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INTRODUCERE

In ultimii ani intelegerea si modularea micromediului tumoral (MT) a fost obiectivul unui
interes stiintific si clinic intens studiat. Rolurile celulelor imunosupresoare printre care celulele T de
reglementare sau regulatorii (Tregs) si celulele supresoare derivate din celule stem mieloide
(MDSCs) au fost investigate In ceea ce priveste suprimarea raspunsurilor imunitare specifice
tumorilor si stabilirea unui micromediu tumoral imunosupresiv.!

Impactul importantei micromediului tumoral si al Treg-urilor in biologia neoplaziilor
hematologice este reflectat asupra oportunitatilor terapeutice si beneficiilor clinice. Reintegrarea in
mare masurd a raspunsurilor imunitare antitumorale fara afectarea echilibrului normal al celulelor T
homeostatice va duce la beneficii clinice vitale pacientilor hemato-oncologici.

Celulele Treg joaca un rol indispensabil in mentinerea homeostaziei imune si in exercitarea
activitatilor supresive, sistemul imunitar fiind in principal mediat de celule T si B.2 Marea
majoritate a studiilor aratd ca frecventa si functia supresivd a Treg-urilor sunt crescute la
pacientii oncologici in comparatie cu subiectii sdndtosi.* Semnificatia prognosticdi a acestei
subpopulatii celulare este inca o chestiune de dezbatere, deoarece in general Treg-urile prezic
rezultate nefavorabile la pacientii cu cancer, insa unele rapoarte au ardtat cd un numar crescut de
celule T regulatorii se pot asocia cu un prognostic mai bun.3*

Rolul celulelor T in patogeneza leucemiei limfocitare cronice a castigat recent o atentie
deosebita datorita interactiunii constante dintre celulele B neoplazice cu substratul micromediului si
celulele T. Datele din literaturd sugereazd cd interdependenta dintre celulele B leucemice,
componentele extracelulare ale micromediului si celulele T moduleaza cursul clinic al bolii si
fiziopatologia, in principal prin reglarea expansiunii, supravietuirii si diferentierii celulelor B LLC.
Important este si faptul ca aceste interactiuni pot produce modificari calitative si cantitative in ceea
ce priveste numarul, functia si fenotipul celulelor T normale, influentand astfel capacitatea sistemului
imun la pacientii cu LLC.5 Adesea existd un numar relativ mare de celule T regulatorii in
tesuturile limfoide ale pacientilor cu LLC, in acest caz acestea ar putea afecta functia imuna
normala.b

In aceastd lucrare ne vom concentra pe studierea celulelor Treg asociate tumorilor
maligne hematologice in mod deosebit cele asociate leucemiei limfocitare cronice, prin prisma
mecanismelor care stau la baza stabilitatii si supravietuirii lor si a modului prin care acestea nu sunt
identificate de strategiile terapeutice. De asemenea, vom discuta abordarile terapeutice curente care
pot influenta functia Treg si provocarile dezvoltarii de noi strategii care vizeaza in mod selectiv

Treg-urile.



I. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1. MICROMEDIUL CELULEI B DIN LEUCEMIA LIMFOCITARA CRONICA

1.1 Micromediul tumoral descriere

Micromediul tumoral este constituit din o multitudine de factori, cum ar fi celulele
stromale auxiliare, celule T care favorizeaza expansiunea tumorii si rezistenta ei la tratament si
celulele sanguine maligne care se afla intr-o relatie de interdependenta cu semnalele din micromediu.

O ipoteza interesantd si care meritd mentionata, in ceea ce priveste micromediul neoplaziilor
hematologice este cea a lui Jan A. Burger si colaboratorii’ care argumenteaza teoria celor trei
tipare, primul model sustine teoria interconectarii cu reteaua micromediului, cel de-al doilea model
mediul disfunctional, iar ce de-al treilea model descrie o coexistentd amicala si stabild a celulelor

maligne cu micromediul.

1.2 Micromediul leucemiei limfocitare cronice
Leucemia limfocitard cronica este un prototip de boala maligna care nu depinde doar de defectele
genetice intrinseci, ci este sustinutd si prin interactiunile pe care le are cu celulele spectatoare din
nisele micromediului.®!® In multe dintre neoplaziile cu celule B micromediul confera un avantaj in
ceea ce priveste cresterea si supravietuirea prelungiti a celulelor B maligne. In leucemia limfocitara
cronica, se pot puncta trei probleme:
1. daca micromediul favorizeaza dezvoltarea bolii sau progresia ei, sau este implicat in ambele
evenimente
2. 1identificarea si definirea elementelor din micromediu care influenteaza clona maligna si cdile
moleculare relevante
3. clarificarea modului 1n care micromediul afecteazd relatiile, proliferarea celulara si

supravietuirea lor prelungitd.®!?

2. CELULE T DE REGLEMENTARE

2.1 Descrierea celulelor T de reglementare

In ciuda progreselor realizate pand acum, in ceea ce priveste intelegerea modului in care
celulele Treg functioneaza, multe aspecte ale interactiunilor lor cu tumora si alte celule imune sau
non-imune raman obscure. Celulele T regulatorii constituie o sub-populatie de dimensiuni reduse
a celulelor T CD4+, care reprezinta circa 1-4% din limfocitele CD4+ circulante umane.® Celulele

T regulatorii cuprind subseturi de celule cu insusiri distincte atat fenotipice cat si functionale care
5



ajuti la evadarea tumorii din sistemul imunitar gazda. In timpul diferitelor etape de dezvoltare ale
celulelor B, celulele T sunt capabile sa controleze soarta celulei B astfel: o poate distruge, poate sa
promoveze supravietuirea celulei B prin reglarea mecanismelor anti-apoptotice sau poate sa induca

proliferarea acesteia.?

2.2 Celulele T de reglementare si leucemia limfocitara cronica

Anormalitatile care rasar in subseturile de celulele T pot fi asociate cu progresia leucemiei
limfocitare cronice. Astfel un numar crescut de celulele T de memorie CD4 pot sa ajute la atingerea
mai multor aptitudini ale celulelor B LLC, adica mai multe semnale de supravietuire si proliferare.
Prin urmare, intelegerea si descoperirea acestor mecanisme ar putea duce la o imbunatatire asupra
informatiilor de prognostic si abordarilor terapeutice in LLC.5!® In plus, a fost descrisa o corelatie
intre numarul crescut de celule Treg si caracteristicile clinico-biologice si prognosticul negativ in
LLC.31% Procentul de Treg-uri in LLC este foarte variabil, iar atunci cand se ia in calcul numarul
absolut, s-a observat ca numarul de celule Treg este semnificativ crescut in LLC in comparatie cu

donatorii sanatosi.?

2.3 Biomarkerii si micromediul LLC

Desi in primul rand evenimentele genetice initiale sunt considerate responsabile pentru etapa
initiald de transformare neoplazica, totusi dezvoltarea si progresia clonei de LLC se considera a fi
afectate de diversele semnale existente in micromediu care regleaza si promoveaza proliferarea si
supravietuirea celulelor maligne B. In timpul acestor procese, alte anomalii pot si apara dupa
leziunea genetica initiald, iar aceste anomalii noi pot include, de exemplu mutatiile somatice ale TP53
sau cele mai recente NOTCH1, SF3B1, MYDSS si/sau alte leziuni incad neidentificate care permit o
semnalizare mai eficienta prin BCR sau alte cai, sensibilitate crescuta la citokine sau chemokine sau
un trafic mai eficient la locurile anatomice, transformand celulele LLC in celule cu un fenotip
mai agresiv.!1-16

Piatra de temelie 1n ceea ce priveste prognosticul LLC sunt sistemele clinice de stadializare
dezvoltate de Rai si Binet, Tnsd indicatori suplimentari sunt disponibili pentru a preconiza
prognosticul LLC, 1n special in primele etape ale bolii, iar printre acestia se numara markeri serici
(microglobulina B2, timidin kinaza, CD23 solubil), markeri celulari (CD38, ZAP70) si parametrii

genetici care includ anomaliile citogenetice si statusul mutational al genelor IGHV.

3. CONDUITA TERAPEUTICA

3.1 Celulele T de reglementare si terapiile medicamentoase
6



Celulele T de reglementare reprezintd o tintd terapeuticd atractivd in terapia imund
antitumorald. Chimioterapia traditionald si imunoterapiile clinic eficace, nu sunt specifice Treg-urile
dar sunt capabile sd limiteze functia si proliferarea lor. Dezvoltarea terapiilor care moduleaza Treg
intratumorale poate oferi oportunitatea de a identifica mecanisme specifice tumorale in cadrul

micromediului. Un interes deosebit a fost ardtat rezistentei celulelor T de reglementare sau

.....

3.2 Rolul mecanismelor terapeutice asupra celulelor Treg

In LLC tratamentul cu fludarabina, ciclofosfamida, talidomida sau lenalidomida a fost raportat
ca submineaza functia supresiva si diminueaza frecventa celulelor Treg la acesti pacienti, sugerand
ca eficacitatea acestor terapii se poate datora, cel putin partial, efectelor pe care le exercita asupra
Treg-urilor.'”!° Controlul LLC in epoca chimio-imunoterapiei a fost puternic corelat cu calitatea si
profunzimea remisiunii. Insuccesul de a obtine cel putin un raspuns partial dupa tratamentul R-FC,
are un prognostic dezastruos in randul pacientilor, in special la cei care prezinta risc genetic crescut.?’

