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Introducere

Bolile limfoproliferative cronice (CLPD) reprezintd una dintre subcategoriile
componente ale bolile limfoproliferative (LPD). Sunt un grup divers de cancere de sange
caracterizate de manifestari heterogene si acumulare anormala de limfocite mature [1]. Ele
se disting de leucemiile acute prin absenta deoxinucleotidil transferazei terminale, o enzima

care se gaseste de obicei in limfocitele tinere [2].

Din grupul CLPD fac parte o multitudine de afectiuni, cum ar fi: Leucemia
Limfocitara Cronica (LLC), limfomul difuz cu celule B mari (DLBCL), limfom Burkitt
(BL), Limfom periferic cu celule T nespecificat altfel (PTCL-NOS), etc [3]. Pentru ca aceste
boli sunt atat de diferite, metodele de diagnostic variaza de la o patologie la alta. Astfel,
amintim ca pentru LLC stategia de diagnostic presupune valorilor modificate ale leucocitelor
si limfocitelor, urmata de efectuare unui frotiu de sange periferic [4] in vreme ce 1n cazul

limfomului Burkitt diagnosticul necesita rezultatul anatomo-patologic al biopsiei.

In prezent pe langa aceste determindri se apleaza tot mai mult la efectuarea profilului
imunofenotipic care ajutd atat In diagnostic cét si in monitorizarea ulterioara [4]. Astfel apare
ideea realizarii unui profil imunologic amplu ce poate sta la baza unui diagnostic precoce a
formelor de gravitatea si poate ajuta in elaborarea unor strategii terapeutice personalizate. in
acest demers, de mare ajutor este testarea genelor antigenului leucoictar uman (HLA), ca

markeri de boala [5].

in momentul de fata, cele mai cunoscute asocieri dintre HLA si boala sunt: legatura
dintre HLA-B*27 si spondilita anchilozantd, asocierea diabetului zaharat de tip 1 cu alele
HLA-DQBI, influenta pe care o exercita HLA-DQ?2 si HLA-DQS8 in aparitia bolii celiace
[6-8] etc. Au fost de asemenea semnalate asocieri intre limfoproliferdrile cronice si genele
HLA. Cele mai importante exemple sunt asocierea LLC cu alelele HLA-C*07:01, HLA-
DRB1#04:01, HLA-DQB1*04:02, HLA-B*15:01 [9], alelele HLA- DQBI1*05:01 si
DRB1#01:01 care favorizeaza aparitia DLBCL [10], HLA-A*02, HLA-B*58 si HLA-

DQA1*04:01 care sunt intdlnite la pacientii cu limfom Burkitt [11,12] si lista poate continua.

Aceste asocieri ne-au motivat sd cautam si in randul populatiei din Romania posibile
legaturi intre genele HLA si CLPD. Totodata, aceste date pot contribui la stabilirea alelelor
HLA ca si noi markeri de boald ce ar putea, pe viitor, servi atdt la diagnosticarea anumitor

patologii cét si la stabilirea caraterului de gravitatea.



I. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1. Date generale privind limfoproliferarile cronice

1.1. Prevalenta limfoproliferarilor cronice

Fiind o categorie ampla de boli, datele epidemiologice cu privire la intregul grup de
limfoproliferari cronice, lipsesc, preferandu-se raportarea pentru fiecare tip de neoplasm.

Aceasta tendinta se poate observa nu doar in Romania ci pentru tot mapamondul.

In Europa, incidenta LLC este de 4.2 cazuri: 100.000 locuitori in fiecare an [4] in vreme
ce la noi 1n tard incidenta este de 8 cazuri la 100.000 de locuitori pe an [13]. Limfomul difuz
cu celule B mari, pe de alta parte, are prevalenta estimatd in Europa de Vest de aproximativ
45 de cazuri la 100.000 de locuitori[14,15]. Limfomul cu celule de manta este un tip de
LMNH cu celule B are o prevalenta pentru continentul nostru de 1-9 cazuri noi la 100.000
de locuitori [16]. In Europa 1 din 530.000 de indivizi cu vérste mai mici de 14 ani e
diagnosticat cu limfomul Burkitt, in vreme ce pentru adolescentii intre 15 si 19 ani poate sa

apara la 1 din 670.000de persoane [17].

Un tip de cancer rar, este PTCL-NOS [18]. Acest, reprezintd 35% din cazurile de PTCL
din Europa si America de Nord [19]. O altd patologie de asemenea agresiva este Leucemiea/
Limfomul cu celule T al adultilor (ATLL) [20]. Desi doar la 2-5% dintre purtatorii acestui
virus putem vorbi de de aparitia ATLL[21], un studiu realizat pe populatia din Romania arata

o prevalenta de 5.33 infectii diagnosticate la 10.000 de potentiali donatori de celule stem[22].

1.2. Clasificarea bolilor limfoproliferative cronice

Patologiile limfoproliferative cronice au fost pentru prima data aduse in discutie de catre
Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) care incepand cu anul 1956 1si propune s clasifice
nu doar aceste patologii ci toate tipurile de tumori[23,24], avand drept pricipiu de clasificare

localizarea si aspectul histologic specific tumorilor.

Limfoproliferarile cronice cu celuld B maturd se impart in: proliferari limfocitare
preneoplazice si neoplazice mici, limfoame si leucemii cu celule B splenice, limfom
limfoplasmocitar, limfom din zona marginala, limfom folicular, limfom cutanat al centrului

folicular, limfom cu celule de manta, transformari ale limfoamelor cu celule B indolente,



limfoame cu celule B mari, limfom Burkitt, limfoame si proliferare limfoide cu celule B
asociate KSHV/HHVS, proliferari si limfoame asociate cu deficienta imund si dereglare si
limfom Hodgkin [3]. Fiecare dintre aceste categorii cuprinde la randul sau mai multe

patologii, care pot fi vazute in Anexe-Tabel Suplimentar 1 preluat din ghidul OMS [3].

Cancerele cu celuld maturd T sau NK sunt la randul lor divizate in: leucemii cu celuld
maturd T sau NK , limfoame cutanate primare cu celule T, proliferari si limfoame limfoide
ale celulelor T intestinale si celulelor NK, limfom hepatosplenic cu celule T, limfom
anaplazic cu celule mari[3]. Aceste categorii reunesc fiecare mai multe tipuri de neoplasme,
dupa cum se poate observa in Anexe-Tabel Suplimentar 2, toate acesta patologii fiind

regasite in ghidul OMSJ[3].

1.3. Diagnosticul limfoproliferarilor cronice

In Roménia, Ghidul de practica medicald din 2021 aprobat prin Ordinul nr.219 din 23
februarie 2021[4,25], prevede stabilirea diagnosticului de LLC conform criteriilor Societatii
Europene pentru Oncologie Medicalda (ESMO) 2016 [4]. Astfel, un numar al limfocitelor
care depiseste 5x10%/L indicand o limfocitozd monoclonald este primul indiciul ce ridica
suspiciunea acestui diagnostic[4]. Aceaste modificari se coreleaza cu identificare pe frotiul
de sange periferic a limfocite de dimensiuni reduse, citoplasma putind si nucleu cu cromatind
densi[4]. In pocesul de diagnostic citometria ajutd prin identificarea clusterilor de
diferentiere (CD) specifice pt linia limfocitara B cum sunt CD19, CD20, CD79b, CDS5, etc

asociat cu expresia scazutd a lanturilor de tip kappa sau lambda[4].

in cazul limfomului Burkitt pentru stabilirea diagnosticului este necesard analiza
anatomo-patologica a biopsiei [26], la fel ca si in cazul Limfoamelelor periferice cu celula
T, dintre care face parte si PTCL-NOS[27]. Ghidul ESMO din 2015 stabileste ca standard
de aur 1n diagnosticul DLBCL este de asemenea biopsia care ofera informatii importante

despre arhitectura tumorala si tipul de celule implicate [28].

