Volumul de reactie a fost stabilit pentru 10uL si modul de ciclare a inclus 3 pasi:
activare enzimatica la 95°C pentru 20 secunde, denaturare la 95°C pentru o secunda si
normalizare/extensie la 60°C pentru 20 secunde, ultimele 2 pentru 40 de cicluri.

5.3.6. Concepte cheie

Valoarea Ct este determinatd de ciclurile PCR, reprezentind rezultatul
amplificarii qPCR. Este masurata in faza exponential3, atunci cand curba de amplificare
este liniara. Exista un prag, care este plasat in partea liniara a ciclurilor de amplificare,
acolo unde este de fapt masurata valoarea Ct. Acest prag difera pentru fiecare miR testat,
dar este acelasi pentru fiecare proba testata pentru acelasi miR. Principiul pe care se
bazeaza qPCR este ca la fiecare ciclu, cantitatea miR-urilor testate se dubleaza. De cele
mai multe ori un experiment qPCR ofera o expresie relativa, care este o variatie a
expresiei unui miR Intre doua probe. Valoarea Ct este valoarea masurata pentru analiza.
Cu cat valoarea Ct este mai mare, cu atdt mai putin miR este prezent in prob3, deoarece
sunt necesare mai multe cicluri de amplificare pentru a obtine flourescenta (178).
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Controlul endogen reprezinta gena (de exemplu, o gena housekeeping, cum ar fi
GAPDH) sau un miR care nu variaza intre toate probele analizate (179, 180).

Delta Ct (ACt) reprezinta diferenta dintre numarul de cicluri de amplificare a miR-
ului testat si cel al controlului.

Delta delta Ct (AACt) reprezinta cantitatea de miR normalizata la un control
endogen (181).

RQ (cuantificarea relativa) reprezinta un numar care ofera informatii asupra miR-
ului studiat, adica de cate ori este amplificat comparativ cu controlul (de exemplu, o
valoare de 5 ITnseamna ca miR-ul testat este de 5 ori mai exprimat decat controlul, iar o
valoare de 0.5 inseamna ca miR-ul testat este de 5 ori mai putin exprimat) (181).

Normalizarea corecta a datelor este critic3, dar de multe ori neglijata in analizele
cantitative ale expresiei diferitelor gene sau miR. Pentru normalizare am ales hsa-miR-
16 ca si control endogen, care a fost gasit In mai multe studii ca fiind un candidat bun
pentru normalizare in tumori (180, 182). Cuantificarea relativa (de cate ori s-a
amplificat un miR fata de controlul endogen) am calculat-o cu ajutorul formulei 224¢t,
care depinde de ACt (de exemplu: Ctmir-21-Ctmir-16), iar AACt=-ACtmir-21-ACtvaloarea ceamai mare
Actobtinuta. Cea mai mare valoare ACt este valoarea in care s-a amplificat cel mai putin miR-
ul studiat.

5.3.7. Prelucrarea datelor

Pentru obtinerea curbelor de amplificare si a valorilor Ct am folosit programul
StepOnePlus de la Applied Biosystems TaqMan®. Calculele de normalizare a datelor le-
am realizat cu ajutorul Microsoft Excel. Pentru analiza statistica am folosit programul
Prism GraphPad versiunea 10.2.3., cu ajutorul caruia am analizat datele obtinute prin
Wilcoxon signed rank test, Wilcoxon matched pairs test, teste t non-parametrice, testele
de distributie D'Agostino & Pearson, Anderson-Darling, Shapiro-Wilk si Kolmogorov-
Smirnov, curbe de supravietuire (Kaplan-Meier), corelatii si matrice de corelatii.

5.4. Rezultate

Am analizat 20 dintre cei 50 de pacienti recoltati in perioada 2018-2021,
diagnosticati cu LAL, inainte de administrarea chimioterapiei citostatice. Din nefericire,
4 dintre pacientii care nu au avut raspuns satisfacator la tratament au fost pretratati cu
cortizon, iar 2 dintre ei si cu methotrexat, din cauza diagnosticului initial gresit (de
exemplu artritd idiopatica juvenild, infectii respiratorii in cadrul imunodepresiei date de
leucemie, care nu a fost diagnosticata la momentul respectiv). Dintre cei 20 de pacienti,
10 au avut raspuns bun la tratament, cu intrarea in remisie complet3, iar ceilalti 10 fie
au intrat in remisie completd, insa au recidivat, fie nu au raspuns la tratament si o parte
din ei au decedat.