Tintirea celulelor T regulatorii cu chimioterapie reprezinta o abordare generala si neselectiva,
astfel incat ar fi necesara schimbarea cu o alternativa terapeuticd mai specificd celulelor Treg si

mai precisa.

II. CONTRIBUTIA PERSONALA

1. Obiective generale

Obiectivul acestei lucrari a fost de a aborda acele aspecte esentiale ale functiei celulelor Treg,
care sa ofere o perspectiva asupra importantei celulelor T de reglementare in dezvoltarea leucemiei
limfocitare cronice si a progresului sau. Un alt obiectiv este monitorizarea: activitatii celulelor Treg
umane in LLC, perspectiva utilizarii lor ca biomarkeri de progresie pentru LLC si ca tinte
terapeutice in LLC.

Consider ca tema de cercetare este una de actualitate in Hematologie si cd poate aduce
informatii utile in adoptarea strategiei terapeutice individualizate si in stratificarea pacientilor pe
categorii de risc.

Obiectivele acestui studiu analitic au fost reprezentate de urmatoarele:

* Analiza unui lot de pacienti diagnosticati cu LLC, pe baza unui algoritm de diagnostic ce
include parametri clinici, biologici, morfologici, imunofenotipici, imunohistochimici si
genetici

= Tipul studiului: caz-martor

» Identificarea markerilor bioumorali si genetici cu valoare prognostica in LLC
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= Stratificarea pacientilor cu LLC pe categorii de risc, in functie de factorii de prognostic

= Stabilirea rolului factorilor de prognostic in aprecierea evolutiei clinice a bolii

= Stabilirea rolului biomarkerilor in estimarea raspunsului la tratament

= Compararea semnificatiilor prognostice a markerilor identificati (singuri sau in diverse
combinatii)

= Prin coroborarea markerilor de prognostic s-ar putea Incerca elaborarea unui sistem de scor
prognostic, care sa poata fi aplicat cu usurinta tuturor pacientilor cu LLC si care sd permitd o
estimare cit mai corectd privind modul de evolutie a bolii, tipul de raspuns la tratament, dar

si atitudinea terapeuticd optima.

2. Materiale si metode
2.1. Tipul studiului

Studiile de tip caz-martor, au fost efectuate pe doud loturi de pacienti care au cuprins 51 de
pacienti, respectiv 28 de pacienti, diagnosticati cu Leucemie Limfocitara Cronica (conform criteriilor
iwCLL 2008: limfocite B atipice CD5+, cu fenotip de LLC, > 5.000/uL), aflati in evidenta Clinicii
de Hematologie a Spitalului Universitar de Urgenta Bucuresti, In perioada octombrie 2013—
noiembrie 2019.

In cadrul celor doua studii, pacientii au fost evaluati clinic si paraclinic atit la momentul
diagnosticului, dar si in dinamica, dupa tratamentul specific, pana la momentul incheierii studiului,
deces sau pierderea din evidenta.

O abordare complexd si completd a pacientului a fost necesard pentru stabilirea
diagnosticului care a inglobat examinarea clinica, evaluarea parametrilor biologici, analiza
flowcitometrica si teste de biologie moleculara.

Pentru ambele loturi de pacienti, analiza citogenetica efectuata prin tehnica conventionala dar

si prin tehnica FISH a fost realizata si aduce informatii prognostice importante.

2.2. Criterii de includere

Criteriile de includere in studiu pentru pacientii cu LLC au fost:

= Varsta pacientilor > 18 ani

* Consimtamantul informat al pacientului

= Accesul la istoricul medical al pacientului

= Hemograma de la momentul diagnosticului si la momentul inrolarii in doctorat

* Analiza imunofenotipicd pentru confirmarea diagnosticului de LLC si aprecierea
markerilor de prognostic (ZAP-70, CD38) pe platformele Beckman Coulter FC500 si
CytoFlex



= Analiza imunofenotipica a celulelor T de reglementare: FoxP3, subseturile limfocitare T

= Analiza citogeneticd conventionala sau prin tehnica FISH

2.3. Criteriile de excludere
Criteriile de excludere din studiu au fost:
= Prezenta altor cauze non-neoplazice responsabile de aparitia unor anomalii hematologice
asemandtoare: infectii, afectiuni inflamatorii etc.
= Refuzul pacientului de a fi inclus in studiu si monitorizat in dinamica
= Pacientii cu alte sindroame limfoproliferative cronice decat LLC, cu exceptia Limfomului

limfocitic cu celuld mica (SLL) conform clasificarilor REAL si WHO.

2.4. Protocolul de studiu

Pentru fiecare caz studiat s-a intocmit o fisd de urmarire, apoi s-a Intocmit o baza de date in
Excel care a cuprins 1n jur de 50 de variabile. Am analizat un lot de pacienti diagnosticati cu LLC, la
care am studiat prin imunofenotipare celule T de reglementare si subseturile T.

Protocolul de studiu a inclus mai multe etape de evaluare:

1. Datele de identificare a pacientului (sex, varsta) — informatii preluate anamnestic si din foaia
de observatie ale pacientilor spitalizati.

2. Anamneza si examenul clinic — din anamneza au fost retinute motivele internarii sau prezentarii
in Clinica de Hematologie, antecedentele personale patologice, modalitatea de debut a bolii,
simptomatologia la debut. La examenul clinic s-au urmdrit: prezenta adenopatiilor, a
organomegaliei (splenomegalie, hepatomegalie), prezenta sau absenta simptomatologiei de tip B.

3. Istoric de tratament chimioterapic: pacienti fara expunere la chimioterapie anterior introducerii
in studiu (pacienti netratati) si cel putin o linie de chimioterapie la momentul inrolarii (pacienti
tratati)

4. Parametri biologici — analize uzuale de laborator (hemoleucograma completa), receptorul solubil
de IL-2 lucrat la un laborator privat prin metoda CLIA.

5. Imunofenotiparea leucocitelor din singele periferic

In studiu imunofenotiparea pentru diagnostic a fost efectuati la toti pacientii, utilizand un
flowcitometru cu 4 culori BD FACS Calibur(Cell QuestSoftware), produs de Becton Dikinson,

dotat cu doua lasere.

3. Prelucrarea statistica a datelor
Baza de date a fost intocmitd pe baza fiselor efectuate pentru fiecare pacient in parte, cu

introducerea datelor clinice, biologice si paraclinice ca variabile. Datele colectate au fost prelucrate
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si interpretarea statisticd a datelor obtinute a fost realizata cu ajutorul Microsoft Office Excel pentru
Windows 2007, SPSS (Statistical Program for Social Sciences) versiunea 21.0 pentru Windows,

Epilnfo 3.5.1. O valoare p<0.05 a fost consideratd relevanta statistic.

4.ANALIZA GENERALA A LOTULUI DE PACIENTI STUDIATI

4.1. Aspecte clinice generale
4.1.1 Sex

Analizand distributia pe sex a lotului, s-a remarcat o preponderenta a sexului masculin 67%
(34 cazuri), fatd de 33% (17 cazuri) de sex feminin, raportul M/F este de 2, date similare cu cele

raportate in literatura de specialitate, in care sex ratio M/F este de aproximativ 1,5.21(figura 1)

33% e

s
F

67%

Figura 1: Reprezentarea graficd a distributiei pe sexe

4.1.2. Varsta

Pacientii inclusi in studiu, indiferent de stadiul bolii la momentul inrolarii in studiu, au avut o
varsta medie de 65 de ani. Cea mai micd prevalenta s-a inregistrat in randul pacientilor tineri, cu
varsta sub 50 ani, cunoscut fiind faptul ca LLC este o boala a varstnicului. Varsta minima la inrolare

a fost de 39 ani, iar cea maxima de 90 ani.

4.1.3. Stadializare

Analizand distributia conform stadializarii Rai a pacientilor din lot la momentul inrolarii in
studiu, s-a remarcat o preponderentd a stadiului 0 Rai - 30%(15 cazuri) si a stadiului 4 Rai- 26% (13
cazuri) (figura 2). Stadiul 0 Rai are o abordare terapeutica de tipul ,,watch and wait” spre deosebire

de stadiul IV Rai care prezinta indicatie terapeutica obligatorie.



Stadiul Rai la inrolare in
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Figura 2: Reprezentare grafica stadializare Rai, la inrolarea in studiu.

4.1.4 Deces

Din numadrul total de pacienti diagnosticati cu LLC, un singur pacient a decedat pana la
incheierea studiului. Cauza decesului a fost progresia de boala, pacientul avand o evolutie a bolii de

6 ani, de la momentul diagnosticului.

4.2. Aspecte clinice particulare
Rolurile varstei si ale sexului si relatia lor cu alti factori de prognostic au fost studiate la cei 51 de

pacienti cu LLC.
4.2.1 Distributia lotului de pacienti in functie de sex, stadiul Rai si varsta

La momentul diagnosticului predomind stadiile Rai incipiente (0,1,2) cu o preponderentd a
sexului masculin pentru aceste forme incipiente insd fard semnificatie statistica.