MCL este una dintre malignitatile pentru care diagnosticul va fi pus pe baza examenului
anatomo-patologic [29], iar pentru Limfomul respectiv leucemia cu celule T la adulti, cele
mai utile teste diagnostice vor urmari determinarea morfologiei celulelor T si a fenotipului

acestora si biopsierea tesuturilor afectate in vederea determinarii histologiei acestora [30].



2. Raspunsul imun in limfoproliferarile cronice

2.1. Rolul genelor HLA in raspunsul imun

Complexul major de histocompatibilitate (MHC) este o componentd esentiala pentru
buna functionare a sistemului imun adaptativ [31,32]. Importanta acestor molecule rezida in
implicarea lor in procesul de prezentare al antigenului catre limfocitul T, fard de care

activarea acestor celule imune nu s-ar putea realiza [32].
HLA si bolile autoimune

Intrucat moleculele MHC au o contributie atidt de importantd in buna desfasurare a
raspunsului imun, studiile de specialitate au ajuns la concluzia ca anumite variante ale

genelor HLA pot favoriza aparitia anumitor boli [32].

Una dintre cele mai bine stabilite legaturi este intre spondilita anchilozantd (SA) si
alelele HLA-B*27 [6]. Se considerd ca in momentul de fatd peste 85% dintre pacientii cu
SA sunt purtitori ai aceastei alele [33,34]. In timp ce HLA-B*27 riméne cel mai proeminent
factor de risc genetic, alte alele HLA, cum ar fi HLA-B*60, au fost, de asemenea, implicate

in cresterea susceptibilitatii de a dezvolta SA [6].

O alta patologie amplu documentate in vederea stabilirii unei posibile asocieri este
diabeul zaharat de tip 1 (T1D), boald autoimuna cu o baza genetica complexa [35]. Studiile

au aratat ca regiunea HLA, 1n special genele HLA-DR si HLA-DQ, joacd un rol crucial in

.....

HLA si transplantul

In ultimii ani, s-au inregistrat progrese semnificative in intelegerea impactului
nepotrivirilor HLA asupra rezultatelor transplantului alogen de celule stem hematopoietice
(HSCT). Potrivirea HLA este o componenta criticd a HSCT, asigurand compatibilitatea
dintre donator si primitor pentru a preveni respingerea grefei si boala grefa contra gazda

(GVHD) [38].

Transplantul de organe ofera un tratament salvator pentru multe persoane cu insuficienta
de organ [39]. Potrivirea HLA este un factor critic in succesul transplantului de organe,
deoarece reduce semnificativ riscul de respingere a grefei si imbunatateste rezultatele pe

termen lung [40].



2.2. Aspecte genetice si mutatii asociate limfoproliferarilor cronice

Limfoproliferarile cronice sunt un grup amplu de boli ce reuneste sub acelasi egida unele
dintre cele mai cunoscute si intalnite patologii cum sunt LLC, limfomul Burkitt, PTLC-NOS,
etc [1]. Totusi, datorita faptului ca aceste patologii au afectare celulara diferita, manifestari
diferite si per total nu se aseamand prin modul de evolutie al bolii[1], am considerat ca

trebuie analizate individual.

In cazul LLC, tehnologia FISH a ajutat semnificativ la intelegerea acestei boli [41].
Aproximativ 80% dintre tumorile LLC prezintd anomalii cromozomiale specifice, inclusiv
deletii la nivelul cromozomilor 13 si 11, trisomia 12 si stergerea bratului scurt al

cromozomului 17 [41].

Pentru DLBCL literatura deocumenteaza o varietate de modificari genetice implicate in
aparitia bolii. Intrucat DLBCL este format din doua subcategorii GCB-DLBCL (cu celula B
din centrul germinativ) si ABC-DLBCL (cu celula B activata) [42]. Mutatiile comune in
GCB DLBCL au inclus BCL2, GNA13, EZH2, TNFRSF14, BCL6, MYC si PTEN, 1n timp
ce ABC DLBCL a fost asociat frecvent cu mutatii in TNFAIP3, MYD88, CDKN2A, BCL2,
PRDMI1, CD79A/B si CARDI11 [42,43].

Semnul distinctiv al limfomului Burkitt este, din punct de vedere genetic, exprimarea
aberantd a oncogenei c-MYC [44]. Aceasta supraexpresie este determinata de translocatiile
cromozomiale care fuzioneazd c-MYC cu genele de imunoglobuline [44]. Cea mai frecventd
translocatie, t(8;14), implica gena imunoglobulinei lantului greu, in timp ce t(2;8) si t(8;22)

implica genele imunoglobulinei lantului usor [44].

Unul dintre cele mai bine reprezentate neoplasme cu celuld T, PTCL-NOS, pare sa aiba
de acesmenea o componenta genetica importantd [45]. Analiza expresiei genice a relevat o
clasificare moleculard a PTCL-NOS functie de expresia uneia dintre genele GATA3 sau

TBX21 [45].

Toate aceste modificari genetice, Intalnite atat pentru patologiile cu celula T cat si pentru
cele cu celulele B, au implicatii importante pentru progresia si tratamentul bolii. Cercetarea
st identificarea acestor markeri a adus raspunsuri despre mecanismele de actiunile intalnite
in cazul unor neoplasme. De asemenea, identificarea acestor modificari este in unele dintre

cazuri patognomonica si ajutd la stabilirea unor noi markeri de boala.



II. CONTRIBUTII PERSONALE
3. Scopul si obiectivele studiului

Aceastad cercetare contribuie la Intelegerea profunda a limfoproliferarilor cronice,
oferind date valoroase pentru optimizarea strategiilor terapeutice si imbunatatirea
prognosticului pacientilor. Printr-o analiza detaliatd a caracteristicilor clinice si biologice,
lucrarea 1si propune sa pund piatra de temelie pentru noi directii de cercetare si abordari

terapeutice personalizate.

Prin urmare, studiul nostru are ca scop intregirea tabloului imunologic specific
acestei vaste categorii de boli, reprezentate de limfoproliferarile cronice. De asemenea, ne
dorim sd aducem o contributie atat in domeniul imunologiei cat si al hematologiei, cu
potentialul de a influenta pozitiv managementul clinic al pacientilor cu limfoproliferari

cronice.
Urmatoarele obiective specifice au fost formulate pentru atingerea acestui tel:

e O.S.1: Colectarea de date de la pacieti diagnosticati cu diferite tipuri de
limfoproliferari cronice. Numarul de pacieti inclusi in studiu trebuie sa depaseasca
100 de pacienti pentru relevatad clinica. Datele avut in vedere sunt: genul, varsta,
diferiti factori genetici ce pot duce la aparitia bolii, comorbiditati asociate, valorile
anumitor markeri biochimici, hematologici si imunofenotipici;

e 0.S.2: Investigarea ponetialelor asocieri dintre genele HLA si limfoproliferarile
cronice, analizate ca si grup unitar

e (0.S.3: Investigarea ponetialelor asocieri dintre genele HLA si diferite tipuri de
limfoproliferari cronice, analizate individual

e 0.S.4: Investigarea ponetialelor asocieri dintre genele HLA si Leucemia Limfocitara
Cronica

e 0.S.5: Investigarea ponetialelor asocieri dintre genele HLA si Leucemia Limfocitara
Cronica, avand in vedere genul pacientilor

e 0.S.6: Conturarea profilului imunologic pentru pacientii cu Leucemia Limfocitara
Cronica care sa aiba in vedere atat markeri deja existenti pentru acesta boala, cat si

genele HLA indentificate specific pentru acesta patologie



4. Pacienti si Metode

4.1. Loturi de pacienti

Aceasta lucrare de doctorat isi propune sa monitorizeze un grup de 41 de femei si 63
de barbati, rezultand un total de 104 pacienti diagnosticati cu limfoproliferari cronice, in
Clinica de Hematologie a Institutului Clinic Fundeni, ce au fost comparati cu 100 de
voluntari sdndtosi, care nu au prezentat afectiuni hematologice, infectii active acute sau

cronice sau alte tipuri de neoplazii.