Media varstei la diagnostic este de 8 ani, mai mare decat varsta medie raportata
in LAL (1). Media lunilor de supravietuire pentru intreaga cohorta este de 42 de luni.
Pentru pacientii care au raspuns bine la tratament este de 59 de luni, iar pentru cei care
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au avut raspuns nesatisfacator este de 24 de luni. Marea majoritate a pacientilor a avut
varste >6 ani, leucocite mai mici de 20000/mm?3, imunofenotip B, cariotip normal,
translocatia ETV6-RUNX1, rdaspuns bun la prednison in ziua a 8-a, incadrare in HRG,
raspuns morfologic si MRD bun 1n ziua 15 si raspuns morfologic bun in ziua 33. Cu toate
acestea, 5 copii au recidivat, iar 6 au decedat (Tabel 11).

Tabel 11. Caracteristicile pacientilor.

Caracteristici Categorii Numarul
pacientilor
Sex Feminin 11
Masculin 9
Varsta la diagnostic <lan 0
1-6 ani 7
>6 ani 13
Numar de leucocite la <20000/mm3 10
diagnostic
20000-100000/ mm3 7
>100000/ mm3 3
Imunofenotip B 16
T 4
Cariotip Normal 16
Hiperdiploid 0
Hipodiploid 1
Biologie moleculara TEL-AML1/ETV6-RUNX1 7
SIL-TAL1 2
E2A-PBX1/TCF3-PBX1 3
BCR-ABL minor (p190) 2
MLL-AF4/KMT2A-AFF1 1
BCR-ABL major (p210) 0
Fara fuziuni 5
Afectare SNC >5 elemente 3
Raspuns la prednison in PGR 15
ziua 8
PPR 5
Grupa de risc SRG 1
MRG 8
HRG 11
Raspuns morfologic M1 11
medular in ziua 15
M2 2
M3 5
Aplazie 1
FCM-MRD in ziua 15 <0.1% 6
0.1-1% 2
1-10% 4
>10% 4
Raspuns morfologic M1 12

medular in ziua 33
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Serurile acestor pacienti a fost analizat, conform pasilor si protocoalelor descrise

in materiale si metode pentru amplificarea miR-21, miR-25 si miR-155, iar ca si control

endogen am folosit miR-16. Pentru calcule am utilizat valoarea Ct medie (deoarece
probele au fost lucrate in duplicat), din care am calculat ACt, AACt si RQ pentru fiecare

proba (Tabelele 12, 13, 14).

Tabel 12. Normalizarea miR-21.

Pacient Media Ct MediaCt ACtmiR- AACt RQ miR-
miR-16 miR-21 21 miR-21 21
1 17,93 24,89 6,97 2,68 6,43
2 19,45 23,41 3,97 5,68 51,33
3 20,55 25,17 4,61 5,04 32,80
4 20,96 25,75 4,79 4,86 29,12
5 20,37 24,69 4,32 5,33 40,32
6 23,72 27,07 3,35 6,30 78,94
7 26,07 26,33 0,26 9,39 671,72
8 21,41 24,71 3,30 6,35 81,72
9 20,00 26,22 6,22 3,43 10,75
10 20,55 25,49 4,93 4,72 26,28
11 19,26 24,52 5,26 4,39 20,94
12 21,69 26,24 4,56 5,09 34,13
13 19,20 23,58 4,38 5,27 38,49
14 20,30 24,61 4,30 5,35 40,71
15 23,29 32,94 9,65 0,00 1,00
16 21,42 30,78 9,36 0,29 1,23
17 18,73 23,38 4,66 4,99 31,89
18 20,20 25,88 5,68 3,97 15,71
19 20,83 28,20 7,37 2,28 4,84
20 20,57 25,18 4,61 5,04 32,96
Tabel 13. Normalizarea miR-25.
Pacient Media Ct MediaCt ACtmiR- AACt RQ miR-
miR-16 miR-25 25 miR-25 25
1 17,93 26,14 8,21 4,58 23,94
2 19,45 25,83 6,38 6,41 84,80
3 20,55 25,39 4,84 7,95 247,56
4 20,96 27,33 6,36 6,43 86,04
5 20,37 33,16 12,79 0,00 1,00
6 23,72 30,94 7,22 5,57 47,42
7 26,07 32,65 6,58 6,21 74,18
8 21,41 25,24 3,83 8,96 498,28
9 20,00 27,06 7,06 5,73 52,90
10 20,55 27,60 7,05 5,74 53,58
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11 19,26 25,39 6,13 6,66 101,06
12 21,69 28,14 6,46 6,33 80,67
13 19,20 25,11 591 6,88 117,88
14 20,30 26,10 5,80 6,99 127,53
15 23,29 33,65 9,65 0,00 1,00
16 21,42 26,09 9,36 0,29 1,23
17 18,73 28,43 4,66 4,99 31,89
18 20,20 27,11 5,68 3,97 15,71
19 20,83 28,74 7,37 2,28 4,84
20 20,57 28,47 4,61 5,04 32,96