4.2.2 Distributia lotului in functie de varsti comparativ cu stadiul Rai si grupa de risc

O serie de factori de prognostic influenteaza supravietuirea in LLC, iar varsta poate fi
importanta In prezicerea prognosticului, cursul LLC fiind mai agresiv la pacientii tineri. Acest
studiu a Incercat sa evalueze si puterea de prognostic a varstei si sexului Tn LLC si relatia cu ceilalti

factori de prognostic.
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Figura 3. Reprezentare grafica varsta medie versus stadiul Rai la momentul diagnosticului

Se poate observa cd mediana de varsta in lotul de pacienti pentru stadiul 0 Rai este 69 ani,
pentru stadiul I Rai este 65 ani, pentru stadiul II Rai este 65 ani, pentru III Rai este de 78 ani, iar

pentru stadiul IV Rai este de 58 ani (figura 3).

4.2.3 Aspecte terapeutice

Figura 4. Reprezentare grafica distributie in functie de tipul de chimioterapie administrat

Dintre pacientii inrolati in studiu si care au urmat tratament chimioterapic, majoritatea au primit
chimioterapie conform protocolului R-FC/FC care reprezintd standardul de aur in tratamentul LLC
la pacientii fit, urmat de cure de tip R-CVP/CVP care se adreseaza pacientilor care prezinta risc la
tratamentul cu Fludarabind datoritd comorbiditétilor sau varstei Tnaintate. A treia categorie utilizatd
este R-Leukeran care se adreseaza pacientilor varstnici. Toate celelalte linii terapeutice se adreseaza

formelor chimiorezistente sau refractare.(figura 4)

4.2.2 Factorii de prognostic actuali
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Figura 5. Reprezentarea grafica a lotului de pacienti in functie de statusul IGHV

Analizand distributia lotului de pacienti in functie de statusul IGHV, s-a remarcat o prepon-
derentd a statusului IGHV nonmutant 45% (23 cazuri), fatd de 33% (17 cazuri) status IGHV mutant.
(figura 5) Conform literaturii pacientii cu LLC fara mutatie in genele IGHV prezinta un prognostic

clinic mai nefavorabil.?2

Deletia TP53

= detectata

W nedetectata

Figura 6. Distril;ui,:ie in fl_lncgie de_mutagia TP53

Conform literaturii de specialitate pacientii cu LLC cu detectiei TP53 sau/si del 17p prezinta
un prognostic clinic nefavorabil si sunt refractari la chimioterapie.?? Analizand distributia lotului nos-
tru de pacienti In functie de mutatia TP53, s-a observat ca 10% dintre pacientii cu LLC au prezentat

deletia TP53, iar restul de 90% au fost negativi. (figura 6)

100% -
80% -
60% N
M pozitiv
40% 1 W negativ

20% -

0% -
Std0 Std1 Std2 Std3 Std 4

Figura 7. Distributie in functie de stadiul Rai si de markerul de prognostic CD38
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Este cunoscut faptul ca markerul CD38 reprezintd un factor de prognostic negativ prin riscul
de progresie. In urma analizei sublotului de 24 de pacienti la care s-a lucrat CD38, stadializarea Rai
la momentul inroldrii pacientilor in studiu nu reprezintd un factor de prognostic care sa se coreleze

cu nivelul expresiei CD38. (figura 7)

5. STUDIUL 1

Ipoteza de lucru: In primul studiu care a inclus un lot de 51 de pacienti diagnosticati cu LLC si un
grup de control format din 10 indivizi sdndtosi, am vizat sa cercetdm si s analizdm corelatiile dintre

celulele T regulatorii si receptorul solubil de IL-2, statusul IGVH, stadiul Rai si liniile terapeutice.

5.1 Evaluarea celulelor T de reglementare caracterizate prin expresia CD2Shigh corelatie

cu valorile IL-2, status IGVH, stadiul Rai si linii terapeutice

- -
maer paciant
Lot

Figura 8. Reprezentare grafica comparatie valoare Th CD25 high intre lotul martor si lotul de
pacienti
In urma comparatiei valorilor expresiei CD25high a celulelor T de reglementare, intre lotul
de pacienti cu LLC si grupul de control, nu s-au remarcat diferente care sa fie semnificativ statistic,

cel mai probabil datoritd dimensiunii restrinse a grupului de pacienti cu LLC.(figura 8)**

REC.SOL K2

10005 ‘

2000} =
|
Pracoce

Avarsat
Stadiu_preccce_avasat

Figura 9. Reprezentare grafica corelatie Intre receptorul solubil de IL-2 si stadiul Rai

precoce/avansat la inrolare in studiu
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Nivelul seric IL-2, in functie de clasificarea Rai, nu este factor de prognostic negativ per total
dar la subimpartirea pe grupe de risc precoce versus avansat (figura 9) tinde s se contureze o valoare
care sa fie semnificativa statistic (p=0.0577), care ar Insemna ca in stadiul Rai avansat valoarea IL-2
este crescuta fatd de stadiul Rai precoce, iar IL-2 ar putea sa fie considerata factor de prognostic, in

concordanta cu datele publicate in literatura. 24

5.2 Evaluarea celulelor T de reglementare caracterizate prin expresia FoxP3, Helios corelatie

cu stadiul Rai linii terapeutice si status IGVH

marios paciant
Lat

Figura 10. Reprezentare grafica a expresiei FoxP3 Helios (valoare procentuald) comparatie lot

martor si lot de pacienti

Din punctul de vedere al strategiei de identificare Treg prin expresia FoxP3/Helios, se
observd o diferenta in ceea ce priveste valorile procentuale intre lotul de pacienti si lotul martor
aproape de limita semnificativa statistic (p=0.0671), (figura 10) care s-ar suprapune cu datele din
literatura'”1%25, cel mai probabil o crestere a dimensiunilor loturilor ar indeparta dubiile privind
corelatia statistica. Aceasta posibila corelatie statistica ar putea putea sa indice ca frecventa Treg este
inalt crescutd in lotul de pacienti cu LLC in comparatie cu grupul de control sanitos. Insa din punct

de vedere al valorilor absolute nu se observa nici o corelatie.

) - |
7 | |
Avanaat Pracoce
Stadiu_precoce_avasat

Figura 11. Reprezentare grafica valori Treg FoxP3/Helios (valoare procentuald) corelatie cu stadiul

Rai precoce/avansat
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Din punct de vedere al valorilor procentuale al celulelor Treg cu expresie FoxP3/Helios, cu
toate cd nu se observd o corelatie cu stadializarea Rai generald, la subclasificarea in stadiile
precoce/avansat se observa o diferentd semnificativd statistic in favoarea formelor avansate
(p=0.0156) (figura 11), fapt confirmat si de literatura de specialitate care mentioneaza o crestere

progresiva a celulelor Treg in stadiile avansate de boala. 171925

5.3 Evaluarea celulelor T de reglementare carcaterizate prin expresia fenotipica

CD4+CD39+, corelatie cu stadiul Rai si terapie

Th FoxiHelios

O Observed
20007 — Linear

1500+

10007

s o ® O

o

T T T T
100 200 300 400 500
T CD3g+

Figura 12. Reprezentare graficd a corelatiei dintre markerul CD39 si expresia FoxP3 1in lotul de

studiu (lot pacienti cu LLC si lot martor)

La nivelul intregului lot de studiu (51 pacienti cu LLC si 10 martori), s-a realizat analiza
comparativa intre valoarea absoluta CD39 si valoarea absolutd FoxP3 (figura 12) si a fost gésita o
corelatie semnificativa statistic intre cei doi markeri care variaza in mod direct proportional, indicele
Spearman's rho este 0.358, astfel incat corelatia nu este puternicd, cel mai probabil datoritd
dimensiunii lotului.

Avand in vedere cd CD39 conform datelor din literaturd 26 este reprezentativ pentru subsetul
de celule Treg de memorie efectoare, o explicatie a acestei corelatii statistice ar putea fi urmatoarea:
celule Treg sunt determinate prin intermediul expresiei Foxp3/Helios, iar markerul CD39 ar putea
functiona ca un marker surogat in ceea ce priveste identificarea Treg-urilor mai precis celulele Treg

efectoare de memorie.

