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MULTUMIRI

La finalizarea acestei teze de doctorat a contribuit o echipa de oameni deosebiti care m-
au sprijinit moral si profesional si carora doresc sa le multumesc si s le aduc recunostinta mea.

In primul rand doresc si-i multumesc conducitorului stiintific al tezei de doctorat,
Profesor universitar abilitat Lucian Gorgan care cu multd rdbdare m-a coordonat si sustinut, in
procesul de elaborare si finalizarea a acestei teze.

Multumesc membrilor Comisiei de Indrumare: Prof. univ. dr. habil. Lucian Hritcu, Sef
lucr. dr. Mirela-Mihaela Cimpeanu si Sef lucr. univ. dr. Cristian Tudose pentru disponibilitate
si sugestiile oferite pe parcursul studiilor doctorale.

De asemenea, doresc s adresez respectuoase multumiri membrilor comisiei de Referenti
pentru amabilitatea de a analiza aceasta lucrare.

Multumiri sunt adresate si colectivului Laboratoarelor de Analiza medicale al Institutului
Regional de Oncologie care m-a ajutat, sustinut si indrumat pe intreg parcursul doctoratului. in
special mentionez colectivul departamentelor de Diagnostic molecular, Citogenetica si
Imunofenotipare carora le multumesc pentru intelegere si rabdare.

Totodata, adresez multumiri medicilor departamentului de Hematologie al Institutului
Regional de oncologie, lasi care m-au sprijinit cu datele clinice care au stat la baza acestui
studiu.

Sinu 1n ultimul rand multumesc familiei mele care m-a sustinut mereu si mi-a fost alaturi
cu rabdare si dragoste neconditionata pe tot parcursul scolii doctorale motiv pentru care le dedic

aceasta lucrare.
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INTRODUCERE

Evolutia geneticii si in special a citogeneticii a avut un impact major asupra intelegerii
bolilor hematologice. Incepand cu descoperirea cromozomilor plantelor in 1875 si
continudnd cu descoperirea cromozomilor umani in 1879 (Arsham et al., 2017) care au
deschis usile spre noi orizonturi si pana la tehnicile de ultima generatie precum NGS si SNP-
array au dus la conturarea tot mai exactd a tabloului evolutiei celulare si respectiv a
afectiunilor hematologice.

Mielomul multiplu (MM) a fost cunoscut incad din antichitate, dar, abia la inceputul
secolului al XIX-lea, apar rapoarte de caz despre ,,molii ossium" care pun accentul asupra
leziunilor osoase caracteristice pentru ceea ce ulterior a devenit cunoscut ca MM. Cel mai
bine documentat caz este acela al lui Thomas Alexander McBean, un comerciant foarte
respectabil din Londra (1845), in cazul céruia, patologul Henry Bence Jones si consultantul
clinic William Macintyre au descris o forma noud de proteinurie asociatd cu fragmente
osoase si fracturi patologice. Aceasta proteinurie a devenit cunoscuta sub numele de proteina
Bence Jones. Pacientii cu ,,molii ossium” si proteinurie Bence Jones au murit in doar cativa
ani de la diagnosticare, adesea dupa tratamente inutile cu remedii nespecifice cum ar fi
chinina, rubarba, coaja de portocald, si sarurile de fier (Kyle et al., 2011, Steensma et al.,
2018).

in 1939 Longsworth si colaboratorii au introdus in studiul MM electroforeza
proteinelor si au demonstrat ca astfel se poate pune in evidentd, la nivel seric, excesul de
imunoglobuline monoclonale (Ribatti, 2018).

In ultimele decenii, citogenetica moleculari a realizat un mare salt tehnologic oferind
cercetdtorilor posibilitatea de a vizualiza concomitent pierderea sau castigul de material
genetic in intreg genomul, la o rezolutie fara precedent. Astfel, in 1990 sunt implementate
microretele CGH (hibridizarea genomica comparativd) cu sonde non-polimorfice (aCGH)
urmatd de microretele SNP (,,single nucleotide polimorfism”) cu sonde polimorfice
(SNParray) (Sherry et al., 2001, Ylstra et al., 2006, Smetana et al., 2011, Lockwood et al.,
2006).



SCOPUL STUDIULUI

Scopul tezei este identificarea unor markeri moleculari si citogenetici utili in
diagnosticarea timpurie a pacientilor cu MM si optimizarea monitorizarii cazurilor aflate sub
tratament, prin selectarea testelor moleculare si citogenetice adecvate diferitelor etape de

tratament.

Capitolul 1. MIELOMUL MULTIPLU

1.1. Definitie, clasificare si prevalenta

MM (boala lui Kahler), o neoplazie a limfocitelor B, ce rezultd din proliferarea
accelerata a plasmocitelor atipice care se acumuleaza la nivelul maduvei osoase (Danaila et
al., 2011, Firth, 2019). Aceste celule atipice produc/secretd imunoglobuline (Ig) sau o
subunitate polipeptidica a Ig, de un singur tip ce este determinata ulterior sub forma unei
proteine monoclonale (proteina-M) in ser sau urind (Remily-Wood et al., 2014, Tathineni et
al., 2020).

Principalele elemente care alcatuiesc tabloul clinic al pacientului cu MM sunt:
hipercalcemia (C), afectarea renald (R), anemia (A), boala osoasd (B) -pe scurt CRAB
(Padala et al., 2021). La care se adauga afectarea neurologica (Egan et al., 2020, Smith et
al., 2019), infectii bacteriene recurente si persistente si hipervascozitate (Blimark et al.,
2015).