Prezentul studiu se concentreaza pe identificarea genelelor HLA de clasa I i II, ce
joacd un rol In aparitia limfoproliferdrilor cronice si pot influenta prognosticul si
managementul terapeutic al pacientilor diagnosticati cu una dintre malignitatile din acest
grup de boli. Au fost investigate asocierile dintre polimorfismul genelor HLA de clasa I si 11
si 7 tipuri de limfoproliferari cronice: Leucemia limfocitard cronica (LLC), Limfom cu
celule T periferice - nespecificat altfel (PTCL-NOS), Limfomul difuz cu celule B mari
(DLBCL), Limfom Burkitt, Limfomul cu celule T al adultului (ATLL), Limfomul cutanat

cu celule T, Limfomul cu celule de manta (MCL).
Criterii de includere in studiu

Au fost inclusi In studiu pacienti diagnosticati cu limfoproliferdri cronice care au
indeplinit urmdatoarele criterii de elegibilitate: sd aibd minim de 18 ani, capacitate de a oferi
consimtdmant informat, sd nu aibd anomalii cromozomiale, sd nu aiba infectii acute sau
cronice, sd nu aiba alte tipuri de cancer asociate sau boli in care prognosticul este rezervat (
mai mic de 5 ani), absenta bolilor autoimune, alergiilor si a tulburarilor mintale. in cazul
femeilor un criteriu important avut in considerare a fost absenta sarcinii in momentul

includerii in studiu si a prelevarii probelor.
Criterii de excludere din studiu

Pacientii care nu au indeplinit criteriile de includere, au fost exclusi din prezentul
studiu. Astfel, dintr-un total de 164 de pacienti care au fost cooptati initial pentru lucrarea de
fata, au fost exclusi 60 din cauza nerespectarii criteriilor de includere, rezultand lotul de 104

participanti pe care l-am studiat.

Toti pacientii care au participat la studiu si-au dat consimtdmantul pentru utilizarea

probelor biologice prin semnarea unui formular de consimtdmant informat, respectand
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principiile etice sustinute de Declaratiei de la Helsinki. De asemenea, studiul a fost aprobat

de Comitetul de Bioetica al Institutului Clinic Fundeni din Romania (nr. 41066).

4.2. Metode
4.2.1. Izolarea ADN genomic
Pentru a putea analiza genele HLA, intr-o prima etapa ADN-ul genomic a fost extras
din sangele integral utilizand kit-ul QIAamp DNA Blood Mini kit. Astfel, ADN-ul a fost

izolat din sangele utilizand coloane speciale cu membrane de dioxid de siliciu.

Procesul de extractie presupune amestecarea unui voum de 200 pl de sdnge integral
cu proteaza si cu solutie de liza cu scopul distrugerii membranelor celulare si eliberarii ADN-
ului din nucleu, urmand ca intr-un pas imediat urmator sangele lizat s fie trecut printr-un
tub cu membrana de silciu, membrana de care se va prinde ADN-ul pe baza diferentei de
sarcina. Dupa ce membrana de silciu este spalatd in vederea indepartarii eventualelor
impuritati, se va adauga solutia de elutie care va determina ADN-ul sd se desprinda de

membrana.

4.2.2. Secventierea genelor HLA

Pentru determinarea alelelor specifice, a fost aleasd ca metoda de genotipare,
secventierea de noud generatie folosind reactivi Immucor (Mia Fora NGS Flex, Norcross,
Statele Unite) pentru construirea bibliotecii de lucru impreuna cu kituri [llumina ( San Diego,
Statele Unite) pentru secventierea propriu-zisa. Kiturile ajutd la secventierea a 11 dintre
genele HLA si anume HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DPB1, HLA-DPA1, HLA-DQBI,
HLA-DQA1, HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4 si HLA-DRBS. Analiza acestor genele

s-a realizat integral, pentru fiecare fiind secventiati toti exonii cét si toti intronii.

Desi tehnica duce la obtinerea unei vaste informatii presupune multiple etape. Prima
etapa In construirea bibliotecii de secventiere este amplificarea ADN -ului prin PCR de tip
long-range. Dupa terminarea acestei amplificdri, se poate trece la constructia bibliotecii de

secventiere sau produsii PCR pot fi stocati in sigurantad timp de 4 zile la -20 ° C.

A doua etapa presupune scindarea enzimatica a produsilor de amplificare, urmata de
repararea capetelor acestor fragmente, cu atribuirea unei nucleotide de tip adenina (A) la
capatul 3°, proces numit A-tailing. Dupa terminarea acestei amplificari, produsii de

amplificare nu pot fi stocati, ci este obligatoarie purificarea ampliconilor folosind bile
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magnetice. Pe baza diferentei de sarcina ADN-ul se va lega de de bile. Dupd indepartarea
supernatantului, bilele vor fi spalate cu etanol 80% dupa care se va adauga solutie Tris-HCI

10 mM pH&8,0 pentru a facilita desprinderea ADN-ului de pe bile.

Produsii de amplificare curatati, fragmentati, reparati, avand o adenina la capatul 3’ pot
trece direct la etapa urmatoare, cea de ligarea adaptorului de tip index. Prin aceasta etapa
fragmentele de ADN vor putea fi identificate in functie de proba de la care provin si in functie
de gena de care apartin. Dupa terminarea amplificarii, se va realiza imediat prurificarea

produsilor obtinuti, tot cu ajutorul bilelor magnetice.

Dintre fragmentele de ADN ligate si curdtate, trebuie selectionate cele cu o
dimensiune cuprinsd intre 500 si 900bp (perechi de baze). Selectia fragmentelor de
dimensiunea potrivita se realizeaza folosind metoda Pippin Prep. Aceastd metoda are la baza
electroforeza realizata cu ajutorul unei casete cu gel de agaroza 1,5%). Eluatul obtinut prin
selectia Pippin Prep trece printr-o ultimd amplificare, urmatd de purificarea cu bile
magnetice urmand ca la sfarsit, concentratia bibliotecii de lucru sa fie masuratd folosind
flurometrul Qubit. In functie de concentratia afisatd se va realiza dilutia bibliotecii pre-
secventiere. Biblioteca va fi adusa la o concentratie de 1nm prin dilutii succesive dupa care
va fi denaturatd cu NaOH. Ulterior concentratia va fi scazuta la 1.3pm folosind buffer-ul
special de hibridizare din kit-ul Illumina. Cand biblioteca este pregatita de amplificare, poate

fi pipetata in cartusul Illumina, ce va fi ulterior introdus in secventiatorul MiniSeq.