Tabel 1. Celulele Treg caracterizate prin expresia markerului CD39 (valoare procentuald) corelatie

cu stadiul Rai precoce/avansat in lotul de pacienti cu LLC

| |Obs| Total | Media |Varianta| Dev Std |
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Avansat 17 74.7897 43994 |110.0493| 10.4904
Precoce 34 22.8113 0.6709 0.5647 0.7515
Minim 25% Mediana 75% Maxim Dominanta
Avansat 0.1005 0.2391 0.8994 3.2224 442181 0.1005
Precoce 0.0633 0.2551 0.4418 0.7191 3.5770 0.0633

Testul Mann-Whitney/Wilcoxon (Testul Kruskal-Wallis pentru doua populatii)

Kruskal-Wallis H (echivalent cu Chi patrat) = 3.3793
Grad de libertate = 1
Valoare P = 0.0660
E=
.

r——

Avansat Pracoce

Stadiu_precoce_avasat

Figura 13. Reprezentare grafica a expresiei markerului CD39 (valoare procentuald) corelatie cu

stadiul Rai precoce/avansat in lotul de pacienti cu LLC

Dupa cum se observa in tabelul 1, exista o crestere semnificativa statistic (p=0.0660) (figura
13) a valorilor procentuale ale markerului CD39, pentru grupa de risc Rai forma avansata, in
conformitate cu datele din literaturd care mentioneaza o crestere progresiva a valorii markerului
CD39 in stadiile avansate de LLC.?7 Insa, din punct de vedere al valorilor absolute ale markerului
CD39 nu se observa o corelatie cu stadializarea Rai la subclasificarea in stadiile precoce/avansat.
Acest lucru ar putea avea o insemnatate in evolutia leucemiei limfocitare cronice, prin utilizarea
markerul CD39 ca un posibil factor de prognostic, insad aceasta ipoteza necesitd o aprofundare a

studiului.

5.4 Evaluarea celulelor de reglementare T (Treg) prin prisma populatiei limfocitare T CD4 si
CD8
Tabel 2. Mediana populatiei limfocitare T CD4+ (valoare absoluta) — analiza comparativa intre lotul

martor si lotul de pacienti cu LLC

Obs Total Media Varianta Dev Std
martor | 10 76417.0000 | 7641.7000 | 29882520.6778 5466.4907
pacient | 51 | 259140.0000 | 5081.1765 | 41857670.9882 6469.7505
Minim 25% Mediana 75% Maxim Dominanta
martor | 1376.0000 | 4048.0000 | 6084.5000 9749.0000 17228.0000 1376.0000
pacient 545.0000 1863.0000 | 3307.0000 5967.0000 42650.0000 545.0000

Testul Mann-Whitney/Wilcoxon (Testul Kruskal-Wallis pentru doua populatii)
Kruskal-Wallis H (echivalent cu Chi patrat) =

17

3.6448




Grad de libertate =

Valoare P =

0.0562

martor

Lot

pacient

Figura 14. Reprezentare grafica populatia limfocitara T CD4 (valoare absolutd) lot martor versus

lot pacient

Tabel 3. Mediana populatiei limfocitare T CD4+ (valoare procentuald) — analiza comparativa intre

lotul martor si lotul de pacienti cu LLC

Obs Total Media Varianta Dev Std
martor | 10 617.6973 | 61.7697 121.3707 11.0168
pacient | 51 |2685.5414| 52.6577 191.3510 13.8330
Minim 25% Mediana 75% Maxim Dominanta
martor 40.1587 54.1845 62.1436 69.7208 75.6295 40.1587
pacient 24.5176 42.9238 52.0348 58.7743 88.9264 24.5176

Testul Mann-Whitney/Wilcoxon (Testul Kruskal-Wallis pentru doua populatii)

Kruskal-Wallis H (echivalent cu Chi patrat) = 4.6759
Grad de libertate = 1
Valoare P = 0.0306

a0
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=
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martor

Figura 15. Reprezentare grafica populatia limfocitara T CD4 (valoare procentuald) lot martor
versus lot pacient
Dupa cum se poate observa in tabelul 2, 3 si figurile 14 si 15, oligoclonalitatea pare sa fie
substantial mai frecventa in populatiile de celule T CD4+ ale pacientilor cu LLC, decat in grupul de

control, fapt care a fost corelat cu un stadiul de boald mai avansat in literatura de specialitate.?®
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Aceasta constatare obiectiveazd faptul ca celulele T CD4+ sunt crescute in sangele periferic al

pacientilor cu LLC.

Tabel 4. Mediana populatiei limfocitare T CD8+ (valoare absoluta) — analiza comparativa intre lotul

martor si lotul de pacienti cu LLC

Obs Total Media Varianta Dev Std

martor | 10 43539.0000 4353.9000 | 6385632.9889 2526.9810

pacient| 51 | 202074.0000 | 3962.2353 | 10418530.5035 3227.7749

Minim 25% Mediana 75% Maxim Dominanta

martor | 918.0000 1923.0000 | 4866.0000 6032.0000 7883.0000 918.0000

pacient | 290.0000 1877.0000 | 3470.0000 5199.0000 18603.0000 290.0000
Testul Mann-Whitney/Wilcoxon (Testul Kruskal-Wallis pentru doua populatii)

Kruskal-Wallis H (echivalent cu Chi patrat) = .6380
Grad de libertate = 1
Valoare P = 0.4245

Tabel 5. Mediana populatiei limfocitare T CD8+ (valoare procentuald) — analizd comparativa intre

lotul martor si lotul de pacienti cu LLC

Obs Total Media Varianta Dev Std
martor | 10 382.3027 38.2303 121.3707 11.0168
pacient | 51 | 2414.4586 47.3423 191.3510 13.8330

Minim 25% Mediana 75% Maxim Dominanta
martor 24.3705 30.2792 37.8564 45.8155 59.8413 24.3705
pacient 11.0736 41.2257 47.9652 57.0762 75.4824 11.0736
Testul Mann-Whitney/Wilcoxon (Testul Kruskal-Wallis pentru doua populatii)
Kruskal-Wallis H (echivalent cu Chi patrat) = 4.6759
Grad de libertate = 1
Valoare P = 0.0306

ﬁgé .
é
8

Figura 16. Reprezentare grafica populatia limfocitarda T CD8 (valoare procentuald) lot martor
versus lot pacient
Acelasi lucru se remarca si in privinta oligoclonalitatii in populatiile de celule T CD8+, cel
putin din punct de vedere al valorii procentuale pare sa fie mai frecventa in grupul pacientilor cu LLC,

decat in grupul de control. (tabelul 4,5 si figura 16)
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Tabel 6. Raport populatie limfocitard T CD4/CD8 lot martor versus lot pacient

Obs Total Media Varianta Dev Std
martor 10 18.1607 1.8161 .6446 .8029
pacient 51 74.0282 1.4515 1.8773 1.3702
Minim 25% Mediana 75% Maxim Dominanta
martor 0.6711 1.1827 1.6502 2.3026 3.1033 0.6711
pacient 0.3248 0.7520 1.0848 1.4257 8.0305 0.3248

Testul Mann-Whitney/Wilcoxon (Testul Kruskal-Wallis pentru doua populatii)

Kruskal-Wallis H (echivalent cu Chi patrat) = 4.6759
Grad de libertate = 1
Valoare P = 0.0306
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Figura 17. Reprezentare graficd raport populatie limfocitara T CD4/CD8 lot martor versus lot

pacient

Raportul populatiei limfocitare T CD4/CD8 (tabel 6, figura 17) este scazut in cadrul cazurilor
de LLC (p=0.0306), cu raport inversat pentru 19% din cazuri, fapt confirmat si de datele din litera-
turd.?® Cazurile de LLC care prezinta raport inversat se asociaza cu prognostic nefavorabil.

Aceastda modificare de raport se realizeaza prin scaderea procentuald a compartimentului CD4
(p=0.0306) si cresterea CD8 (p=0.0306) (tabel 6). Prin urmare se identifica o crestere a activitatii
citotoxice, CD8, confirmata de asemenea si de activarea antitumorala CD39 in grupul pacientilor cu
LLC. Aceasta populatie de celule T potential citotoxice ar putea sa contribuie la supravietuirea celu-
lelor tumorale leucemice cat si la starea de imunodeficienta frecvent observata la pacientii cu LLC.

Aceste date documenteaza alterari profunde in ceea ce priveste repertoriul de celule T al
pacientilor cu leucemie limfocitara cronicd si indica importanta rolului populatiei de celule T

clonale in patogeneza acestei boli.