Etapele progresiei MM sunt: gamopatia cu semnificatie necunoscutda (MGUS),
mielomul multiplu indolent/asimptomatic (SMM), mielomul multiplu (MM) propriu-zis si
ultima faza si cea mai grava este leucemia cu plasmocite (Maura et al., 2020).

MM este pe locul doi in ceea ce priveste incidenta afectiunilor hematologice maligne
(Kazandjian, 2016). Conform datelor publicate de NIH
(https://seer.cancer.gov/statfacts/html/mulmy.html, 2022) MM reprezinta 1,8% din
totalitatea cancerelor (Padala et al., 2021). Anual sunt diagnosticate aproximativ 34 470 de

cazuri noi iar mortalitatea la 5 ani este de 57%. Incidenta este mai mare in Europa de Vest,



America de Nord si Australia fata de Asia si Africa sub-Sahariana cel mai probabil datorita
accesului limitat la un diagnostic diferentiat in aceste zone (van de Donk et al., 2021).
Varsta medie la diagnostic este de 66-70 ani (in functie de studiu) (Kyle et al., 2003).
In ceea ce priveste diferenta dintre barbati si femei studiile sunt contradictorii (Callander et
al., 2022). Incidenta MM se pare a fi de 2-3 ori mai mare in cazul persoanelor de rasd neagra
versus alba dar este mai scazuta la asiatici si la hispanici (Kumar et al., 2017)
Conform Myeloma Euronet Roméania in anul 2020 au fost diagnosticate 500 cazuri

noi.

1.2. Anomalii moleculare si citogenetice recurente

MM rezulta din acumularea unor alterari cromozomiale de-a lungul evolutiei liniei
de limfocite B (de Moraes Hungria et al., 2018).

Chattopadhyay si colab. a evidentiat pe un numéar de 3999 pacienti 16 loci ce
interactioneaza si ar putea avea rol in transmiterea familiala a unei predispozitii catre aceasta
afectiune (Chattopadhyay et al., 2019).

Translocatiile ce implica gena IGH (imunoglobulin havy chain) localizata in pozitia
14932 sunt considerate evenimente initiale in patogenia MM (Duek et al., 2019). Alte
anomalii importante sunt trisomiile cromozomilor impari, rearanjarile genei MYC, deletia
de 1p, amplificarea de 1q, deletia partiala sau monosomia cromozomului 13, deletii la nivelul
cromozomului 14 si deletia de 17p (Gay etal., 2019).

Primele evenimente in MM pot fi grupate in doud subtipuri: (i) hiperdiploide (HRD)
si (ii)) nonhiperdiploide. Prima categorie este caracterizatd prin trisomii ce implica
cromozomii impari : 3,5, 7,9, 11, 15,17, 19 si/sau 21. A doua categorie are ca si trasatura
predominanta prezenta translocatiilor genei IGH in principal: t(4;14), t(6;14), t(11;14),
t(14;16) si t(14;20) (Cowan et al., 2022).

Existd numeroase evenimentele necesare evolutiei tumorale, cum ar fi: marea
majoritate a variatiilor numarului de copii ale secventelor de ADN (CNV/CNA),
translocatiile ce implicd gena MYC si mutatiile somatice in MAPK, NFkB si cdile de
reparare ale ADN ce sunt intdlnite doar in etapa de MM si nu si in etapele premaligne fiind
considerate evenimente secundare (Manier et al., 2016).

Mieloamele hiperdiploide au fost asociate cu un prognostic bun spre deosebire de

cele non-hiperdiploide (Avet-Loiseau et al., 2012). Acest lucru s-ar putea datora actiunii



MM hiperdiploid care au si anomalii structurale, de obicei dezvoltd o forma mai agresiva a
bolii, ce implica translocatii IGH si/sau duplicatia bratului lung al cromozomului 1 (Carrasco
et al., 2006, Chng et al., 2006).

MM hipodiploide (cu mai putin de 48 de cromozomi) si cele aproape tetraploide (cu
mai mult de 75 de cromozomi) sunt asociate cu o rata de supravietuire foarte mica (Hoctor

et al., 2012, Smadja et al., 2001).



Capitolul 2: MATERIAL SI METODE

2.1 Lotul de studiu

In perioada decembrie 2017-decembrie 2021, in urma examenului clinic, in cadrul
Institutului Regional de Oncologie, lasi, 343 pacienti au ridicat suspiciunea de MM (si au
acceptat sd fie introdusi In acest studiu).

In urma analizelor clinice si de laborator pentru 45 pacienti s-a confirmat diagnosticul
de MGUS, 13 plasmocitom solitar, 27 leucemii cu plasmocite si 102 cu alte diagnostice.
Pentru 156 pacienti a fost confirmat diagnosticul de Mielom Multiplu.

Toti pacientii au semnat consimtdmantul informat. Studiul a avut aprobarea comisiei
de eticd a Institutului Regional de Oncologie, lasi.

Factorii care au impiedicat evaluarea corecta si completd a plasmocitelor atipice din
aspiratul medular sunt: ,,patchy disease” (distributia neuniforma a plasmocitelor la nivelul

maduvei hematogene), hemodilutia, diversitatea clonala si boala extramedulara.