4.2.3. Analiza citomorfologica

Pentru realizarea unei hemoleucograme complete, utilizdnd analizorului SYSMEX

XN-2000, fiecarui pacient i-au fost recoltati 5 mL de sange integral.

4.2.4. Analiza marKkerilor de biochimie

Pentru determinareca CRP s-a folosit analizorul ABBOTT ALINITY, in vreme ce
pentru determinarea LDH, a fost utilizat analizorul SIEMENS ATEL-LICA CH.

4.2.5. Citometrie 1n flux

Pentru analiza extensiva a profilului imunologic al pacientilor cu LLC s-a realizat
analiza imunofenotipicd a clusterelor de diferentier specifice acestei boli, dintre care
amintim: CD45, CD5, CD20, CD43, CD22, CD19, CD79b, CD23, CD81, CD38, CDlIc,
lanturi usoare kappa si lambda, FMC7 si CD200.
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5. Rezultate si Discutii

5.1.Expresia genelor HLA la pacientii roméni cu Leucemie Limfocitara Cronica

5.1.1. Rezultate
Dintre pacientii inclusi in lotul de studiu, 66 au fost diagnosticati cu LLC. Dintre

acestia 38 sunt barbati si 28 sunt femei. Pentru a putea analiza posibilele asocieri dintre
aceastd patologie si genele HLA, a fost ales un lot control de 100 de voluntari sanatosi.
Intrucat fiecare persoana prezinti cate doua alele pentru fiecare dintre genele HLA analizate,
arezultat un total de 132 de alele analizate in randul pacientilor cu LLC si 200 de alele pentru
subiectii din lotul control. Datele demografice pentru acesti pacienti sunt mentionate in
Tabelul 5.1[46]. Pentru acesti pacienti, au fost analizate prin secventiere de noua generatie

11 dintre genele HLA dupd cum am mentionat in Capitolul 4.

Analiza frecventelor alelelor HLA (la nivel de 6 cifre) a evidentiat patru alele
protectoare si doud predispozante asociate cu leucemia limfocitara cronici (LLC). In ciuda
reprezentdrii mai scdzute a genelor HLA clasa I, a fost observat un efect protector puternic
pentru HLA-A*24:02:01. In plus, alela HLA-DQA1*05:05:01 (p=0,01, OR = 0,56) si alela
HLA-DQB1*03:02:01 (p=0,03, OR =0,4), au fost, de asemenea, identificate ca protectoare.
Dintre genele HLA-DRB3/4/5 s-a remarcat in mod specific, HLA-DRB4*01:03:01 (p =
0,03, OR = 0,54) care a prezentat o expresie scazutd in grupul de pacienti, dar a fost
identificata la majoritatea volutarilor din lotul control. Nu in ultimul rand, am reusit sa
evidentiem importanta genelor HLA-DRBI1 in dezvoltarea leucemiei limfocitare cronice
(LLC), prin identificarea asocierii pozitive dintre alela HLA-DRB1*04:02:01 si LLC (p =
0,009, OR = 1,03). Alela HLA-DRB3*02:01:01 a demonstrat, de asemenea, o asociere
semnificativa statistic cu LLC (p = 0,009).

Au fost de asemenea analizate frecventele alelelor HLA pentru pacientii cu LLC,
tinand cont de gen. Grupul de pacienti cu LLC de sex feminin (n=28, 56 de alele) a fost
comparat cu grupul de femei din lotul control (n=45, 90 de alele). La femeile cu LLC, HLA-
B*39:01:01 (p=0,019, OR=1,077) si HLA-DRB3*02:01:01 (p=0,019, OR=1,077) au fost
asociate cu boala, In timp ce HLA-A*03:01:01 (p=0,03, OR=0,365), HLA-B*35:01:01
(p=0,021, OR=0,228) si HLA-DQA1*05:05:01 (p=0,036, OR=0,487) au rol protector. La
barbati doar alela HLA-DRB1*04:02:01 (p = 0,011, OR = 1,070) a fost asociat semnificativ
cu LLC.
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5.1.2. Discutii

Numeroase studii conduse de echipe de cercetatori roméani, au reusit sd demonstreze
existenta mai multor asocieri intre genele HLA si anumite boli, pentru populatia noastra.
Astfel pana in prezent, s-a stabilit existenta unei legaturi intre Diabetul Zaharat de tip 1 si
HLA-DQBI [7]. De asemenea, au fost descoperite si alele predispozante ce favorizeaza
aparitia Insuficentei Renale Cronice cum sunt HLA-B*40, HLA-C*12 si HLA-DRB1*14
[47]. Pe langa aceste descoperiri, poate unul dintre cele mai importante studii este cel condus
de Maruntelu et al. [48] care vorbeste de relatia de cauzalitate dintre prezenta alelelor HLA-

DQAT*05:01, HLA-DQB1*02:01 si HLA-DQB1*02:02 si aparitia bolii celiace.

Poate cel mai relevant rezultat al acestui studiu se refera identificarea rolului
predispozant al aleleleit HLA-DRB1*04:02:01(p=0,001, OR de 1,05) in aparitia bolii.[46].
Rezultatul a fost concludent pentru Intregul lot de pacienti cu LLC, dar si separat, pentru
barbatii din lotul de studiu (p = 0,011, OR = 1,070) [46]. La aceeasi concluzie a ajuns si
echipa condusa de Gragert et al [9] care a consemnat implicarea acestei alele in aparitia LLC
pentru populatia de evrei din Statele Unite ale Americii dar si pentru populatia de americani.
Intr-un alt sudiu, HLA-DRB1*04:02 este mentionat de Scally si colab. pentru puternicul siu

rol protector in poliartrita reumatoida [49].

O alta asociere pozitiva constatatd de noi a fost intre HLA-DRB3*02:01:01 si CLL
(p=0,009, OR = 1,03). Aceasta asociere a fost identificatd in mod particular si pentru grupul
de femei cu LLC (p = 0,019, OR = 1,077). Mai multe rapoarte se concentreaza pe genele
HLA-DRB3 si pe implicarea si asocierea lor cu diferite patologii, desi rolul lor exact nu a
fost Incd stabilit. De exemplu, Mueller et al.[50] a gasit o expresie ridicatd a alelei HLA-
DRB3*01:01 in randul femeilor cu LLC. Mai mult, Le et al. [51] a discutat despre implicarea
HLA-DRB3%#02:02 in aparitia nefropatiei membranoase asociate cu PLA2R.

Prima alela HLA protectoare pe care am identificat-o a fost HLA-A*24:02:01.
Aceasta constatare este similard cu cea a grupului condus de Cuttner si colab. [52] care a
sugerat ca alelele HLA-A24 sunt asociate pozitiv cu LLC 1n populatia evreiasca ashkenazi.
Desi, ipotezd lor nu a fost sustinuta statistic, studiul nostru a reusit sa confirme aceastd
premisa. Un scenariu similar a fost observat intr-un studiu ulterior care a observat o incidenta
mai mare a alelelor HLA-A24 in randul pacientilor cu LLC, dar asocierea nu a fost

semnificativa statistic[53]. Mai multe studii au identificat HLA-A*01:01 ca o alela puternica
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de protectie impotriva LLC [54]. In plus, a fost raportati pe scara larga o asociere puternica

intre alela HLA-A*02:01 si LLC [9,55].