Tabel 7. Raportul populatiei limfocitare T CD4/CDS8 a lotului de pacienti cu LLC corelatie cu
stadiul Rai

Obs Total Media Varianta Dev Std
0 15 25.2364 1.6824 3.4379 1.8541
1 7 7.4882 1.0697 1374 3707
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2 12 12.0281 1.0023 5126 7160

3 3 10.8698 3.6233 5.2622 2.2940

4 14 18.4058 1.3147 1766 .8813

Minim 25% Mediana 75% Maxim Dominanta

0 0.4836 0.8651 1.1517 1.6978 8.0305 0.4836
1 0.5757 0.7231 1.2610 1.4160 1.4466 0.5757
2 0.3248 0.6282 0.8390 1.0512 3.1300 0.3248
3 1.2530 1.2530 3.7842 5.8325 5.8325 1.2530
4 0.6056 0.7844 0.9852 1.5700 3.7724 0.6056

Testul Mann-Whitney/Wilcoxon (Testul Kruskal-Wallis pentru doua populatii)

Kruskal-Wallis H (echivalent cu Chi patrat) = 7.5154
Grad de libertate = 4
Valoare P = 0.1110

Tabel 8. Raportul populatiei limfocitare T CD4/CDS8 a lotului de pacienti cu LLC corelatie cu
stadiul Rai precoce/avansat

Obs Total Media | Varianta Dev Std
Avansat | 17 29.2755 1.7221 2.1117 1.4532
Precoce | 34 44.7526 1.3163 1.7640 1.3282
Minim 25% Mediana 75% Maxim Dominanta
Avansat 0.6056 0.8078 1.1398 1.6929 5.8325 0.6056
Precoce 0.3248 0.7509 0.9725 1.3149 8.0305 0.3248

Testul Mann-Whitney/Wilcoxon (Testul Kruskal-Wallis pentru doua populatii)

Kruskal-Wallis H (echivalent cu Chi patrat) = 9981
Grad de libertate = 1
Valoare P = 0.3178

Raportul populatiei limfocitare T CD4/CD8 este scazut in lotul de pacienti cu LLC si in 19%
din cazuri este inversat, iar acest raport inversat ar trebui sa se asocieze cu un prognostic nefavorabil,
cu un stadiu Rai avansat conform literaturii de specialiate®. Insi in lotul de studiu, nu se regiseste
aceasta corelatie cu stadializarea Rai, fie ca este analizata la toate stadiile Rai (tabel 7) sau doar la
formele avansat si precoce (tabel 8). La baza acestei necorelatii ar putea sta dimensiunea redusd a
lotului de pacienti si faptul ca majoritatea pacientilor cu LLC apartineau unei stadializari Rai de rang

mic. (0,,IT)

6. STUDIUL 2

Ipoteza de lucru: in cel de-al doilea studiu care a inclus un lot de 28 de pacienti diagnosticati
cu LLC si un grup de control format din 17 indivizi sandtosi, am vizat sa cercetdm si sa analizim
subseturile functionale T, atat din prisma valoriilor absolute cat si procentuale. De asemenea, au
fost observate si corelatiile dintre subseturile limfocitare T si statusul IGVH, stadiul Rai si liniile

terapeutice.
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6.1 Evaluarea subseturilor limfocitare T functionale

In ceea ce priveste populatia limfocitara de celule T cu functie de memorie efectoare, prin
compararea lotului martor cu lotul de pacienti cu LLC, nu s-a observat nici o diferentd semnificativa
statistic, nici din punct de vedere al valorii absolute sau procentuale.

Aceeasi constatare o putem observa si in ceea ce priveste populatia limfocitard de
celule T cu functie de memorie centrald, prin compararea lotului martor cu lotul de pacienti cu
LLC, nus-a observat nici o diferentd semnificativa statistic, nici din punct de vedere al valorii
absolute sau procentuale.

Celulele T cu functie de memorie centrald au rol in imunitatea de lunga durata, iar in lotul

nostru de pacienti cu LLC aceasta functie nu pare sa fie afectata.
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Figura 18. Reprezentare grafica populatia limfocitara T CD4+ cu functie efectoare (valoare

procentuald) lot martor versus lot pacient

In schimb, in urma analizei comparative intre lotul de pacienti cu LLC si lotul martor, al
populatiei limfocitare T cu functie efectoare s-a putut observa o diferentd semnificativa statistic, atat
prin prisma valorii procentuale cat si a valorii absolute. (figura 18). Aceastd diferenta statistica, aduce
in prim plan o scadere a compartimentului de limfocite T efectoare, in detrimentul grupului de
pacienti cu leucemie limfocitara cronicd. Reducerea numarului de celule T activate poate indica o

reducere a starii de imuno-competenta a pacientului cu LLC.
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Figura 19. Reprezentare graficd a populatiei limfocitare T CD4+ naive (valoare procentuald) lot
martor versus lot pacient

Analiza efectuatd pe compartimentul celulelor T naive aratd o scddere importantd 1in

compartimentul celulelor T naive in lotul de pacienti cu LLC comparativ cu grupul de control.(figura

19). Celulele T naive sunt celule precursoare ale subseturilor de limfocite T efectoare si de memorie.

Diminuarea acestui compartiment poate sd aiba multiple cauze precum absenta sau afectarea

reconstruirii celulelor T sau prejudicierea productiei timice.

Tabel 9. Centralizarea valorilor P obtinute prin evaluarea subseturile limfocitare T

Valoarea p CD4+ (C-/-) | CD4+ (C+/-) | CD4 (C-/+ ) cu | CD4 (C+H/+)
subseturi T cu functie de | cu functie de | functie efectoare | Naive
memorie memorie
efectoare centrala
Numar absolut 0.1979 0.1434 0.0002 0.0000
Numar procentual | 0.1899 0.6065 0.0131 0.0017

In cadrul subseturilor T functionale, se observid o scidere a valorilor absolute si numerice
pentru segmentele de populatie limfocitard T naive si limfocite T cu functie efectoare. (tabel 9).
Celulele limfocitare T naive sunt predominante la nastere si numarul lor scade treptat dupa
pubertate.3! Datorita scaderii numarului de celule T naive o datd cu inaintarea in varsta, la persoanele
varstnice vom avea numadr scdzut de celule T naive, posibila explicatie pentru depletia
compartimentului de celule T observata in lotul nostru de LLC ar putea fi chiar varsta pacientilor
(mediana de varsta fiind 65 ani), leucemia limfocitarda cronica fiind predominant o boala a

varstnicului.

6.2 Studierea unei corelatii intre subseturile limfocitare T functionale si stadiul Rai

Tabel 10. Centralizarea valorilor P obtinute prin evaluarea subseturilor limfocitare T in functie de

stadiul Rai si stadiul precoce/avansat
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Raport subseturi T | CD4+ C-/- | CD4+ C+/- | CD4 C-/+ | CD4 C+/+ Naive
de memorie | de memorie | efectoare
efectoare centrald

Stadiul Rai

Numar absolut 0.3906 0.3071 0.4104 0.3535

Numar procentual | 0.2759 0.2866 0.3525 0.6482

Stadiu precoce/avansat

Numar absolut 0.4456 0.1544 0.3091 0.0933

Numar procentual | 0.0419 0.0599 0.4158 0.2855

In tabelul 10, am centralizat datele obtinute si am concluzionat ci comparativ cu evaluarea ge-
nerald a subseturilor T fatd de populatia normald, unde se observa o depletie a sectorului precoce
nefunctional sau efector (T naive, T efectoare), la evaluarea in functie de stadializarea Rai generali-
zatd nu s-a observat nici o modificare semnificativ statistica. Insi la evaluarea pe grupe de risc (stadiu
avansat, stadiu precoce) s-a observat un aspect in oglinda, respectiv corelatii semnificativ statistice
sau la limitd pentru segmentul de memorie centrala de lungd durata si cel de memorie efectoare
(celule T de memorie efectoare, celule T de memorie centrald) prin cresterea valorilor procentuale in

stadiile avansate, care se asociaza cu o incarcatura tumorald crescuta.

6.3 Studierea unei corelatii intre subseturile limfocitare T functionale si conduita terapeutica

Tabel 11. Centralizarea valorilor P obtinute din evaluarea subseturilor T functionale in functie de

expunerea la chimioterapie.

CD4 C-/- CD4 C+/- cu CD4 C-/+ CDh4
Raport subseturi | cu functie de functie de cu functie | C+/+
T memorie efectoare | memorie centrald | efectoare Naive
Expunere la chimioterapie naivi versus tratati
Numar absolut 0.1468 0.3332 0.1892 0.0322
Numar procentual 0.0287 0.5340 0.1020 0.0688

In functie de expunerea la chimioterapie, se observi o crestere a celulelor T CD4 cu functie de
memorie efectoare in lotul de pacienti cu LLC care au fost tratati Tnsa fara o crestere a segmentului
de celule T cu functie efectoare (tabel 11). Aceasta concluzie este superpozabild cu o alta
concluzie pe care o putem regasii in aceastd lucrare si anume ca limfocitele T CD4+ cu functie de
memorie efectoare se regasesc in numar crescut in stadiul avansat de boala, comparativ cu stadiul
precoce, explicatia cea mai plauzibila fiind cd in stadiul avansat de boala, pacienti primesc chi-

mioterapie.
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Celulele T cu functie de memorie centralda raméan neafectate, insa se remarcd o slaba semni-
ficatie statisticd pentru segmentul naiv, celulele T naive regadsindu-se in numar scazut in lotul de
pacienti tratati cu chimioterapie comparativ cu lotul de pacienti cu LLC netratati.

Cel mai probabil am putea afirma cd existd o tentativd de activare a imunitatii celulare prin
cresterea potentialului de recrutare ( celule T CD4 naive si CD4 de memorie efectoare), dar

farda o crestere a celulelor efectorii. (care sunt distruse fie prin consum sau supresie).