2.1.1 Lot de studiu- IMUNOFENOTIPARE

Din cei 156 pacienti diagnosticati cu MM doar pentru 143 s-a putut realiza
diagnosticarea prin imunofenotipare, 13 probe fiind coagulate si deci neconforme. 72 au fost

barbati si 71 femei. Media de varstd a fost de 66 ani variind intre 39 si 87 ani.

2.1.2 Lot de studiu- MLPA

Pentru realizarea analizei MLPA s-au aplicat urmatoarele criterii de includere:
infiltratul de PC in maduva, conform analizei citologice, sa fie mai mare de 10%; infiltratul
de PC evaluat prin flowcitometrie sd fie mai mare de 1,5% si toti pacientii sa fie diagnosticati
cu MM activ. De asemenea, s-au exclus toti pacientii care au decedat imediat dupa

diagnosticare fard sa fie implementat niciun tratament. Astfel au rdmas 107 pacienti (Tabel

).



Tabel 1- Caracteristicile grupului studiat

n
Pacienti cu MM n=107
Varsta medie la diagnostic 65 Variaza intre 39-87 ani
Varsta <60 29 27.1%
Varsta 60-70 44 41.1%
Varsta <70 34 31%
Sex
Barbati 51 47.66%
Femei 56 52.33%
Stadiu ISS
1 21 19.6%
2 39 36.4%
3 47 43.9%
Tratament
VCD 74 69.1%
Alte terapii 33 30.8%
Transplant autolog 30 40.5%

2.1.3 Lot de studiu- SNParray

Pentru 50 pacienti s-a realizat analiza SNParray pentru a evidentia anomaliile
numadrului de copii ADN (CNAs) suplimentare celor detectate prin MLPA. 20 (40%) au fost

barbati si 30 (60%) femei. Varsta medie a grupului analizat a fost de 67 ani.

2.1.4 Lot de studiu- CARIOTIP s1 FISH

In perioada decembrie 2017-ianuarie 2022 156 probe de la pacienti diagnosticati cu
MM s-au adresat departamentului de citogenetica din cadrul IRO Iasi in vederea realizarii
analizei CARIOTIP. Dintre acestea 46 au avut indice mitotic 0, 85 au fost cu 46XX/46XY,
3 au prezentat anomalii numerice si structurale neanalizabile si pentru 22 metafazele au
prezentat anomalii cromozomiale.

Pentru a confirma diverse anomalii s-a utilizat tehnica FISH in 13 cazuri.

2.2 Metode

2.2.1 Imunofenotipare prin citometrie in flux

Citometria in flux reprezintd o analiza multiparamentrica ce permite caracterizarea

celulelor din punct de vedre a proteinelor membranare numite clustere de diferentiere (CD).
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Metoda este utilizatd cu succes in imunofenotiparea probelor provenite de la pacientii
cu MM inclusiv a plasmocitelor normale si atipice. In Tabelul 2 este prezentat intreg panelul
de anticorpi utilizati. Acesta este impartit in doud tuburi. In Tabelul 3 sunt prezentate

diferentele de expresie a anticorpilor la nivelul plasmocitelor normale versus anormale.

Tabelul 2: Panelul utilizat in imunofenotiparea Mielomului Multiplu

Nr Tub FITC PE PC5 PC7  APC AC7 PB PO
1 CD38 CD56  Cy-beta2m(4) CDI19 Kappa Cy-lambda(3) CD45 CDI138
3)

2 CD38 CD28(5) CD27(3) CD19 CDI117 CD8l1 CD45 CD138

Tabelul 3. Profilul normal/anormal de expresie a markerilor fenotipici

CD NORMAL ATIPIC
CD19 + =
CD356 - +/-
CD27 + -
CD28 - +
CDS81 + -

CD117 - +/-
CD45 + -
CD38 + +

CD138 A A

Panelul de anticorpi utilizati este in concordantd cu recomandarile EuroFlow
EuroFlow (Roshal et al., 2017, Flores-Montero et al., 2016).

Probele au fost analizate cu ajutorul citometrelor Navios (Beckman Coulter) si FACS
ARIA III (Becton Dickenson) — 3 lasere, 10 culori, din cadrul laboratorului TRANSCENT,
al Institutului Regional de Oncologie, lasi. O medie de 100,000 celule a fost achizitionata
pentru fiecare tub/proba analizata. Citometrul a fost calibrat si monitorizat zilnic conform cu
recomandarile producatorului si standardelor EuroFlow (Kalina et al., 2012, Glier et al.,
2019). Pentru analiza datelor, fisierele (.fcs or .Imd) au fost prelucrate utilizdnd softul
Infinicyt 1.8 software (Cytognos SL, Salamanca, Spain). Plasmocitele au fost evidentiate

prin selectarea populatiei pozitive pentru CD38 si CD138. Un prag (threshold) de 10% a fost

10



aplicat pentru ca un CD sa fie considerat pozitiv la nivelul plasmocitelor, exceptie s-a facut

in cazul CD19 unde threshold-ul a fost setat la 50% (Paiva et al., 2017b).

2.2.3 Sortarea plasmocitelor cu bile magnetice

Imbogitirea probelor prin citometrie in flux a ridicat diverse probleme si prin urmare
s-a optat pentru sortarea plasmocitelor cu bile magnetice marcate cu anticorpi anti-CD138
(ProtocolCD138MicroBeads, Shin et al., 2012, Bansal et al., 2021).