Gragert et al. [9] subliniat legatura dintre prezenta HLA-DQB1*03:02:01 si riscul
crescut de a dezvolta LLC, o asociere raportata si la pacientii germani cu LLC [56] . Alte
rapoarte indica un risc ridicat de progresie de la limfocitoza B monoclonald cu numar mare,
la LLC, la pacientii cu mutatii IGHV si HLA-DQB1*03 prezente [53]. Cu toate acestea,
studiul nostru a aratat o frecventa ridicatd a HLA-DQB1%03:02:01 in grupul de control, ceea
ce ne conduce sa atribuim un rol protector acestei alele. Aceste constatari sunt sustinute de

rolul protector al aceleiasi alele In leucemia limfoblastica acuta [57].

O alta legatura descoperitd de Machulla et al. [56] este predispozitia de a dezvolta
LLC data de prezenta HLA-DRB4*01:03 in randul pacientilor cu LLC. Acesta constatare
este reconfirmata de aceeasi echipa, intr-un studiu ulterior ce detaliaza legatura dintre HLA-
DRB4*01:03 si boala, indiferent de varsta si sexul pacientilor [50]. Pe langé aceste asocieri
Zhao et al. aminteste asoicerea pozitiva dintre aceasta alela si diabetul zaharat[58]. In pofida
acestor constatari, rezultatele noastre indica un rol puternic protectiv oferit de HLA-
DRB4*01:03:01 impotriva aparitiei LLC. De asemenea, cercetarea noastra aratd ca prezenta
acestei alele este Tnsotitd de prezenta HLA-DQB1*03:02:01, intr-o manierd similara celei

din studiile anterioare.

Alta asociere semnificativa statistic identificata de echipa noastra a fost intre HLA-
DQA1*05:05:01 si LLC. Acest rezultat trebuie analizat in stransa legaturd cu un alt rezultat
al studiului si anume, rolul protector pe care aceastd alela il are in rindul populatiei feminine.
Despre aceasta variantd a genei HLA-DQA1 mai multe studii au stipulat implicarea acesteia
in aparitia anumitor patologii. Un exemplu relevant este studiul condus de Wang et al.[59]
care investigdnd factorii ce influenteazd aparitia si evolutia carcinom cutanat cu celule
scuamoase au identificat alela HLA-DQA1*05:05 ca fiind responsabild de aparitia bolii. De
asemenea, Schwarm et al.[60] au observat o asociere pozitiva Intre pemfigoidul bulos aparut
in randul populatiei germanice si HLA-DQA1*05:05, iar Nowak et al.[61] au identificat o
legatura puternica intre prezenta HLA-DQA1*05 si colitd ulcerrativa extinsd intalnita la
copii.

Toate rezultatele enumerate mai sus, avand semnificatie statistica, au fost insotite de
o serie de alte descoperiri in materie de alele HLA, care desi nu depasesc limita semnificatiei

statistice trebuie avut in vedere pentru studii desfasurate pe cohorte mai mari. Dintre aceste
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alele amintim de: HLA -DPA1*02:02:02, HLA-DRB1*11:01:01, HLA-A*03:02:01 si HLA-
DQA1*01:02:01. De asemenea, o altd aleld importantd care insd nu a trecut limita
semnifictiei statistice pentru lotul intreg de pacienti cu LLC este HLA-B*35:01:01 (p =
0,057). Am indentificat insd aceastd aleld pentru rolul ei protector in rdndul populatiei
feminine cu LLC. Despre antigenul HLA-B35, un studiu realizat in 1994 vorbeste pentru
prima datd de incidenta ridicatd a acestui antigen in randul evreilor proveniti din Europa dar
si in randul caucazienilor cu LLC [52]. In cazul nostru, alela HLA-B care are un puternic rol
predispozant in randul femeilor este HLA-B#39:01:01. Acest rezultat este congruent cu
descopererire lui Hojjat-Farsangi et al. [54] care a identificat doud alele HLA-B (HLA-
B*53:01 si HLA-B*65:01) cu rol protector in randul barbatilor si alela HLA-B*35:01 cu o

incidenta ridicatd la pacientii cu LLC, indiferent de gen.

Apropiindu-se de limita semnificatiei statistice, HLA-DRB1*11:01:01 (p = 0.057)
este unul dintre rezultatele importante obtinute. Acest rezultat este congruent cu identificarea
legaturii dintre HLA-DRB1*11:01 si LLC de catre DiBernardo et al. [55] desi, ca si in cazul
nostru, fara relevanta statisticd. Rolul pe care HLA-DRB1*11:01 1l are in aparitia diverselor
tipuri de cancer a fost amintit in cadrul a numeroase studii. Spre exemplu, Aureli et al.[62] a
raportat ca alela anterior mentionata este un potential factor de risc pentru cancerul de san.
Arons et al.[63] vorbeste despre importanta HLA-DRB1*11:01 in aparitia leucemiei cu
celule paroase. Totodatd, Rossman et al.[64] a documentat o incidenta crescutd de aparitie a
sarcoidozei la pacientii cu aceasta aleld. Unul dintre putinele studii care vorbeste de rolul
protector al HLA-DRB1*11:01, este cel condus de Rezaieyazdi et al.[65], care 1n artrita
idiopatica juvenild a identificat aceasta aleld Intr-un procent crescut la pacienti sanatosi, asta

oferinu-i valenta protectiva.

Subcapitolul 5.1. reprezintd o traducere, adaptare si extindere a rezultatelor si
discutiilor publicate anterior de doctorand in articolul “HLA Gene Polymorphisms in
Romanian Patients with Chronic Lymphocytic Leukemia”[46] ca ceritd partiald in

indeplinirea tezei de doctorat.
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5.2.Corelarea expresiei clusterelor de diferetiere si a genelor HLA la pacientii romani

cu Leucemie Limfocitara Cronica

5.2.1. Rezultate

Pentru lotul nostru de pacienti cu LLC, am dorit sd vedem daca asocierea genelor
HLA poate fi corelata cu alti markeri preexistenti. Astfel, am cautat asocieri intre genele
HLA si CD-urile testate Tn mod uzual in cazul acestor bonlavi. De asemenea am analizat si:

PCR (proteina C reactivd), LDH si hemoleucograma [66].

Cunoscand ca atat hemoleucograma cat si imunofenotiparea prezintd tablouri
specifice la pacientii cu aceastd patologie am asociat acesti markeri si i-am analizat simultan.
Am identificat astfel ca pacientii la care CD38 este pozitiv, numarul de leucocite depaseste
in general 55000/ul (p=0.019, OR=4.1 ). De asemenea, CD79b este mai frecvent pozitiv la
pacientii care au peste 27000 /ul de leucocite (p=0.1965, OR=2,23). Un alt marker important
este CD81 care atunci cand este pozitiv, se asociaza cu cresteri ale leucocitelor de pana la
18500/ul (p=0.1144, OR=2.75). CD38 pozitiv se coreleazd de asemenea si cu valori ale
limfocitelor ce depasesc 45000/ul (p=0.0087, OR=7). Intr-o maniera similari, prezenta lui
CD22 este de cele mai multe ori insotita de valori ale limfocitelor peste limita normald dar

care nu depasesc 6500/ ul (p=0.171, OR=4.05).