Tabel 14. Normalizarea miR-155.

Pacient Media Ct MediaCt ACtmiR- AACt RQ miR-
miR-16 miR- 155 miR- 155
155 155
1 17,93 31,60 13,67 0,00 1,00
2 19,45 27,55 8,10 5,57 47,52
3 20,55 28,35 7,80 5,87 58,34
4 20,96 33,00 12,04 1,63 3,10
5 20,37 32,55 12,17 1,50 2,83
6 23,72 34,83 11,11 2,56 5,89
7 26,07 27,87 1,80 11,87 3733,27
8 21,41 31,39 9,98 3,69 12,94
9 20,00 32,38 12,39 1,28 2,44
10 20,55 31,61 11,06 2,61 6,12
11 19,26 28,36 9,10 4,57 23,78
12 21,69 33,03 11,34 2,33 5,03
13 19,20 28,48 9,29 4,38 20,87
14 20,30 27,44 7,14 6,53 92,72
15 23,29 28,87 5,58 8,09 271,95
16 21,42 30,52 9,10 4,57 23,83
17 18,73 28,65 9,92 3,75 13,47
18 20,20 30,43 10,23 3,44 10,83
19 20,83 30,55 9,72 3,95 15,46
20 20,57 28,89 8,32 5,35 40,84

Dupa calcularea RQ, adica diferenta de cicluri de amplificare comparativ cu
controlul endogen, am calculat media RQ a copiilor care au raspuns bine la tratament si
RQ al celor care nu au raspuns bine la tratament. Exista diferente semnificative intre
mediile calculate pentru fiecare amplificare relativd a miR raportate la raspunsul la
tratament (Tabel 15). Dupa cum se poate vedea in tabelele 12, 13 si 14 exista valori care
sunt anormale si trebuie eliminate din calcule.
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Tabel 15. Mediile RQ pentru miR-21, miR-25 si miR-155 in functie de raspunsul la

tratament.
Raspuns la tratament Media RQ miR-21 Media RQ miR-25 Media RQ miR-155
Raspuns favorabil 39.74 52.98 15.57
Raspuns nefavorabil 22.19 62.09 27.42

Urmatorul pas a fost verificarea datelor, daca sunt normal distribuite (distributie
gaussiana) prin testele D’Agostino & Pearson, Anderson-Darling, Shapiro-Wilk si
Kolmogorov-Smirnov. Cu nici un test nu am putut dovedi ca distributia miR-urilor
studiate au distributie normald, drept urmare in loc de Student t test am folosit testul
non-parametric Wilcoxon signed rank. Doar supravietuirea in luni are distributie
normala (Figura 14).

Grafic Normal QQ

miR-21

miR-25

miR-155
Supravietuirea in luni

< »>» H o

Predicted

0 2000 4000
Actual

Fig.14. Testul de normalitate a distributiei variabilelor

Cu ajutorul testului Wilcoxon am evidentiat faptul ca intr-adevar aceste diferente
intre mediile RQ ale pacientilor cu raspuns bun la tratament comparativ cu pacientii cu
raspuns nefavorabil au semnificatie statistica (Tabel 16).

Tabel 16. Testul Wilcoxon pentru miR-21, miR-25 si miR-155 in functie de rdaspunsul
la tratament.

miR testat Mediana Interval de confidenta Valoare p (metoda
Pratt)
miR-21 rdaspuns favorabil 32.8 96.09 0.0039™
miR-21 raspuns nefavorabil 26.42 97.85 0.0039™
miR-25 rdspuns favorabil 53.24 99.22 0.0156"
miR-25 raspuns nefavorabil 58.69 96.09 0.0039™
miR-155 raspuns favorabil 5.89 96.09 0.0078™
miR-155 raspuns nefavorabil 20.87 96.09 0.0039™

In reprezentarea grafici pentru fiecare miR in parte in functie de rispunsul la
tratament, folosind testul non-paired t test, am gasit doar o singura corelatie
semnificativa din punct de vedere statistic pentru miR-21.
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Fig.15. Reprezentarea grafica a diferentei dintre mediile RQ si

raspunsul la tratament.