Tabel 12. Centralizarea valorilor P obtinute din evaluarea subseturilor T functionale in functie
de numarul de linii terapeutice

Raport subseturi T CD4+ C-/- | CD4+ C+/-| CD4 C-/+ cu | CD4 C++
cu functie | cu functie de | functie efec- | Naive

de memorie | memorie cen- | toare
efectoare trala

Expunere chimioterapie naivi/tratati

Numar absolut 0.1468 0.3332 0.1892 0.0322
Numar procentual 0.0287 0.5340 0.1020 0.0688
Numar linii terapeutice

Numadr absolut 0.1728 0.2542 0.3439 0.3132
Numar procentual (0.2332 0.5651 0.4537 0.4273

Observand tendinta de slaba corelatie statistica pentru segmentul de limfocite T CD4 naive,

dicamentoase prin cumularea liniilor terapeutice (tabel 12). Insd, in urma acestei evaluari se observa
o indepartare si mai mare de limita semnificativa statistic, prin urmare numarul de linii de chimio-

terapie cumulate, nu influenteaza compartimentul functional al limfocitelor T.
6.4 Studierea unei corelatii intre subseturile limfocitare T functionale si statusul IGHV

Tabel 13. Centralizarea valorilor P obtinute din evaluarea subseturilor T functionale 1n functie de

statusul IGHV mutant/nonmutant

Raport subseturi T | CD4+ C-/- cu | CD4+ C+/-| CD4 C-/+ cu | CD4 C+/+
functie de memo- | cu functie de | functie efec- | Naive

rie efectoare memorie cen- | toare
trala

Comparatie cu status IGHV mutant/nonmutant
Numar absolut 0.3321 0.7369 0.8229 0.0622
Numar procentual | 0.5506 0.6544 1 0.0622
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In cazul evaluarii subpopulatilor limfocitare T in functie de statusul IGHV (tabel 13), se
observd o slaba corelare a valorilor procentuale si absolute a celulelor T CD4 naive, dar si o lipsa
totald de corelatie (p=1) in cazul populatiilor limfocitare T efectoare, fapt care ar putea fi pus
pe dimensiunea redusd a lotului de pacienti cu LLC.( 28 de pacienti)

Drept urmare, activitatea celulelor T cu functie de memorie efectoare si efectoare nu pare sa fie
deloc influentatd de statusul IGHV mutant ori nonmutant. Insa se observa o tendintd usoari de
crestere a celulelor T naive (posibil datoritd raspunsului imun care tinde Inspre celulele T cu

functie efectoare).

6.5 Studierea unei corelatii intre subseturile limfocitare T functionale si factorul de

prognostic CD38

Tabel 14. Centralizarea valorilor P obtinute din evaluarea subseturilor T functionale in functie

de factorul de prognostic CD38

CD4+ C-/- | CD4+ C+/- | CD4 C-/+ cu | CD4 C+/+ Naive

cu functie cu functie de | functie efec-
Raport subseturi T de memorie | memorie toare
efectorie centrala

Comparatie cu expresia CD38
Numadr absolut 0.665 0.1939 0.3865 0.7728
Numar procentual 0.8618 0.223 0.1172 0.223

Cu toate ca expresia CD38 este un factor de prognostic care este legat de raspunsul la
chimioterapie (in special la Fludarabind), in lucrarile de specialitate nu s-au gasit deficiente majore
in dezvoltarea, activarea sau diferentierea celulelor T, iar prezenta CD38 1n aceste procese ar
putea sa fie importanta dar nu indispensabild, ceea ce poate indica o activitate redundantd a CD38.32

Dupa cum se observa, in lotul nostru de studiu nivelul expresiei CD38 nu induce
modificari de micromediu la nivelul subseturilor limfocitelor T (tabel 14), rezultate care sunt
contradictorii cu literatura de specialitate’? . Explicatia ar putea fi datd de dimensiunea redusi a
lotului (15 pacienti) sau ca CD38 este legat strict de functia de receptor/transductor de semnal,

canal de calciu.

6.6 Studierea unei corelatii intre subseturile limfocitare T functionale si expresia

markerului CD57

Tabel 15. Mediana populatiei limfocitare T CD4+/CD57+ (valoare absolutd) lot martor versus lot

pacient cu LLC
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Obs Total Media Varianta Dev Std
martor 17 518.0000 30.4706 659.0147 25.6713
pacient | 28 11803.0000 421.5357 464061.9616 681.2209
Minim 25% Mediana 75% Maxim Dominanta
martor 3.0000 13.0000 23.0000 41.0000 81.0000 3.0000
pacient 9.0000 55.5000 140.0000 373.0000 2774.0000 9.0000
Testul Mann-Whitney/Wilcoxon (Testul Kruskal-Wallis pentru doua populatii)
Kruskal-Wallis H (echivalent cu Chi patrat) = 18.9652
Grad de libertate = 1
Valoare P = 0.0000

—
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Figura 20. Reprezentare grafica populatie limfocitara T CD4+/CD57+ (valoare absolutd) lot mar-

tor versus lot pacient

Tabel 16. Mediana populatiei limfocitare T CD4+/CD57+ (valoare procentuald) lot martor versus

lot pacient
Obs Total Media Varianta Dev Std
martor 17 7.5600 4447 1252 3538
pacient | 28 38.5830 1.3780 5.0407 2.2451
Minim 25% Mediana 75% Maxim Dominanta
martor 0.0500 0.2100 0.3500 0.6000 1.1500 0.4000
pacient 0.0185 0.3592 0.7220 1.3213 11.4546 0.0185
Testul Mann-Whitney/Wilcoxon (Testul Kruskal-Wallis pentru doua populatii)
Kruskal-Wallis H (echivalent cu Chi patrat) = 5.7022
Grad de libertate = 1
Valoare P = 0.0169
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Figura 21. Reprezentare grafica populatie limfocitarda T CD4+/CD57+ (valoare procentuald) lot

martor versus lot pacient

Dupa cum se poate observa in tabelele 15, 16 si figurile 20,21 existd o corelatie semnificativ
statisticd atat prin prisma valorilor absolute cat si procentuale ale populatiei de limfocite T
CD4+/CD57+ care sunt crescute 1n lotul pacientilor cu LLC fata de lotul martor.

Am putea concluziona ca exista o activarea imuna prin celule T CD4 Killer (CD4+/CD57+)
la nivelul lotului de pacienti diagnosticati cu LLC, fapt care este in conformitate si cu datele stiin-
tifice?®. In literaturd s-a observat si faptul ci in formele avansate de LLC valorile expresiei CD57

sunt crescute semnificativ.3®

6.7 Studierea unei corelatii intre subseturile limfocitare T functionale si expresia markerilor
CDS57 si CD39
Tabel 17. Mediana populatiei limfocitare T CD4+/CD57+ corelatie cu expresia CD39

T CD4+ | T CD4+ | TCD4+ T CD39+ | TCD39+
/CD57+ | /CD57+ | /CD57+ Absolut | procentual
absolut procentual
Correlation o - N N
Coefficiont 1.000 591 881 -336 -330
TCD4+/CDST+ | Gig (2-tailed) | . 000 000 045 049
N 45 45 45 36 36
Correlation 591" 1.000 605" -386" -.145
T CD4+/CD57+ Coefﬁc1ent
absolut Sig. (2-tailed) | .000 . .000 .020 398
N 45 45 45 36 36
gorrf‘;ilaFlon 881* 605 1.000 -501" | -418°
Spearma | T CD4+/CD57+ octicient
n's tho procentua] Sig. (2—tailed) .000 .000 . .002 011
N 45 45 45 36 36
Correlation 336" | -38" | -s01" 1.000 | 714"
T CD39+ Coefﬁc1ent
absolut Sig. (2-tailed) | .045 020 002 . .000
N 36 36 36 61 61
Correlation -330" -.145 418" 14 1.000
TCD39+ Coefﬁc1ent
procentual Sig. (2-tailed) | .049 398 011 .000 .
N 36 36 36 61 61

**, Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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Figura 22. Reprezentare grafica sub-populatia limfocitard T CD4+/CD57+ corelatie cu expresia
CD39

Sub-populatia limfocitarda T CD4+/CD57+ se coreleazd semnificativ statistic cu sub-popu-

latia limfocitard T CD39+ (p=0.045) si variaza invers proportional (indicele=-0.336). (figura 22)

T CD4+ICD57+ absolut

30007 — Linear
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Figura 23. Reprezentare grafica sub-populatia limfocitard T CD4+/CD57+ cu expresia CD39

(valoare absoluta)

Valoarea absolutd a sub-populatiei limfocitare T CD4+/CD57+ se coreleaza semnificativ
statistic cu sub-populatia limfocitard T CD39+ (p=0.020) si variaza tot invers proportional (indicele=

-0.386).(figura 23)
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Figura 24. Reprezentare grafica sub-populatia limfocitard T CD4+/CD57+ cu expresia CD39 (va-

loare procentuala)

Valoarea procentuald a sub-populatiei limfocitare T CD4+/CD57+ se coreleaza semnificativ
statistic cu sub-populatia limfocitara T CD39+ (valoare procentuald din limfocitele T) si variaza tot

invers proportional (indicele= -0.418).(figura 24)

In absenta unei corelatii semnificativ statistica a nivelul expresiei CD4+/CD57+ in functie de
grupele de risc, se observa 1insd o corelatie de invers proportionalitate intre diminuarea valorilor
expresiei CD4+/CD57+ si cresterea valorilor expresiei CD4+/CD39+, adica o scadere a functiei
efectoare cu cresterea functiei de memorie efectoare.(tabel 17)

Aceasta corelatie statisticd, aduce in prim plan o scadere a compartimentului de limfocite T
efectoare, in grupul de pacienti cu leucemie limfocitard cronicd, concluzie care este consolidata si de
alte statistici care se regasesc pe parcursul studiului doi, si care aduce in prim plan reducerea

numarului de celule T activate care poate justifica starea de imunodeficienta a pacientului cu LLC.