Prima etapa a acestui proces constd 1n separarea celulelor mononucleate-
BMMC/PBMC (bone marrow mononuclear cells/peripheral blood mononuclear cells) prin
gradient de densitate cu Ficoll (Hystopaque). Peletul celular astfel obtinut se incubeaza cu
bilele magnetice ce marcheaza celulele CD138+. Dupa marcare, suspensia celulard s-a
transferat pe o coloani de separare si a fost expusa unui cAmp magnetic. In ultima instanta
celulele marcate sunt eluate de pe coloana (ProtocolCD138MicroBeads),

S-a utilizat kit-ul CD138 MicroBeads, human de la Miltenyi Biotec, iar plasmocitele
separate s-au utilizat la izolarea ADN.

Dupa sortare s-a realizat verificarea procentului de plasmocite izolate prin marcare
cu CD138 si CD38. S-a reusit ridicarea procentului de plasmocite atipice de la valori de 5-6

% pana la 87% .

2.2.4 Extractia si cuantificarea acizilor nucleici

Extractia ADN

S-a realizat cu ajutorul kit-ului Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega

Corp., Madison, WI, USA). Principiul de baza consta in precipitarea ADN-ului genomic cu

izopropanol (dupa etapele de liza celulard si eliminare a proteinelor si RNA-zelor)
(Rodriguez-Riveiro et al., 2022).

De asemenea pentru extractia ADN-ului genomic s-a utilizat si kit-ul QIAamp DNA

Mini Kit-Qiagen ce izoleaza acizii nucleici cu ajutorul unor membrane de siliciu. Initial

proba este lizatd cu proteinaza K si un buffer de liza, dupa care se adauga un buffer de

prindere la membrand (ce confera lizatului un anumit PH si o anumita salinitate ce va

determina ca prin centrifugare ADN-ul sd rdiméana fixat pe membrana iar proteinele si restul

11



contaminantilor sa fie indepartate). Urmeaza doud etape de spdlare si elutia cu solutie

tampon (Handbook)

Cuantificarea acizilor nucleic

Prima etapd de control este reprezentatd de cuantificarea spectrofotometricd a
produsilor izolati, cu citire la 260nm si 280nm, folosind un spectrofotometru NanoDrop
2000. Aceasta etapa se bazeaza pe capacitatea de absorbtie pentru lumina ultravioletd a
acizilor nucleici la o lungime de unda de 260nm si a proteinelor la 280nm. ARN-ul si ADN-
ul monocatenar au un coeficient de extractie de 0.027 (ug/ml)! cm™. Pentru evaluarea
puritatii acizilor nucleici se utilizeaza raportul intre absorbanta 260nm si 280nm. Un ADN

pur are acest raport egal cu ~1.8, iar ARN-ul pur ~2.

2.2.5 Tehnica MLPA -kitul P0425-B2 pentru Mielom Multiplu

Pentru identificarea anomaliilor citogenetice (variatii ale numarului de copii ADN)
la pacientii cu MM s-a utilizat kit-ul MLPA P425-B1 (MRC-Holland, Amsterdam,
Netherlands) ce poate pune in evidentd deletii sau duplicatii ale urmatoarelor regiuni
cromozomiale si gene tintd: 1p21.1 (COL11Al), 1p12 (FAM46C), 1p32.2 (PLPP3 si
DABI), 1p32.3 (FAF1, CDKN2C), 1q21.3 (CKSI1B), 1p31.3 (LEPR), 1p21.3 (DPYD),
1P31.2 (RPE65), 1q23.3 (NUF2, RP11 si PBX1), 5q31.3 (PCDHA1, PCDHACI1, PCDHB?2,
PCDHB10, SLC25A2, si PCDHGAI11), 9p24.1 (JAK2), 9q34.3 (COL5A1), 12p13.31
(CD27, VAMP1, NCAPD2, CHD4), 13q14.2 (RB1 si DLEU2), 13q22.1 (DIS3), 14q32.32
(TRAF3), 15q12 (GABRB3), 15q26.3 (IGFIR), 16q12.1 (CYLD), 16g23.1 (WWOX) si
17p13.1 (TP53). Fiecare sonda are intre 129 si 499 nucleotide.

S-au lucrat probe sortate versus fractia de celule CD138- si proba nesortatd iar
rezultatele obtinute au subliniat faptul ca imbogétirea probei este absolut necesara in cazul

acestei patologii si pentru utilizarea acestei tehnici (Figura 1, Tabelul 4).
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Figura 1. Grafice rezultate In urma analizei MLPA
Tabel 4. Valoarea logaritmica a CNAs in celulele a doud probe de la care s-a testat fractia
CD138+, CD138- si proba nesortata
D E
CDI138+ | NESORTATA | CD138- CD138+ | NESORTATA | CD138-
GAIN 1.69 1.22 1 1.35 1.2 1
MLPA LOSS 0.64 0.79 1 0.68 0.68 1

2.2.6 Analiza SNP-array in Mielomul Multiplu

Tehnica SNParray este In general utilizatd pentru investigarea mutatiilor genetice

constitutionale, cu toate acestea, in ultimul deceniu s-a evidentiat utilitatea acesteia si in

cazul schimbarilor somatice. Cand celulele afectate sunt dependente de micromediul din

organism aceasta tehnica poate veni in ajutorul tehnicilor de cariotipare si FISH (Busse et

al., 2017, Peterson et al., 2018, Rack et al., 2019, Munshi et al., 2011).

Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH) cu sonde de tip Single

Nucleotide Polymorphism (SNP) a fost realizatd pe o lama cu 4x180.000 (180K) sonde
(110.112 sonde CGH, 59.647 sonde SNP, 3.000 sonde replicate si 8.121 sonde control) care

acopera intreg genomul uman cu o rezolutie spatiala de ~25.3 kb ADN (  Agilent). Fisierele

obtinute in urma scandrii au fost interpretate cu ajutorul softului CytoGenomics v2.0 de la

Agilent, utilizand parametrii

standard de interpretare.
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Pentru utilizarea SNParray in cazul pacientilor cu MM este absolut necesara
imbogatirea probei prin sortarea celulelor CD138 pozitive (Munshi and Avet-Loiseau, 2011)

.(Figura 2, Tabelul 5).
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Figura 2. Imagini rezultate in urma analizei SNParray de la doi pacienti diagnosticati cu MM.

Table 5. Valoarea ratei logaritmice in cazul a doi pacienti analizati prin SNParray

D E

CDI138+ | NESORTATA | CD138- | CD138+ | NESORTATA | CDI38-
CGH DUP 0.66 0.57 0 0.52 0.25 0
a DEL | -0.76 -0.37 0 -0.75 0 0

Prin analiza datelor s-a ajuns la concluzia ca este necesar ca si in cazul MLPA un
infiltrat minim de plasmocite de 30 % in proba analizata pentru ca rezultatele obtinute prin
aceasta tehnica sa fie corecte.

Anomaliile recurente ce pot fi identificate prin array 1n cazul MM sunt:
hiperdiploidia, deletia chr 13, deletia 17p, deletia 1p, amplificarea/ duplicatia 1q,

microdeletii, cromotripsis, cromoanasinteza, pierderea heterozigotiei.
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2.2.7 Analiza cromozomiala standard Cariotip si tehnica FISH

Analizele de citogenetica sunt metode prin care sunt analizati cromozomii. Cariotipul
este aranjamentul standard al cromozomilor unei celule, realizat cu scopul de a detecta
anomaliile cromozomiale numerice sau structurale, omogene sau in mozaic, ale autozomilor
sau ale gonozomilor.

Metoda presupune obtinerea de celule in diviziune (culturd nestimulatd cu mitogeni
fard sincronizare, cu celule din tesuturi ce se divid activ), celulele respective fiind apoi
prelucrate in mai multe etape succesive (blocarea diviziunii in metafaza, hipotonizare, fixare,
etalare pe lama si colorare). Ulterior, cromozomii sunt fotografiati si dispusi in perechi de
cromozomi omologi dupa criterii standard.

Plasmocitele clonale sunt dependente de micromediul medular si prin urmare,
activitatea lor proliferativa in cultura este scazuta. Datorita acestui fapt, doar 30-50% din
cazurile noi diagnosticate de MM analizate prin citogenetica clasicd prezintd un cariotip
anormal (Chin and Zakaria, 2014). Prin cariotipare se pot descrie doar anomalii numerice si
structurale mai mari de SMb (Riegel, 2014). De asemenea, diverse anomalii importante
pentru prognostic precum t(4;14) sunt criptice in citognetica clasica (Stevens-Kroef et al.,
2012). .In schimb, prin aceasta tehnica, fiecare celula este analizata individual si prin urmare,
putem observa clonele si subclonele unei anumite linii celulare.

Introducerea testarii nucleilor interfazici prin FISH (hibridizarea fluorescenta in situ)
a Tmbunatatit detectarea anomaliilor genetice Tn MM. Aceasta tehnica consta in hibridizarea
unor sonde fluorescente la ADN-ul tinta.

Ghidul European aparut in 2019 recomanda pentru rutina din diagnostic realizarea
cariotipului si un panel de FISH-uri ce include: t(4;14), t(11;14), dell7p, t(16;14), t(14;20)
plus amplificarea 1q, deletia 1p (Rack et al., 2019). De asemenea, se sugereaza utilizarea
unor tehnici amplificative (bazate pe extractia ADN) ca si alternativad in cazul in care nu se

obtin metafaze analizabile.

2.2.8 Analiza statistica

Analiza statistica s-a realizat cu ajutorul softurilor IBM® SPSS Statistics 21.0, R
v4.0.3 si software-ul Office-Excel. Toti parametrii au fost analizati in raport cu

supravietuirea fara progresie (PFS) si supravietuirea globald (OS). PFS a fost definitd ca
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durata de la Inceputul tratamentului pana la progresia bolii sau decesul pacientului
(indiferent de cauza decesului). Evenimentele analizei PFS au inclus progresia bolii, recidiva
si decesul pacientilor. Progresia bolii a fost diagnosticata conform criteriilor de diagnostic
ale IMWG. OS a fost definit ca timpul de la data diagnosticului pana la data decesului
pacientului. Evenimentele analizei OS au inclus doar moartea. Pierderea pacientilor in
timpul urmaririi a fost tratatd ca informatii cenzurate. Metoda Kaplan si Meier si testul log-
rank au fost utilizate pentru analiza supravietuirii. Fiecare grafic contine informatiile
statistice relevante: n - numarul total de pacienti si valoarea p (un p < 0,05 a fost considerat
ca fiind semnificativ statistic). Analiza regresiei Cox a fost utilizatd pentru generarea ratei
riscului relativ (HR). HR este o valoare matematica ce calculeaza probabilitatea ca la o
persoana din grupul tinta sa apard evenimente de tipul progresia bolii sau moarte.
Elaborarea graficelor tip ,,heatmap” a fost realizata in software-ul R folosind pachetul