OS si EFS ale copiilor cu raspuns bun la tratament sunt de 100% (10 pacienti), iar
0S a copiilor care nu au raspuns bine la tratament este de 30% (95%CI 2.22-52.88). OS
a intregii cohorte este de 65% (95%CI 48.47-89.7), reprezentate in figurile 16 si 17.
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OS si EFS ale copiilor cu raspuns bun la tratament sunt de 100% (10 pacienti),
EFS a pacientilor cu raspuns nefavorabil la tratament este 0. EFS a intregii cohorte este
52.13% (95%CI 32.17-76.92), reprezentata In figurile 18 si 19.

EFS a pacientilor cu raspuns bun la EFS a pacientilor cu raspuns nefavorabil
tratament la tratament

100

50+
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Fig.18. a) EFS pacientilor cu raspuns bun la tratament. b) EFS a
pacientilor cu raspuns nefavorabil la tratament

EFS a intregii cohorte
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Fig.19. EFS a intregii cohorte

In privinta legiturii dintre supravietuire si RQ-ul fiecirui miR in parte am vrut s
verific daca exista corelatii semnificative din punct de vedere statistic. miR-155 nu se
coreleaza cu supravietuirea (p=0.53), Insa miR-21 si miR-25 se coreleaza (p=0.0087,
respectiv p=0.0411, 95%CI 0.15-0.81, respectiv 95%CI -113.2 si -2.599) si R?
(coeficientul corelatiei) este 0.55 pentru miR-21 si 0.2 pentru miR-25, iar pentru miR-
155 este -0.28 (Figurile 20 si 21).
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Fig.21. Corelatia supravietuirii cu expresia miR-155

In figura 22 este reprezentati corelatia intre rispunsul la tratament si
supravietuire pentru miR-21, miR-25 si miR-155. Cu nuante de verde sunt colorate
variabilele care au relatie inversa cu supravietuirea, cu negru sunt colorate variabilele
care au R?=0, adica nu exista nicio relatie intre variabile, iar cu nuante de rosu sunt
colorate variabilele care se coreleaza pozitiv cu supravietuirea. Nici una dintre variabile
nu se apropie semnificativ de -1 sau 1.



88 Neaga Alexandra-Elena

o
& &
e e
3. 3
° o
> s
s g
5 3 £ 3
8 g 8 2
- o - o
g E g t
£ 3 £ 3 10
miR-21 GR]|
miR-25 GR
0.5
miR-155 GR|
Luni de supravietuire GR
0
miR-21 PR
miR-25 PRE
-0.5
miR-155 PRI
Luni de supravietuire PRJE®Z]
-1.0

Fig.22. Corelatia supravietuirii cu raspunsul la tratament si fiecare
miR in parte.
GR=raspuns bun la tratament, PR=raspuns nefavorabil la tratament.

5.5. Discutii

Nivelurile circulante de miR-21 sunt un biomarker al cancerului, iar pacientii cu
niveluri ridicate In plasma sau ser au un risc de 17 ori mai mare sa fie diagnosticati cu
cancer, comparativ cu copiii sanatosi. Un studiu recent a corelat hiperexpresia miR-21
cu un raspuns slab la terapia de inductie si cu OS si EFS scurte (96).

Niveluri expresie mici de miR-25 au fost descoperite la pacientii cu LAL pediatrica
comparativ cu subiectii sanatosi, fiind asociat cu riscul de aparitie al acestei boli (183).

Hiperexpresia miR-155 este corelata cu un prognostic nefast in LAL pediatrica,
functionand ca si oncogena (111). miR-155 este asociat, de asemenea, si cu procente
mari ale MRD, dar ar putea fi o tinta terapeutica promitatoare (97).

Majoritatea pacientilor nu a avut factori de prognostic nefavorabil, insa cu toate
acestea 5 copii au recidivat, iar 7 au decedat. Acest lucru demonstreaza ca exista si alti
factori implicati in raspunsul la tratament si supravietuirea pe termen lung.