Valorilor LDH au depatit 470 U/L pentru pacientii CD23 a fost negativ, In vreme ce
la pacientii cu CD43 a fost intens pozitiv, nivelurile LDH au depasit 360 U/L (OR=3.48). De
asemenea, s-a observat ca pacientii CD22 pozitivi au prezentat mai frecvent valori ale CRP

> 5 mg/L (p=0.074, OR=4.643).

Acestor asocieri li se adaugd corelarea expresiei genelor HLA cu profilul
imunofenotipic. Astfel, am observat cd 50% dintre pacientii au expresie puternicd a CD20
au st una dintre alelele HLA-DRB1*11:04:01 sau HLA-B*49:01:01 prezenta. Pe de alta
parte, HLA DRB1*15:02:01 este asociat cu o expresie diminuatd a CD20.

Expresia CD79b este corelata pozitiv cu HLA-DPA1*02:01:02 si HLA-B*08:01:01,
deoarece 57,14% dintre pacientii CD79b puternic pozitivi au asociat cel putin unul dintre
cele doua alele. Dintre cele patru alele care au fost corelate pozitiv cu expresia CD22 (HLA-
B*49:01:01, HLA-C*07:01:01, HLA-DPB1*02:01:02 si HLA-DRB1*11:01:01), s-a
observat ca 85,71% dintre pacientii cu expresie CD22 puternica au asociat cel putin doud

din cele patru variante HLA.
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In ceea ce priveste exprimarea CD81, s-a observat ci 57,14% dintre pacientii cu
CD81 negativ sau cu expresie slaba, asociaza cel putin una dintre cele doua alele (HLA-
DPB1%*04:02:01 si HLA-DRB4*01:03:01). In comparatie, niciunul dintre pacientii cu

expresie puternica de CD81 nu prezinta aceste variante ale genelor HLA mentionate.

5.2.2. Discutii

Unul dintre markerii avuti In vedere este CD22, asociat in special cu leucemia
limfoblastica acutd [67] dar care este prezent si in LLC , mai ales n formele atipice[68] si
in formele cu o afectare importantd a tesutului limfoid secundar, cu aparitia limfadenopatiei
si a splenomegaliei la pacientii la care este identificat[69]. In lotul nostru de pacienti, CD22
a fost asociat cu wurmatoarele alele HLA-B*49:01:01, HLA-C*07:01:01, HLA-
DPB1*02:01:02 si HLA-DRB1*07: 01:01. Aceste alele au fost anterior descoperite pentru
ca intervin in aparitia diferitelor patologii: HLA-C*07 creste riscul de aparitie al leucemiei
mieloide acuta[70], HLA-B*49:01:01s-a evidentia la persoanele cu anemie aplastica[71], iar
HLA-DPB1*02:01 este des intalnit la copii cu leucemia limfoblasticd acutd forma
comuna[72]. In concluzie, pozitivitatea CD22 asociatd cu anumite alele HLA apare sugestiv

in leucemiile acute, chiar daca nu sunt exclusiv pentru acest tip de cancer.

Cunoscut si sub numele de antigen limfocitar comun, CD45, este unul din markerii
distinctivi al leucocitelor fiind specific pentru mielomul multiplu si leucemia limfoblastica
acutd [73]. Prezenta acestui marker in bolilele limfoproliferative cronice a fost de a distinge
intre formele tipice si atipice de LLC[74,75]. In urma efectuirii testelor statistice am ajuns
la concluzia ca intre CD45 si HLA-DQA1%*05:01:01, HLA-C*07:01:01 si HLA-
DQA1*01:02:02 avem corelatii statistic semnificative. Studiile aratd cd dintre aceste alele
HLA-C*07:01[9] intervine in aparitia LLC, in vreme ce HLA-DQA1*01:02:01 a fost

aproape de limita semnificatiei statistice [46] tot in cazul pacientilor cu LLC.

Un dintre cet mai importanti markeri de suprafatd prezent pe limfocitele B este CD20
[76], el fiind unul dintre antigenele tinta pentru care au fost elaborate diverse terapii [77—
79]. In majoritatea cazurilor de LLC, expresia antigenului CD20 este redusi sau absenta[80],

conform literaturii de specialitate si Intdrit de observatiile noastre.

CDA43, a fost asociat de-a lungul timpului si cu alte afectiuni hematologice cum ar fi

LLC sau patologii ale liniei mieloide[81-84]. CD43 este unul dintre markerii avuti in vedere
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in LLC datorita pozitivarii sale in special in formele atipice ale acestei boli [85]. Observatiile
noastre semnaleaza pozitivitatea CD43 la putini pacienti, la care, de altfel a fost insotit de

prezenta alelei HLA-DRB1*15:01:01 indicand fome atipice de LLC.

CD23 ajuta in diferentiere SLL/CLL de limfomul MALT [86,87]. Acest marker a fost
asociat semnificativ statistic cu alelele HLA-A*11:01:01 si HLA-B*39:01:01. Desi
majoritatea pacientilor nostri au prezentat expresie CD23, faptul cd alelele HLA-B*39:01:01
si HLA-A*11:01:01, au fost gasite in principal la pacientii cu expresie CD23 redusd in
cohorta noastrd, in ciuda prevalentei ridicate a CD23, subliniazd nevoia unor studii

suplimentare pentru a intelege mai bine rolul acestor markeri in LLC.

Avand rol structural la nivelul receptorului antigenic prezent la suprafata limfocitelor
B, CD79 este format din doua subunitati: CD79a si CD79b[88], dintre care CD79b este
specific pacientilor cu LLC. Am observat o asociere intre absenta expresiei CD79b si
prezenta aleleit HLA-A*32:01:01, precum si o asociere intre expresia CD79b si alela HLA-
DPA1*02:01:02 in cohorta noastra de pacienti. Literatura ne indica o evolutie nefavorvabila
a pacientilor cu CD79b intens pozitiv [89,90], concluzie reproductibila si pentru pacientii

nostri ce indeplinesc aceasta conditie.

Un marker util datoritd proprietatii sale de a distinge patologia limfocitara de cea
mieloida este CD81 [91,92]. Pentru lotul de pacienti cu LLC, am gasit o legaturd semificativa
statistic intre CD81 si HLA-DRB1*14:01:01, HLA-DQA1*01:04:01, HLA-DPB1*04:02:01
st HLA-DQB1*05:03:01. Despre HLA-DRB1*14:01:01 literatura documenteaza prezenta
sa la pacientii cu ALL [93], iar HLA-DQB1*05 confera protectie impotriva aparitiei
limfomului Hodgkin aldturi de HLA-DPB1*04:01 [94,95].

Asemenea rezultatelor obtinute de echipa noastrd si alte studii certificd prezenta
CD38 pozitiv in cazurile agresive de LLC [96,97]. Rezultatele noastre indicd un risc
semnificativ mai mare de evolutie rapida a bolii la pacientii CD38+ cu un numar de leucocite
peste 55.000/ul (p=0,0193, OR=4,1) si un numar de limfocite peste 45.000/ul (p=0,0087,

OR=7). Acesti pacienti ar putea beneficia de o initiere mai precoce a tratamentului.

Subcapitolul 5.2. reprezintd o traducere, adaptare si extindere a rezultatelor si
discutiilor publicate anterior de doctorand in articolul “Cluster of Differentiation Markers
and Human Leukocyte Antigen Expression in Chronic Lymphocytic Leukemia Patients:

Correlations and Clinical Relevance ”[66] ca cerita partiala in indeplinirea tezei de doctorat.
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5.3.Expresia genelor HLA la pacientii roméni cu Limfoproliferiari Cronice

5.3.1. Rezultate

Pe langa studierea legaturii dintre HLA si LLC, am dorit sd analizdm si potentiala
legatura dintre alte tipuri de limfoproliferari cronice si genele HLA. Asfel am avut in vedere
urmatoarele malignitati: DLBCL, MCL, Limfomul cutanat primar cu celule T, Limfom

Burkitt, PTLCL-NOS si1 ATLL [98].