DISCUTHI GENERALE

In primul rand, o intelegere mai aprofundati a biologiei celulelor Treg in micromediul
tumoral LLC este justificatd, deoarece aceastd analizd ar putea sd identifice alte potentiale tinte
terapeutice si sd evidentieze biomarkeri aditionali care ar putea fi utilizati pentru a evalua functia
celulelor Treg.

In al doilea rand, tehnicile utilizate pentru caracterizarea fenotipica si functionald a celulelor Treg
umane, au influentat proiectarea si monitorizarea celor 2 studii clinice. Spre exemplu in timp ce
FoxP3 este un marker sigur si autentic al celulelor Treg la soareci, in cadrul studiului nostru s-a

dovedit a fi un marker limitat si care nu prezinta fiabilitate. Astfel, ar fi de dorit dezvoltarea de
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markeri si/sau abordari suplimentare care sd poata identifica in mod fiabil toate celulele Treg umane.
In plus, ar fi necesar si un panel de markeri care sa identifice mai multe populatii de celule Treg
suprimatoare din punct de vedere functional in micromediul tumoral care ar putea fi studiate
selectiv.

In al treilea rand, in timp ce potentialele beneficii terapeutice pot fi obtinute din abordarile
curente concepute pentru epuizarea sau limitarea temporard a celulelor Treg, este posibil ca acest
lucru sa conduca la observatii clinice foarte variabile. Astfel, existd o nevoie clarda de a dezvolta
abordari mai selective care sa limiteze functia celulelor Treg, si care sd determine daca exista
subpopulatii definite, care sunt implicate mai mult in promovarea cresterii tumorale si/sau in blocarea
imunitatii antitumorale.

In al patrulea rand, rolul modulator al functiei celulelor Treg riméne neclar si necesitd
investigatii si clarificari suplimentare. Astfel, in timp ce raman multe lacune, iar adevarata eficacitate
a directiondrii celulelor Treg 1n leucemia limfocitard cronicd nu a fost inca determinata,

observatiile din ambele studii clinice sunt incurajatoare.

DISCUTII STUDIUL 1

In primul studiu care a inclus un lot de 51 de pacienti diagnosticati cu LLC siun grup
de control format din 10 indivizi sdndtosi, s-au analizat corelatiile dintre celulele T regulatorii
si receptorul solubil de IL-2, statusul mutational IGVH, stadiul Rai si liniile terapeutice.

Nivelul seric de IL-2, in functie de clasificarea Rai, nu a reprezentat un factor de prognostic
negativ per ansamblu, insd la subimpartirea Rai pe grupe de risc stadiul precoce versus stadiul
avansat, tinde sa se contureze o valoare care sa fie semnificativa statistic (p=0.0577), care ar putea
insemna ca in stadiul Rai avansat valoarea IL-2 este crescutd fata de stadiul Rai precoce, iar IL-2 ar
putea sa fie luatd In considerare ca factor de prognostic, in concordantd cu datele publicate in
literatura.?*

In urma analizei expresiei markerului CD25 fintre lotul pacientilor cu LLC si grupul de
control atat prin prisma valorii procentuale cat si valorii absolute, nu a fost gasitd o corelatie
care sa fie semnificativda din punct de vedere statistic. Identificare celulelor Treg prin expresia
CD25 high si compararea lor cu stadiul Rai toate grupele de risc sau Rai subimpartit pe grupele
de risc, cu statusul IGHV sau cu istoricul de expunere la chimioterapie al pacientilor cu LLC nu a
gasit corelatii semnificative statistic. Concluzia fiind cd expresia markerului CD25 nu s-a definit
nici ca factor de prognostic, nici ca criteriu de raspuns la tratament, contrar ipotezei de lucru.

In ceea ce priveste strategia de identificare a celulelor Treg prin expresia FoxP3/Helios, am

gasit o diferentd privind valorile procentuale (lotul de pacienti cu LLC versus lotul martor) aproape
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de limita semnificativa statistic (p=0.0671), care se suprapune cu datele din literatura'”!*25 iar o
crestere a dimensiunilor loturilor ar putea indeparta dubiile privind corelatia statistica.

Valorile absolute ale celulelor Treg cu expresie FoxP3/Helios, nu se coreleaza cu stadializarea
Rai generala sau subimpartita in stadiul precoce/avansat, insa nu acelasi lucru 1l putem afirma din
prisma valorilor procentuale al celulelor Treg cu expresie FoxP3/Helios, care la subclasificarea in
stadiile precoce/avansat prezintd o diferentd semnificativa statistic In favoarea formelor avansate
(p=0.0156), fapt confirmat si de literatura de specialitate care mentioneaza o crestere progresiva a
celulelor Treg in stadiile avansate de boala.!7:1%25

In concluzie, am aritat ci pacientii cu leucemie limfocitard cronicd prezint valori procentuale
mai mari ale celulelor Treg cu expresie FoxP3/Helios comparativ cu martorii, iar valorile procentuale
ale Treg-urile FoxP3/Helios circulante cresc simultan cu stadiul de LLC, sugerand ca ar putea exista
o inhibitie puternica a celulelor care impiedica progresia tumorald si o extindere mai rapida a celulelor
leucemice tip LLC.

In schimb o lipsa totald de corelatie statistica se observa la relatia dintre celulele Treg FoxP3
Helios si conduita terapeutica. In acest studiu, frecventa celulelor Treg cu expresie FoxP3 Helios
a fost comparata si cu starea mutationala IGHV a celulelor LLC, insa statusul IGHV nu pare ca
influenteaza numarul sau functia inhibitorie a celulelor de reglementare T, fapt demonstrat si de alte
studii.36

In aceasta lucrare am descris si markerul CD39 si rolul functional al acestuia la nivelul
subseturilor T de repaus si activate, iar datele indica cd CD39 este o parte integrantd a componentei
supresoare Treg care se limiteaza la subsetul de celule Treg de memorie efectoare. Valorile expresiei
CD39 se mentin crescute la nivelul lotului LLC 1n conformitate cu literatura de specialitate, cu o
slaba corelatie intre valoarea absoluta CD39 si valoarea absoluta FoxP3, insa fara corelatie cu valorile
lor procentuale. De retinut ca valorile procentuale CD39 sunt crescute pentru formele de risc Rai
tip precoce/avansat, Insa nu s-a gasit vreo corelatie in functie de statusul chimioterapic al
pacientului. In concluzie expresia procentuald a markerului CD39 ar putea fi folosita drept
marker de prognostic dar nu si ca o conditie in vederea initierii tratamentului chimioterapic.

In lucrarea de fati am intreprins si o analizd a repertoriului de celule T CD4+ si CD8+ in
populatia de pacienti cu LLC si lotul martor. Raportul populatiei limfocitare T CD4/CDS8 este
scazut In cadrul cazurilor de LLC (p=0.0306), cu raport inversat pentru 19% din cazuri, fapt
confirmat si de datele din literaturd.?? Cazurile de LLC care prezinta raport inversat se asociaza cu
prognostic nefavorabil, cu un stadiu Rai avansat conform literaturii de specialiate®?, insa in lotul de
studiu, aceasta corelatie cu stadializarea Rai nu se regaseste, fie ca este realizata cu toate stadiile Rai

sau cu subclasificarea Rai in formele avansat si precoce.
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DISCUTII STUDIUL 2

In cel de-al doilea studiu care a inclus un lot de 28 de pacienti diagnosticati cu LLC si un grup
de control format din 17 indivizi sandtosi, am vizat sa cercetam si sd analizdm subseturile
functionale T, atit din prisma valorilor absolute cat si procentuale.

Populatia limfocitara de celule T cu functie de memorie efectoare si de memorie centrala,
comparare intre lotul martor si lotul de pacienti cu LLC, nu a inregistrat nici o diferenta semnificativa
statistic, nici din punct de vedere al valorii absolute si nici procentual.

In schimb, analiza comparativa a populatiei limfocitare T cu functie efectoare a lotului de
pacienti cu LLC si lotul martor, a pus in evidentd diferente semnificativ statistic, atdt procentuale
cat si absolute. Aceastd distinctie statisticd, a adus in prim plan o sciddere a compartimentului de
limfocite T efectoare, in detrimentul grupului de pacienti cu leucemie limfocitara cronica. O reducere
a numarului de celule T activate poate indica o reducere a starii imunocompetente a pacientului cu
LLC.

De asemenea,a fost observatd o scadere importanta in compartimentul celulelor T naive 1n lotul
de pacienti cu LLC comparativ cu grupul de control. Celulele T naive sunt celule precursoare ale
subseturilor de limfocite T efectoare si de memorie. Scaderea acestui compartiment poate sa aiba
multiple cauze precum absenta sau afectarea refacerii celulelor T sau prejudicierea productiei timice.