Prin normalizarea la miR-16 am aflat RQ fiecarui miR pentru fiecare pacient, adica
de cate ori este amplificat un miR comparativ cu miR-16. Calculand mediile acestora
pentru pacientii care au raspuns bine la tratament, comparativ cu cei care au raspuns
nefavorabil, am observat cd exista diferente semnificative intre cele douda grupuri,
pentru fiecare miR analizat. De aceea am vrut sd demonstrez din punct de vedere
statistic ci aceste diferente sunt reale. inainte de a demonstra acest lucru, am observat
ca diferentele de expresie nu au distributie gaussiana, drept urmare nu pot fi alese teste
parametrice. De asemenea, am observat ca exista valori mari, anormale, care nu pot fi
reale. Dupa indepartarea valorilor, mediile s-au schimbat. Am ales testul Wilcoxon
signed rank si am obtinut rezultate semnificativ statistice, adica exista diferente intre
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raspunsul la tratament pentru cele 3 miR-uri, cu confidente actuale de intre 96.09 si
99.22. In cazul miR-21 se poate observa ci mediana expresiei relative pentru cei care au
raspuns bine la tratament este mai mare decat mediana celor care nu au avut un raspuns
favorabil. Acest lucru contrazice actualele descoperiri, ca expresia ridicata se coreleaza
cu un raspuns slab la terapia de inductie (96, 184).

In cazul miR-25 mediana pentru cei care au raspuns bine la tratament este mai
mica decat a celor care au raspuns nefavorabil, ceea ce este confirmat de literatura de
specialitate(183).

In cazul miR-155 se observa ca mediana expresiei relative pentru copiii care au
raspuns bine la tratament este mult mai mica decat a celor care au raspuns nefavorabil,
acest aspect fiind confirmat de literatura de specialitate recenta (111).

Lareprezentarea grafica a celor 3 miR comparativ cu raspunsul la tratament, doar
miR-21 se coreleaza cu raspunsul. Pe de altd parte, exista diferente intre mediile dintre
cei care au raspuns favorabil si cei care nu au raspuns favorabil.

Curbele de supravietuire (OS si EFS) ale copiilor care au raspuns bine la tratament
sunt de 100%. Cei care nu au raspuns favorabil au supravietuiri mult mai mici, chiar 0
pentru EFS. OS a intregii cohorte este de 65%, supravietuire mai micd decat cea
determinata pe 10 ani, dar exista si un bias de selectare a pacientilor. EFS pentru
intreaga cohorta este de 52%, adica aproape jumadtate dintre copii au suferit evenimente
carecidiva si/sau deces.

Am gasit corelatii semnificative din punct de vedere statistic intre supravietuire
si expresia miR-21 si miR-25. Insa valorile R? indici faptul ci existi corelatii pozitive
intre expresia acestora si supravietuire (atunci ciand creste expresia, creste si
supravietuirea). Pentru miR-155 nu am gasit nicio corelatie, dar valoarea R? indica o
relatie invers3, adica atunci cand expresia acestuia creste, scade supravietuirea. Pe de
alta parte, in graficele heatmap se observa ca pacientii care au raspuns bine la tratament
au o supravietuire mai lunga, comparativ cu pacientii care au raspuns nefavorabil, care
au supravietuiri mai scurte.

Matricea de corelatie a raspunsului la tratament cu supravietuirea in functie de
cele trei miR-uri nu contine valori care sa se apropie semnificativ de -1 sau 1, ci mai
degraba majoritatea se apropie de 0, deci nu am gasit relatii importante intre aceste
variabile.

Limitarea majora a studiului este numarul redus de pacienti, fiind nevoie de un
lot mai mare de copii diagnosticati cu LAL, pentru a avea o putere statistica mai mare.
De asemenea, am analizat serurile pacientilor doar la diagnostic, nu si pe parcursul
tratamentului. Acest lucru va fi studiat in viitor, pe toata cohorta de pacienti si vor fi
incluse mai multe miR-uri.

Avantajul major al studiului este ca nimeni din Romania nu a mai studiat miR 1n
leucemia limfoblastica la copii, aceasta fiind prima analiza din tara. De asemenea,
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determinarea expresiei miR-urilor din ser ca potentiali biomarkeri ar putea fi
considerate ca adevarate biopsii lichide.

5.6. Concluzii

Factorii clasici de prognostic pozitiv in LAL pediatricd nu pot explica de ce in
unele cazuri apar recidive si/sau decese. Este clar ca intervin si alti factori in raspunsul
la tratament si supravietuirea pe termen lung.