Pentru cei 38 de pacienti diagnosticati cu alte tipuri de limfoproliferari cronice am
observat excpresia celor mai importante 6 gene HLA . Datele provenite de la acesti pacienti
au fost comparate cu rezultatele a 50 de pacienti sdnatosi din totalul de 100 ai lotului control.
Am considerat necesard adaptarea numadrului de pacienti ai lotului control astfel incat
rezultatele statistice sa fie concludente. Astfel, am analizat un numar de 76 de alele in grupul

de pacienti si 100 de alele in grupul de control.

Probele acestor pacienti au fost genotipate si analizate prin doud metode diferite. Intr-
o prima etapa s-a realizat secventierea utilizand metoda SSP (Sequence-Specific Primers).
Raportarea a fost realizatd la 4 digits si datele au fost analizate si publicate in articolul
autorului intitulat Immunogenetic Background of Chronic Lymphoproliferative Disorders in
Romanian Patients-Case Control Study ’[98] . Ulterior am ales sa utilizam tehnica NGS, si
sd analizdm aceleasi date la 6 digits pentru a oferi unitate rezultatelor acestei cercetari de
doctorat. Dupa ce am crescut rezolitia, am remarcat ca toate asocierile semnalate la 4 digits

s-au pastrat si in cazul raportarii la 6 digits dar pe 1anga acestea am identificat si noi asocieri.

Evaluand frecventele alelelor la nivel de patru cifre, am identificat sase alele
protectoare (HLA-A*11:01 - p = 0,010, HLA-B*35:02 - p = 0,037, HLA-B*81:01 -p =
0,037, HLA-C*07:02 -p=0,036, HLA-DRB1*11:01 - p= 0,021 si HLA-DRB1*13:02 - p
= 0,03,) si doud predispozante (HLA-C*02:02 - p = 0,002 si HLA-C*12:02 - p = 0,002)

pentru intregul grup de pacienti cu tulburari limfoproliferative cronnice.

Totodata, am evaluat alelele HLA pentru fiecare dintre patologii din lotul de studiu.
Pentru populatia PTLC-NOS au fost stabilite doua asocieri importante, HLA-C*12:02 (p =
0,0001, OR =1,231) a fost asociata pozitiv cu boala, in vreme ce HLA-A* 11:01 (p = 0,009,
OR = 0,128) are rol protectiv. in cazul DLBCL am stabilit rolul protector al HLA-B*39:01

(p = 0,003, OR = 0,06). Pentru pacientii cu limfom Burkitt, am descoperit urmatoarea alela
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tot cu rol protectiv HLA-C*06:02 (p = 0,047, OR = 0,233) . Pentru restul patologiilor nu au

fost semnalate asocieri semnificative statistic.

In urma realizirii secventierii prin NGS, in cazul pacientilor PTLC-NOS au fost
identificate cele doua alele intalnite si Tn cazul analziei cu rezolutie de 4 cifre. Este vorba de
HLA-A*11:01:01 (p=0.009, OR=0.128) cu rol protector si HLA-C*12:02:01 (p=0.000,
OR=1.231) cu rol predispozant. Pe langa acestea, o noua aleld a fost remarcatd pentru

protectia pe care o oferd pacientilor si anume HLA-DRB1*11:01:01 (p=0.03, OR=0.160).

Pentru pacientii cu DLBCL, alela HLA-B*39:01 isi pastreaza rolul protector chiar si
dupa analiza la nivel de 6 cifre, HLA-B*39:01:01 (p=0.03, OR=0.060). De asemenea a mai
fost identificata o aleld de asemenea cu rol protector HLA-B*38:01:01 (p=0.03, OR=0.060).

In cazul Limfomului Burkitt inca o aleld cu semnificatie statistica a fost identificata
suplimnetar de alela HLA-C*06:02:01 (p=0.047, OR=0.233). Este vorba de HLA-DQA1*
04:01:01 (p=0.023, OR=0.250) cu rol protector. Pacientii cu ATLL s-au evidentiat pentru
asocierea bolii cu HLA-A*11:01:01( p=0.027, OR= 0.08) care in acest caz are un important

rol protectiv.

Analiza noastrd a evidentiat o asociere semnificativa intre Limfomul Cutanat si
alelele HLA-A*26:01:01 (p=0.043, OR=0.120), HLA-C*07:02:01 (p=0.013, OR=0.133)
HLA-C*15:02:01 (p=0.027, OR=0.080) si HLA-DRB1*16:01:01 (p=0.025, OR=0.187)
sugerand ca aceste alele oferd protectie. Profilul genetic al pacientilor cu MCL se
caracterizeaza prin predispozitia de a dezvolta boala, datd de HLA-C*02:02:02 (p=0.003,
OR=1.500) dar si de protectia conferita de HLA-DPB1*13:01:01 (p=0.008, OR=0.030).

5.3.2. Discutii

in momentul de fata in literatura de specialitate gasim multe referiri la asocierea
dintre tulburari limfoproliferative cronice si genele HLA, din céte stim noi, pentru populatia
romaneasca nu au fost efectuate astfel de studii pana in prezent [99-102]. Astfel, la baza
deciziei noastre de a cerceta aceste asocieri sta necesitate stabilirii unor rezultate pentru

populatia autohtona.

Unul dintre cele mai promitdtoare rezultate este reprezentat de HLA-C*02:02 si
HLA-C*12:02, alele asociate prozitiv cu limfoproliferarile studiate de noi. Dintre acestea,
HLA-C*12:02 este responsabil de aparitia PTLC-NOS, in vreme ce HLA-C*06:02 are rol
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protector Impotriva dezvoltarii limfomului Burkitt. Deloc surprinzdtor Tn momentul tiparii
la 6 cifre, prin NGS, aceste rezultate se pastreaza ( HLA-C*06:02:01 si HLA-C*12:02:01)
si mai mult decat atat pe langa ele au mai fost identificate si alele HLA-C*07:02:01 si HLA-
C*15:02:01 protective pentru pacientii cu limfom cutanat si alela HLA-C*02:02:02 care
predispune la aparitia MCL. Literatura aminteste de o alela din grupul HLA-C*12 implicata
in aparitia DLBCL la populatia caucazoida, apartindnd haplotipului HLA-
A*2601~C*1203~B*3801~DRB1*0402~ DQB1*0302 [99].