Complex Heatmap (Gu et al., 2016).
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Capitolul 3: REZULTATE SI DISCUTII

3.1 Rezultate si discutii — IMUNOFENOTIPARE

Antigenii de suprafatd specifici (CD) sunt utilizati in mod obisnuit in testele de
citometrie in flux pentru discriminarea plasmocitelor maligne de cele normale (Alaterre et
al., 2017, Sato et al., 2021). Unii dintre acesti antigeni de suprafata prin asociere devin factori
de prognostic, iar altii reprezinta factori de prognostic independenti. Functiile lor celulare
initiale nu sunt intotdeauna intelese, iar implicatiile lor asupra diagnosticului, prognosticului
si stratificarii riscului sunt variabile si nu sunt convenite in mod uniform. Exista un consens
cu privire la CD-urile analizate prin citometrie in flux ce pot identifica clona patogena si o
pot caracteriza in continuare (Paiva et al., 2010, Caers et al., 2018).

Indiferent de categoria bolii plasmocitele au caracteristici imunofenotipice similare,
care sunt distincte de cele ale PC normale. De obicei, CD38 si CD138 sunt markerii cei mai
importanti pentru discriminarea PC-ului de alte celule din BM. In plus, exprimarea CD45,
CD19, CD56, CD117, CD28, CD27 si CD81 impreuna cu evidentierea lantului usor al
imunoglobulinei citoplasmatice permite o discriminare clara intre PC normal/reactiv fatd de
PC monoclonal. impreuna, acesti markeri sunt utilizati de consortiul EuroFlow pentru a crea
un panel standardizat, permitdnd identificarea si caracterizarea imunofenotipicd a PC

neoplazic (Flores-Montero et al., 2016).
CD19
O expresie mai mare de 50% a acestui marker a fost intalnita doar in cinci cazuri

(3,49%) avand o mediand a supravietuirii de 17 luni in cazul PFS. Opt pacienti au prezentat

o expresie cuprinsa intre 8% si 41% (Figura 3).
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Figura 3. (a) Prezenta CD19 in grupul analizat; (b) Supravietuirea fara progresie (mediana calculata

cu ajutorul analizei Kaplan Meier) a pacientilor grupati in functie de expresia CD19.

CD81

Analiza acestui marker s-a realizat doar pentru 139 cazuri din care 62.5% (n=87) au
prezentat expresia acestei proteine la nivel membranar iar in cazul a 37.41 (n=52) a lipsit. In
literatura este cunoscut ca un factor de prognostic negativ independent mai ales in ceea ce
priveste PFS (Paiva et al., 2012). In grupul nostru p a fost nesemnificativ dar HR indica
prognosticul negativ atat pentru PFS (0,73, CI 95% 0,42-1,26) cat si pentru OS (0,62 CI
95% 0,31-1,24) (Figura 4).
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Figura 4. (a) Reprezentarea modelelor de supravietuire globala a grupurilor CD81+/CD81-

rezultatd in urma analizei COX regression; (b) Prezenta CD81 in grupul analizat.
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Paiva et al. ((Paiva et al., 2017a) impart plasmocitele in functie de expresia CD19 si
CDS81 1in trei grupe de diferentiere. CD19(+)CD81(+) PC imature (,,less-differentiated”),
CD19(-) CD81(+) PC intermediar diferentiate (,, intermediate-differentiated”) si CD19(-)
CD81(-) PC mature (,,fully differentiated’”). In grupul nostru cinci cazuri (3,49% similar cu
studiul mentionat unde incidenta a fost de 3% pentru aceastd clond) au prezentat PC imature
avand o medianad a supravietuirii PFS de doar 17 luni (HR 0.65, 95% CI 0.29-1.43). 58,34%
(n=82) au prezentat PC in stadiul doi de diferentiere avand o mediana a PFS de 22 luni (HR
0.86 95% CI 0.20-3.55) si 37.4% (n=52) au prezentat PC mature cu o mediana a PFS de 40
luni. In ceea ce priveste supravietuirea globald mediana pentru clona de PC nediferentiata a

fost tot de 7 luni iar pentru celelalte categorii a depasit 48 luni (Figurile 5).
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Figura 5. (a) Distributia expresiei CD19, CD81 in grupul studiat; (b) Supravietuirea fara progresie
evaluata in functie de expresia CD19, CD81 prin COX regression; (c) Mediana PFS calculata prin
Kaplan Meier evaluata in functie de expresia CD19, CD81.

19



CD117

Acest CD a fost evaluat in 142 cazuri din care 66.42% (n=93) au prezentat CD117+
si 33,57% (n=49) au prezentat CD117-. Prezenta acestei proteine a constituit un factor de
prognostic independent pozitiv cu o mediana pentru PFS de 24 luni (versus cei cu CD117-
cu 19 luni), p=0.04 (HR=1.61, 95% CI 1.0-2.6) si o0 mediana pentru OS mai mare de 48 luni
(versus cazurile cu CD117- ce au avut mediana la 23 luni), HR=1.63 (95%CI 0.90-2.92)
(Figura 6).
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Figura 6. (a) Incidenta CD117 1n grupul analizat; (b) Curba de supravietuire Kaplan Maier
pentru PFS in functie de expresia CD117.