In cadrul cohortei analizate exista diferente intre nivelurile de expresie relativi a
miR-25 si miR-155, fiind mai mici pentru copiii care au raspuns la tratament, cunoscut
fiind faptul ca hiperexpresia lor se asociaza cu prognostic infaust.

Din punct de vedere al supravietuirii, 65% dintre pacientii cuprinsi in analiza au
suferit evenimente adverse, ca recidiva sau decesul (EFS).

Exista corelatii intre supravietuire si miR-21 si 25, iar miR-155 se coreleaza
negativ cu supravietuirea prin coeficientul de corelatie.
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6. Discutii generale

Leucemia acutd limfoblastica la copii este cea mai frecventa malignitate din
cadrul cancerelor pediatrice. 80% dintre toate cancerele la copii sunt diagnosticate ca si
LAL (1) . Exista rezultate impresionante in obtinerea remisiei complete in ultimii ani,
unele studii avand rezultate de supravietuire de peste 90%, dar inca aproape 20% dintre
copii recidiveaza, iar in 15% din cazuri nu se obtine o a doua remisie completa (3, 142).
In tirile cu venit mic sau mediu din toatd lumea, ratele de supravietuire variazi intre
50% si 75%, datorate in parte intarzierilor in stabilirea diagnosticului sau a initierii
tratamentului (143).

O multitudine de factori prognostici pot anticipa care dintre pacienti va avea o
evolutie nefavorabild, Tnsa exista pacienti aparent fara factori de prognostic negativi,
care cad prada bolii. Din aceasta cauza, LAL la copii este inca o boala intens studiata.

In plus, existd modificiri epigenetice, iar in ultimii ani s-a descoperit faptul ci
ARN-urile non-codificante joaca roluri importante, in special microARN-urile. Acestea
conlucreaza in grupuri care regleaza procese la nivel celular in diferite stadii ale
limfopoiezei, cum ar fi supresia tumorald sau promotia tumorala. Drept urmare, in
timpul proliferarii blastilor apar expresii anormale ale unor anumite miR-uri, care ar
putea fi considerate ca o ,semnatura” in leucemia acuta limfoblastici. Modificarea
expresiei are roluri importante in aparitia LAL, rezistenta la terapie si a altor procese,
insa reversia expresiilor ar putea avea rol terapeutic.

Rezultatele acestei teze reprezinta un pas inainte in studierea leucemiei acute
limfoblastice la copiii din Romania, unde nu sunt efectuate suficiente cercetari in aceasta
directie. Este important de mentionat aici faptul ca in Romania exista mari discrepante
in randul populatiei, cum ar fi lipsa de educatie a parintilor, venituri scazute, somaj,
conditii de viata precare (aglomeratie), copii care locuiesc 1n zone rurale izolate, care
pot influenta raspunsul la tratament si supravietuirea pe termen lung.

Cohorta de pacienti a fost diagnosticata in Cluj-Napoca, in cadrul Spitalului Clinic
de Urgenta pentru Copii, Departamentul de Oncologie si Hematologie Pediatrica, unde
se trateazd 7% din cancerele diagnosticate din tara. Pe o perioada de 10 ani, in acest
departament au fost tratati 15.3% de copii cu LAL, fiind al treilea centru din Romania
care a tratat aceasta patologie.

Durata medie de urmarire a pacientilor a fost de 44 luni (3.6 ani), cu extreme intre
4.2 luni si 124.3 luni (10 ani). Motivele pentru aceasta durata medie de urmarire relativ
scurtd ar putea fi: adolescentii sunt redirectionati catre centrele de adulti la implinirea
varstei de 18 ani, alti pacienti au ales spitalele locale pentru urmarire (dupa incheierea
chimioterapiei de intretinere), o parte din pacienti nu s-au mai prezentat pentru
controalele regulate, iar altii fie au recidivat si/sau au fost transplantati in alte centre (in
Romania sau transfrontalier) sau au decedat. Varsta medie la diagnostic a fost de 5.6 ani,
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fiind aliniata cu literatura internationalda. Cea mai frecventa translocatie gasita este
ETV6-RUNX1, dar mai mult de jumatate dintre copii nu a avut prezenta nicio
translocatie. Aceste gene de fuziune nu au fost analizate in detaliu in acest studiuy,
deoarece nu toate au fost disponibile de la Inceputul studiului. Din punct de vedere al
numadrului de leucocite la diagnostic, cei mai multi pacienti au avut sub 20000
leucocite/mm3 (60.1%), fiind recunoscut ca si marker de prognostic pozitiv. Marea
majoritate a pacientilor au avut un raspuns bun la prednison in ziua a 8-a, fiind un
moment cheie din stratificarea in grupe de risc.