Alte alele cu rol protectiv pentru toti pacientii cu limfoproliferari, sunt HLA-B*35:02
si HLA-B*81:01, la care se adauga efectul protector al HLA-B* 39:01:01 si HLA-B*
38:01:01 doar pentru pacientii cu DLBCL. Acest rol protector al HLA-B*35 a fost amintit
de-a lungul timpului de mai multe studii, cum este spre exemplu cel elaborat de Wang si
colab. [103] care vorbeste despre faptul ca alela HLA-B*35:03 este asociata cu un risc scazut
de aparitie al LMNH. Aceste date nu sunt insa confirmate de Brazzelli et al. [101] care
asociaza prezenta HLA-B*35 cu micoza fungoide. Desigur cd au fost identificate si patologii
pentru care alele din acest grup cresc riscul de aparitie al unor patologii, dupa cum este cazul
HLA-B*35:01 intalnit predominant la pacientii cu leucemie limfocitara cronica(13). Tot
pentru pacientii cu HLA-B*35 prezent, Benencio si colab. [104], raporteaza o crestere a
riscului de aparitie al mielopatiei/paraparezei spastica tropicala pentru pacientii care prezinta
totodatd si infectati cu HTLV-1. Am identificat si studii care vin cu o opinie diferita fatd de
constatarile echipei noastre, este vorba despre HLA-C*07:02 identificata de noi pentru rolul
sau protector, descoperire contrazisa de identificarea alelelor din grupul HLA-C*07 pentru
susceptibilitatea crescutd de aparitie a ATLL pentru populatia purtatoare [104]. Alte studii
vorbesc despre rolul protector oferit de HLA-Cw*08, la pacienti cu mielopatie si HTLV-1
pozitiv (93), 1ar Wang si colab. [105] identifica alela HLA-C*07:02 pentru ca intervine in

cursul evolutiei mielomului multiplu.

O expresie crescutd a HLA-A*11:01 in cadrul lotului control asociatd cu expresia
scazutd a acestei alele in rand pacientilor cu PTLC-NOS a indicat rolul protectiv al acestei
variante genice. Asocierea isi pastreaza validitatea si la rezolutie de 6 cifre (HLA-
A*11:01:01) si in urma tiparii NGS apar si alte rezultate semnificative statistic. Dintre
acestea amintimar fi rolul protectiv oferit de aceeasi alelda HLA-A*11:01:01 pacientilor cu
ATLL si protectia datd de HLA-A*26:01:01 persoanelor diagnosticate cu limfom
cutanat.Varianta serologica a acestei alele, HLA-A11, a fost raportatd de asemenea ca fiind

protectiva insa de aceasta datd la pacientii cu limfom Hodgkin [10,106]. Gavioli si colab.
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[107] vorbesc despre importanta HLA-A*11 in scaderea expresiei limfomului Burkitt. De
asemenea alelele din grupul HLA-A*11 sunt amintite pentru protectia pe care o ofera

populatiei coreene Impotriva dezvoltarii DLBCL [108].

De asemenea au fost identificate alelele HLA-DRB1*13:02 (p = 0,037, OR =0,940)
st HLA-DRB1*11:01 (p = 0,021, OR = 0,190) pentru expresia lor crescuta in lotul control,
indicand un efect protector impotriva dezvoltarii limfoproliferarilor. In urma tiparii NGS,
acestor alele li se adaugd alele HLA-DRB1*11:01:01 ce ofera protectie celor diagnosticati
cu PTLC-NOS si HLA-DRB1*16:01:01, identificata pentru protectia oferitd in limfomul
cutanat. Aceste rezultate sunt similare cu cele ale Wang si colab. [103] care in cazul

limfomului folicular au descoperit protectia oferita de HLA-DRB1*13 in randul purtatorilor.

Nu in ultimul rand, HLA-DRB1*13 si HLA-DQBI1*03 protejeaza atadt impotriva
limfomului Hodgkin cét si a celui non-Hodgkin, conform studiului condus de Galleze et al.
[109] In mod similar rezultatele au fost reproduse pentru infectie virald cu hepatiti B la
pacientii din Iran [110] pentru finlandezii cu scleroza multipla [111] dar si la populatia cu
artritd reumatoida [112,113]. O altd documentare este pentru HLA-DRB1*04:01 care
protejeaza Impotriva aparitiei DLBCL [103].

Alte doua alele identificate in urma secventierii NGS, sunt HLA-DQA1* 04:01:01
cu rol protector in limfomul Burkitt st HLA-DPB1*13:01:01 ce ofera protectie pacientilor
cu MCL. Chiar daca asocierea mentionatd anterior dintre HLA-DPBI si MCL nu este
amintitd pana In prezent in literaturd, se pare cd alela HLA-DPB1*13:01:01 a fost
identificata la pacientii infectati cu SARS-CoV-2 pentru ca impiedica instalarea formelor
severe de boald [114], dovedindu-si astfel rolul protector. in cazul alelei HLA-DQAT1*
04:01:01, aceasta a fost amintita in literatura pentru cresterea riscului de aparitie a

limfomului Burkitt la copii [115].

Subcapitolul 5.3. reprezintd o traducere, adaptare si extindere a rezultatelor si
discutiilor publicate anterior de doctorand in articolul “Immunogenetic Background of
Chronic Lymphoproliferative Disorders in Romanian Patients-Case Control Study [98] " ca

cerita partiala in indeplinirea tezei de doctorat.
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6. Concluzii si contributii personale

Lucrarea de fatd este printre singurele care analizeazd implicarea genelor HLA 1n
limfoproliferarile cronice, la nivel international. De asemenea, din cunostintele noastre pana

in prezent nu a mai fost elaborat niciun alt studiu similar pentru populatia romaneasca.

Mai mult decat atat, pentru studierea genelor HLA 1n cazul acestui grup de patologii,
am apelat la cea mai avansata metoda de secventiere utilizata Tn momentul de fata si anume
NGS. Astfel, am realizat o genotipare de rezolutie inaltd cu raportarea rezultatelor la nivel
de 6 cifre. Am obtinut in acest fel informatii detaliate despre genele implicate atat in procesul
de protectie Tmpotriva aparitiei unuia dintre limfoproliferarile cronice, cat si despre genele

care cresc riscul de aparitie al acestor patologii.

Mai mult decat atat, pentru un esantion din lotul de pacienti, am realizat secventiere
de rezolutie inaltd prin doud metode si am putut efectua raportarea la nivel de 4 cifre si
ulterior la nivel de 6 cifre. Asta ne-a dat ocazia sa descoperim trei aspecte foarte importante:
1) existd diferente Intre raportarea la 4 cifre respectiv la 6 cifre; 2) testdnd 6 dintre genele
HLA prin ambele metode am identificat mai multe asocieri semnificative statistic pentru
pacientii tipati NGS, cu rezultate raportate la rezolutie de 6 cifre; 3) genotipand cu ajutorul

NGS mai multe gene HLA am identificat asocieri noi intre boala si genele netestate anterior.

Pentru pacientii cu LLC, care au reprezentat cea mai mare pondere a lotului nostru,
am Incercat sa realizdm un profil imunologic care sa cuprinda atat markeri deja cunoscuti si
folositi cum sunt markerii imunofenotipici, valorile leucocitelor si limfocitelor, valorile LDH
st CRP, cat si1 potentiali noi markeri de boala cum sunt alelele HLA. Toatea aceste date ne-
au ajutat sa creiondm un tablou imunologic amplu pentru pacientii nostri si am reusit sa
punctam trasdturile paraclinice definitorii ale pacientilor cu LLC atipicd. Acest lucru
reprezintd o premiera ce poate deschide noi orizonturi spre o abordare terapeutica diferita in

viitor.

Limfoproliferarile cronice sunt un grup heterogen de boli, de aceea existd necesitatea
unei mai bune caracterizari a acestui grup de patologii in vederea elaborarii unor strategii
terapeutice performante. Lucrarea de fata nu reprezinta decat un prim pas in realizarea unui
tablou imunologic complex, introducand pentru prima oara In prim plan genele HLA ca
marker de boala cat si asocierea HLA-CD ce indica forme atipice de LLC, pentru o mai buna

caracterizare a pacientilor cu aceasta boala.
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