3.2 Rezultate si discutii- MLPA

Instabilitatea genomica, care implicd anomalii numerice si structurale complexe, este
o caracteristicd a PC atipice din MM (Kim et al., 2015). FISH -ul, cariotipul si citologia sunt
cunoscute a fi metode standard (,,gold standard”) pentru diagnosticarea MM (Dimopoulos
et al., 2021).

Xiaofei si colab., 2021 (Ai et al., 2021), au subliniat corelatia datelor obtinute prin
1FISH si MLPA obtinand un procent de similitudine de 97,1% (1354 rezultate din 1395
comparatii, au fost concordante), desi, au existat unele discrepante in rezolutie, mutatii

punctiforme si subclone cauzate de sondele utilizate in ambele metode. in plus, conform
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studiilor anterioare analiza iFISH este capabild sa detecteze doar deletiile sau duplicatiile
mari de 20-50 kb (He et al., 2016), in timp ce MLPA poate recunoaste secvente de 50—100
nt in lungime (Stuppia et al., 2012). Astfel, apare necesitatea folosirii unor metode
alternative, atat In MM [49, 50], cat si in alte boli hematologice.

Anomaliile chr identificate cu kit-ul MLPA P-425 B1 sunt cunoscute, in general ca
avand un prognostic negativ, exceptie facand doar hiperdiploidia (HRD) despre care se
cunoaste ca are un prognostic pozitiv (Chretien et al., 2015, Zhan et al., 2006, Zang et al.,

2015), (Figura 7).
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Figura 7. Prezentare de ansamblu a tuturor CNAs prezente in grupul studiat

Studiile anterioare au aratat ca anomaliile cromozomiale, in proportii si combinatii
diferite, pot afecta prognosticul pacientilor cu MM (Walker et al., 2015), fapt care a fost
observat si in lotul de pacienti studiat, unde asocierea dellp cu duplq si/sau dell3q a avut
ca rezultat o supravietuire mai redusa decat fiecare modificare luata individual.

Shah si colab. (Shah et al., 2018) au Tmpartit MM in functie de prezenta leziunilor
ADN adverse cumulate, in trei grupuri: cu zero leziuni adverse, cu o leziune adversa si cu

doua leziuni adverse. Acest concept de leziuni cumulate, folosit si de alti cercetatori (Baysal
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et al., 2020), a facut ca diversitatea anomaliilor citogenetice sd fie mai usor de inteles si
aplicat in evaluarea prognosticului si rispunsului la tratament pentru practica clinici. In
acelasi mod, luand in consideratie numai CNA adverse, grupul studiat a fost impartit in patru
subgrupe (fara CNA adverse, o CNA adversd, doud CNA adverse si cel putin trei CNA
adverse). Cea mai proastd supravietuire a fost observata atunci cand s-au asociat cel putin
trei modificari rezultdnd un PFS, cu o mediana de 16 Iuni (n = 21), comparativ cu pacientii
fara CNA adverse (PFS mai mare de 48 luni). OS a fost mai scizut doar in cazul pacientilor

cu cel putin trei modificari adverse (38 de luni), in timp ce restul pacientilor au depasit

intervalul de timp al studiului (Figurile 8 si 9).
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Figura 8. Supravietuirea globala (OS) si supravietuirea fara progresie (PFS) corelate cu CNA
adverse. Mediana PFS si OS au fost calculate folosind analiza Kaplan-Mayer. 0- fara CNA adverse,
I-un CNA, 2- doud CNA adverse si > 3- cel putin trei CNA adverse.
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Figura 9. Supravietuirea fara progresie (PFS) corelata cu CNA adverse. folosind analiza Kaplan-

Meier. 0- fard CNA adverse, > 3- cel putin trei CNA adverse.
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3.3 Corelarea rezultatele obtinute in urma analizelor MLPA si imunofenotipare

PC monoclonale au fost identificate si caracterizate fenotipic prin MFC. CD19 a fost
predominant negativ, cu exceptia a patru cazuri. Dintre markerii de suprafatd analizati,
urmatorii markeri au constituit indicatori de prognostic: CD81, CD19 si CD117, corelati cu
CNA -urile identificate.

Markerul CD81 a fost exprimat la 62,8% dintre pacienti, fiind un marker advers cu o
mediana a OS de 45 luni (p=0,012). Mai mult de 30% dintre ei au asociat fie del13q, fie
duplq. Asocierea cu acesta din urma a avut un impact negativ semnificativ asupra OS
(mediana de supravietuire de 38 de luni) (p=0,002) si PFS (mediana de supraviesuire de 14
luni) (p=0,001). La pacientii la care CD81+ a fost asociat cu mai mult de trei CNA adverse
(n=13), PFS a fost scazuta, cu o mediana de 13 luni (p=0,045) si OS de 38 de luni (p=0,017)
(Tabelul 6).

Tabel 6. Corelatia expresiei CD81 cu CNA adverse si prognosticul clinic al pacientilor cu MM

estimat prin analiza de regresie COX si Kaplan-Meier.

PC atipice CD81+
CNAs 0S PFS
Adverse | UNT Rata de hazard (95%CI)  p  LUNI Rata de hazard (95%CI)  p
dell3q 23 38 0.39(0.18-0.85)  0.013 19 0.62(0.33-1.1) ns
duplqg 29 38 0.31 (0.14-0.68)  0.002 14 0.38 (0.21-0.7) 0.001
dellp 14 34 0.41(0.17-0.99)  0.04 16 0.47(0.23-0.97)  0.035
>3CNA 13 38 0.36 (0.15-0.87)  0.017 13 0.46 (0.21-1.0) 0.045

Abrevieri: n- numar de cazuri; ns - fara semnificatie statistica, p<0,05 a fost considerat semnificativ statistic,

luni-mediana calculata prin Kaplan Meier, Rata de hazard a rezultat in urma analizei COX regression.