Am descoperit cu ajutorul MRD o schimbare importanta a distributiei grupelor de
risc. Inainte de anul 2017, majoritatea copiilor erau alocati MRG (46%), SRG (39%) si
HRG (15%). Dupd anul 2017, doar 7% fiind incadrati in SRG, restul in MRG (57%) si HRG
(36%), deci mai multi pacienti au primit chimioterapie mai intensa. inainte de adoptarea
testarii MRD am observat cd mai multi pacienti au recidivat si/sau au decedat, spre
deosebire de urmatoarea perioadd, incepand din anul 2017, cand mai putini copii au
recidivat/au decedat. Acest fapt subliniaza importanta MRD.

Un aspect important pe care l-am gasit este faptul ca nici unul dintre copiii cu
recidive foarte precoce nu a intrat in a doua remisie completd, drept urmare au decedat,
dar toti pacientii cu recidive tardive au supravietuit datorita obtinerii o a doua remisie
completa, acest lucru fiind confirmat de corelatia statisticd pe care am gasit-o
(p=0.0296).

La analizarea incidentei cazurilor noi/an, scaderea brusca din anul 2016 este
confirmata si de incidentele calculate pe ani. Comparand aceste rezultate cu cele ale
studiului de supravietuire din 2024 a RNOHP am sesizat aceeasi scadere a incidentei si
ca avut loc in toate centrele din Romania, nu numai in cohorta studiata in aceasta teza.
Aceasta scadere ar trebui studiata in profunzime pentru a decela motivele (scaderea ar
putea fi datorata faptului ca mai multi apatinatori au ales sa Inceapa tratamentul in alte
tari si nu au fost investigati niciodata intr-un departament public de hematologie
pediatrica).

Curbele de supravietuire ale cohortei 2011-2015 evidentiaza la 5 ani OS si EFS
identice, probabil din cauza faptului ci toti pacientii cu recidivi au decedat. in cohorta
2016-2020 OSla 5 ani de 77% (59 pacienti) si EFS de 65% (50 pacienti), supravietuirea
globala fiind mai mare 1n aceasta cohorta.

Supravietuirea globala pentru cohorta 2011-2015 este de 75% (56 pacienti), dar
pentru cohorta 2016-2020 am inregistrat o crestere de 2% (59 pacienti). OS la 10 ani,
pentru cele doud cohorte este de 76% (115 pacienti), iar EFS este de 48.3% (73
pacienti).

Pacientii cu mai putin de 25% blasti in aspiratul osteomedular in ziua 15 au avut
OS si EFS mai mare la cinci ani decat cei care au avut MRD <10%, dar adevarata
imbunatatire a ratelor de supravietuire a fost in randul copiilor cu MRD >10%
comparativ cu pacientii cu >25% blasti In aspiratul osteomedular (70% versus 40%).
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Majoritatea pacientilor din cadrul studiului 3 nu a avut factori de prognostic
nefavorabil, insa cu toate acestea 5 copii au recidivat, iar 7 au decedat. Acest lucru
demonstreaza ca exista si alti factori implicati in raspunsul la tratament si
supravietuirea pe termen lung.

Am remarecat faptul ca exista diferente Intre raspunsul la tratament pentru cele 3
miR-uri, cu confidente actuale de intre 96.09 si 99.22. In cazul miR-21 se poate observa
cd mediana expresiei relative pentru cei care au raspuns bine la tratament este mai mare
decat mediana celor care nu au avut un raspuns favorabil. Acest lucru contrazice
actualele descoperiri, ca expresia ridicata se coreleaza cu un raspuns slab la terapia de
inductie (96, 184). In cazul miR-25 mediana pentru cei care au raspuns bine la tratament
este mai mica decat a celor care au raspuns nefavorabil, ceea ce este confirmat de
literatura de specialitate (183). in cazul miR-155 se observi ci mediana expresiei
relative pentru copiii care au raspuns bine la tratament este mult mai mica decat a celor
care au raspuns nefavorabil, acest aspect fiind confirmat de literatura de specialitate
recenta (111).