La evaluarea generald a subseturilor T la pacientii cu LLC fatd de populatia normala s-a
observat o depletie a sectorului precoce nefunctional sau efector (T naive, T efectoare). Insi la
evaluarea 1n functie de stadializarea Rai generalizata nu s-a inregistrat nici o modificare semnificativ
statistica, dar la evaluarea pe grupe de risc (stadiu avansat versus precoce) s-a observat un aspect in
oglinda, respectiv corelatii semnificativ statistice sau la limitd pentru segmentul de memorie
centrala de lungd durata si cel de memorie efectoare (celule T de memorie efectoare, celule T de
memorie centrald) prin cresterea valorilor procentuale in stadiile avansate, fapt care se asociaza
cu o incarcatura tumorald crescutd, In consecintd cu progresia LLC.

In functie de expunerea la chimioterapie, se observd o crestere a celulelor T CD4 cu
functie de memorie efectoare in lotul de pacienti cu LLC care au fost tratati Tnsa fard o crestere a
segmentului de celule T cu functie efectoare. Aceasta concluzie este superpozabild cu o alta
concluzie pe care o putem regasii in aceastd lucrare si anume ca limfocitele T CD4+ cu functie de
memorie efectoare se regdsesc in numar crescut in stadiul avansat de boald, comparativ cu
stadiul precoce, explicatia cea mai plauzibild fiind cd in stadiul avansat de boald, pacienti primesc
chimioterapie. Celulele T cu functie de memorie centrald raméan neafectate, insd se remarca o
slaba semnificatie statisticd pentru segmentul naiv, celulele T naive regdsindu-se in numar scazut

in lotul de pacienti tratati cu chimioterapie comparativ cu lotul de pacienti cu LLC netratati. Cel mai
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probabil am putea afirma cd existd o tentativda de activare a imunitdtii celulare prin cresterea
potentialului de recrutare ( celule T CD4 naive si CD4 de memorie efectoare), dar fard o
crestere a numarului de celule efectorii. (care sunt distruse fie prin consum , fie prin supresie).

In cazul evaluirii subpopulatilor limfocitare T in functie de statusul IGHV, s-a observat o
slaba corelare a valorilor procentuale si absolute a celulelor T CD4 naive, dar si o lipsd totala
de corelatie (p=1) in cazul populatiilor limfocitare T efectoare, fapt care ar putea fi pus pe
dimensiunea redusa a lotului de pacienti cu LLC.( 28 de pacienti)

Nivelul expresiei CD38 1in lotul nostru de studiu nu induce modificari de micromediu la
nivelul subseturilor limfocitelor T, rezultate care sunt contradictorii cu literatura de specialitate32.
Explicatia ar putea fi datd de asemenea de dimensiunea redusd a lotului (15 pacienti) sau de
faptul ca CD38 este legat strict de functia de receptor/transductor de semnal, canal de calciu.

In acest studiu am cercetat si expresia celulelor limfocitare T CD4+CD57+ din lotul de
LLC si lotul de control sanatos si raspunsul lor functional la mai multi factori. Exista o corelatie
semnificativ statisticd atat prin prisma valorilor absolute cat si procentuale ale populatiei de
limfocite T CD4+/CD57+ care sunt crescute in lotul pacientilor cu LLC fata de lotul martor. Am
putea concluziona ca exista o activare imuna prin celule T CD4 Killer (CD4+/CD57+) la nivelul
lotului de pacienti diagnosticati cu LLC, fapt care este in conformitate si cu datele stiintifice.3334

In primul studiu s-a realizat analiza comparativa intre valoarea absolutai CD39 si valoarea
absoluta FoxP3 si a fost gasitd o corelatie semnificativa statistic intre cei doi markeri care variaza
in mod direct proportional, la nivelul intregului lot de studiu, iar o explicatie plauzibila a fost ca
markerul CD39 ar putea functiona ca un marker surogat in ceea ce priveste identificarea Treg-urilor
mai precis celulele Treg efectoare de memorie.

In aceasti lucrare s-a studiat si relatia intre productia de limfocite T CD4+/CD57+ care
prezintd atat caracteristici efectoare cat si de memorie®® si limfocite T CD4-+/CD39+ care au functie
efectoare de memorie. Sub-populatia limfocitarda T CD4+/CD57+ se coreleazd semnificativ statistic
cu sub-populatia limfocitara T CD39+ si variaza invers proportional. Pe masura ce creste influenta
de imunosupresie a micromediului prin CD4+/CD39+, valorile limfocitelor T Killer
CD4+/CDS57+ ar trebui sa fie 1in scddere, insa in cadrul lotului nostru, nu a fost observata o
diminuare semnificativd statistic o datd cu cresterea stadiului de boala.

In absenta unei corelatii semnificativ statistice a nivelului expresiei CD4+/CD57+ in
functie de grupele de risc, se observa 1nsa o corelatie de invers proportionalitate intre diminuarea
valorilor expresiei CD4+/CD57+ si cresterea valorilor expresiei CD4+/CD39+, adica o scadere a
functiei efectoare cu cresterea functiei de memorie efectoare. Aceasta corelatie statistica, aduce in
prim plan o scadere a compartimentului de limfocite T efectoare, in grupul de pacienti cu leucemie

limfocitara cronicd, concluzie care este consolidata si de alte statistici care se regdsesc pe parcursul
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studiului doi, si care aduce in prim plan reducerea numarului de celule T activate care poate justifica

starea de imunodeficienta a pacientului cu LLC.

10.

CONCLUZII GENERALE
In lotul nostru de studiu s-a remarcat o preponderentd a sexului masculin fati de sexul
feminin in privinta diagnosticului de leucemie limfocitard cronica, iar mediana perioadei de
evolutie de cand pacientul a fost diagnosticat cu LLC si pana la momentul inrolarii n doctorat

a fost de 4,8 ani.

Sexul nu reprezintd un factor de risc In ceea ce priveste stadiul Rai, inclusiv impartirea

pe grupe de risc tip precoce/avansat.

Distributia lotului de studiu in functie de statusul IGHV, a relevat o predominantd a
pacientilor cu LLC fard mutatie in genele IGHV care asociaza un prognostic clinic mai

nefavorabil, fatd de statusul IGHV mutant.

In lotul de studiu s-a observat ci 10% dintre pacientii cu LLC au prezentat deletia TP53, care

se asociazd cu o supravietuire clinica inferioara.

Din analiza lotului de studiu 21% dintre pacienti sunt CD38 pozitivi, factor de prognostic

negativ, iar sexul si stadiul Rai nu reprezinta factor de risc pentru nivelul expresiei CD38.

Valorile procentuale Treg FoxP3/Helios se coreleaza statistic cu subclasificarea Rai
precoce/avansat, in favoarea formelor avansate, insd chimioterapia nu pare sa influenteze pro-

centul de celule Treg caracterizate prin expresia FoxP3/Helios.
Statusul IGHV nu influenteaza frecventa sau functia inhibitorie a celulelor T regulatorii.

Existd o corelatie semnificativd statistic intre valoarea absolutd CD39 si valoarea
absoluta FoxP3, care variaza in mod direct proportional iar In cazul valorilor procentuale

CD39 pentru grupa de risc Rai avansatd se observa o crestere semnificativa statistic.

Markerul CD39 ar putea fi utilizat ca un posibil factor de prognostic, dar nu si ca o
conditie In vederea initierii tratamentului chimioterapic, fapt care ar putea avea o insemnatate

in evolutia leucemiei limfocitare cronice.

Raportul populatiei limfocitare T CD4/CDS8 scazut, precum si raportul inversat pentru cele
19% din cazuri, nu se coreleaza cu statusul pacientului cu LLC tratat versus netratat si nici

cu factorii de prognostic precum statusul IGHV sau del TP53.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

In cadrul subseturilor T functionale din lotul de LLC comparativ cu grupul de control, s-a
observat o scadere a valorilor absolute si numerice pentru segmentele de populatie T cu func-

tie efectoare si T naive.

Evaluarea generala a subseturilor T, lot cu LLC fatd de populatia normala releva o

depletie a sectorului precoce nefunctional sau efector (T naive, T efectoare).

Numadrul de linii de chimioterapie cumulate, nu influenteaza compartimentul functional al

limfocitelor T.

In lotul nostru de studiu nivelul expresiei CD38 nu induce modificiri de micromediu la

nivelul subseturilor limfocitare T.

Valorile absolute si procentuale ale populatiei de limfocite T CD4+/CDS57+ sunt crescute
in lotul pacientilor cu LLC fatd de lotul martor si am putea concluziona ca exista o activarea
imund prin celule T CD4 Killer (CD4+/CD57+) la nivelul lotului nostru de pacienti cu
LLC.

Sub-populatia limfocitara T CD4+/CD57+ se coreleazd semnificativ statistic cu sub-popu-

latia limfocitara T CD39+ si variaza invers proportional.

Se observd o corelatie de invers proportionalitate Intre diminuarea valorilor expresiei
CD4+/CD57+ si cresterea valorilor expresiei CD4+/CD39+, adicd o scadere a functiei efec-

toare cu cresterea functiei de memorie efectoare.
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