Am gasit corelatii semnificative din punct de vedere statistic intre supravietuire
si expresia miR-21 si miR-25. Insa valorile R? indici faptul ci existi corelatii pozitive
intre expresia acestora si supravietuire (atunci ciand creste expresia, creste si
supravietuirea). Pentru miR-155 nu am gasit nicio corelatie, dar valoarea R? indica o
relatie invers3, adica atunci cand expresia acestuia creste, scade supravietuirea.

Aceste studii au cateva limitari, cum ar fi numarul relativ mic de pacienti, care a
facut dificila evaluarea a mai multor variabile sau numarul mic de studii la nivel de
centre de Onco-Hematologie Pediatricd, cu care sa imi pot compara datele. Limitarea
studiului 3 este numarul redus de pacienti, fiind nevoie de mai multi copii diagnosticati
cu LAL, pentru a avea o putere statisticd mai mare. De asemenea, am analizat serurile
pacientilor doar la diagnostic, nu si pe parcursul tratamentului, dar acest lucru va fi
studiat in viitor.

Avantajul major al studiului 3 este c3, din cunostintele mele, este primul studiu
realizat in Romania a rolului miR in leucemia acuta limfoblastica la populatia pediatrica.
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7. Concluzii generale

Introducerea testarii MRD a fost un moment cheie in acest studiu, deoarece a
condus la schimbari importante in stratificarea pe grupe de risc. Mai multi pacienti au
fost Impartiti in grupele de risc mediu si 1nalt, care a condus la administrarea
chimioterapiei mai intense si, in unele cazuri, la transplant hematopoietic de celule stem,
ceea ce a rezultat In imbunatatirea supravietuirii globale. Faptul ca niciun pacient cu
recidiva foarte precoce nu a intrat in remisie si a decedat, iar ca toti pacientii cu recidive
tardive au intrat In remisie completa este un detaliu important si merita explorat in
profunzime.

Din rezultatele obtinute, ratele de supravietuire ale copiilor diagnosticati cu LAL
indica o crestere constanta in timp, apropiindu-se de cele din tarile dezvoltate europene.
Supravietuirea a crescut cu 2% in ultimii ani, insa acest studiu s-a desfasurat pana in
anul 2020, dupa acest interval fiind adoptate majoritatea terapiilor inovatoare in
Romania.

Pacientii cu mai putin de 25% blasti in aspiratul osteomedular in ziua 15 au avut
OS si EFS mai mari la cinci ani decat cei care au avut MRD <10%, dar adevarata
imbunatatire a ratelor de supravietuire a fost in randul copiilor cu MRD >10%
comparativ cu pacientii cu >25% blasti In aspiratul osteomedular (70% versus 40%).

Pacientii cu imunofenotip T sau cu numar mare de leucocite la diagnostic au
suferit mai multe evenimente (recidiva, deces), insa toate evenimentele au survenit in
primul an de la diagnostic. De asemenea, in ultimii ani am observat o crestere a
supravietuirii a pacientilor cu imunofenotip T.

In cadrul cohortei analizate exista diferente intre nivelurile de expresie relativi a
miR-25 si miR-155, fiind mai mici pentru copiii care au raspuns la tratament,
hiperexpresia acestora asociindu-se cu un prognostic infaust. Exista corelatii intre
supravietuire, miR-21 si 25, iar miR-155 se coreleaza negativ cu supravietuirea prin
coeficientul de corelatie.
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8. Originalitatea si contributiile inovative ale tezei

Avand 1n vedere faptul ca in Romania exista putine studii facute despre leucemia
acuta limfoblastica la copii, studiile retrospective din aceasta teza reprezinta o analiza
detaliata a LAL dintr-un singur centru din tara. Am aratat faptul ca introducerea testarii
bolii reziduale minime a produs o schimbare in stratificarea in grupe de risc, iar acest
lucru a condus la o crestere a supravietuirii din ultimii ani cu 2%.

De asemenea, analizarea nivelurilor de expresie a miR-21, miR-25 si miR-155
sugereaza ca diferentele de expresie se coreleaza cu supravietuirea. Este primul studiu
de acest fel realizat in Romania pe populatia pediatrica diagnosticata cu leucemie acuta
limfoblastica si are potential de cercetare mult mai detaliat in viitor. De asemenea, faptul
ca aceste miR-uri au putut fi determinate din ser, o metoda mult mai putin dureroass,
spre deosebire de aspiratul osteomedular, au potentialul de a fi considerate adevarate
biopsii lichide.
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