Avand in vedere expresia CD19 si CD81, stadiile de maturare (Paiva et al., 2017a)
ale PC atipice au fost corelate cu CNA-urile identificate (Tabelul 20). Pacientii cu PC
CD19(+) CD81(+) (slab diferentiate sau nediferentiate) (n=4) au avut o mediana PFS de 17
luni si in 75% din cazuri au fost asociate cu HRD. Pacientii cu CD19(-) CD81(+) (n= 62)
(PC diferentiate intermediar) au avut o mediana PFS de 23 de luni si cazurile cu PC CD19(-
) CD81(-) (PC mature/diferentiate) au avut o mediand PFS de 40 de luni. Cand expresia

CD19 si CD81 a fost comparatd cu mai putin sau mai mult de trei CNA adverse, rezultatele
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Kaplan-Maier au evidentiat: CD19(+) CD81(+) (n= 1) a avut cea mai scazutd mediana PFS
de 7 luni; CD19(-) CD81(+) (n=11) a avut o mediana PFS de 12 luni; CD19(—) CD81(-)
(n=7) a avut o mediana a PFS mai mare de 48 de luni ( Tabelul 7, Figurile 10 si 11).

Tabelul 7. Asocierea intre stadiile de maturare ale PC si CNA.

Alterari genomice (CNA)
Stadiile de maturare a PC

N dellp duplq HRD del12p dell3q dell4q dell6q dell7p

CD19 (+) CD81(+) 4 0% 25% 75% 0% 50% 0%  25% 0%
CD19(-) CD8I1(+) 62 22.6% 43.6% 46.8% 3.2% 33.9% 8.1% 22.6% 6.5%
CD19(-) CD81(-) 39 20.5% 333% 48.7% 0%  41% 7.7% 12.8% 0%
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—MICD19+CD81+ (n=4)
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Figura 10. Analiza COX regression a supravietuirii PFS a grupului de pacienti repartizati in

functie de expresia CD81, CD19.
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Figura 11. Supravietuirea pacientilor analizati in functie de asocierea dintre expresia CD81, CD19

si CNA.

Expresia markerului CD117 a fost identificatd la 67 de pacienti si a avut un impact
favorabil pentru PFS (p=0,008) si OS (p=0,019). Acest prognostic a fost afectat de co-
exprimarea CD81 dupa cum urmeaza: mediana PFS a crescut de la 18 luni la 36 de Iuni in
cazul CD117(+) CD81(+) vs CD117(-) CD81(+) (p=0,025), HR 0,48 (CI 95% 0,23-0,90) si
mediana OS de la 40 de luni la mai mult de 48 de luni (p=0,046, HR 0,44 (CI 95% 0,19 -
0,99). Nu a existat nicio diferentd In PFS sau OS in cadrul grupul CD81(-) cu sau fara
expresie CD117 (p=0,82/p=0,84) (Figura 11 a si b).

De asemenea s-a efectuat o analizd a asocierii CD117 cu cel putin trei CNA-uri
adverse. Expresia CD117 a avut un impact pozitiv in grupul cu mai putin de 3 CNA. Astfel,
in acest grup, expresia CD117 a crescut PFS de la 21 la 36 de luni (p=0,008) si OS de la 45
la peste 48 de luni (p=0,02). in grupul cu mai mult de 3 CNA, expresia CD117 nu a aratat
nicio semnificatie statisticd, poate datoritda numarului scazut de pacienti din acest grup
(Figura 11 c si d).

In plus, diferitele stadii de maturare a PC au fost comparate cu expresia CD117 si cu
prezenta sau absenta a trei CNA adverse. Astfel, la pacientii cu PC diferentiate (CD19(-)
CD81(-)) cu CD117(-) si mai putin de trei CNA adverse, PFS a fost de 24 de luni in
comparatie cu grupul cu cel putin trei CNA adverse, care a avut o PFS mai scazuta, de 13

luni. In grupul de PC diferentiate intermediare (CD19(-), CD81(+)) cu CD117(-), mediana
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PFS a fost de 19 luni in absenta a trei CNA adverse si a scazut semnificativ pana la 7 luni,

cand au fost identificate cel putin trei CNA adverse.

Cum Survival

o

08

CD117+ CD@1- vs CD117- CD81-, p=0.82

4

1 CD117,CD81
=IICD117+, CO81+ (n= 38)
~ICD117-, CDB1+ (n=27)
CD117+, CD81- (n=27)
—IICD117- C081- (n=12) p=0.031

CD117+,CD81+vs CD117- CD81+, p= 0025

T T T T T
0 10 20 0 40

TIMP (luni) PFS

(2)

08

06

Cum Survival

CD117+, <3 CNA vsCD117-, <3CNA p=0.008
CD117+, =3 CNA vsCDI117-, =3CNA p=0561

CD117,CNA
—ICD117+, €3CNA (n=52)
—ICD117-, <3CNA (n=33)
—IICD1174, 23 CNA  (n=15)

0.0+

~IICD117-, 23 CNA  [n=6)

T T T T T
0 10 20 30 40

TIMP (luni) PFS

(©)

'01 CD117+,CD81+ vs CD117- CD81+, p=0.046
CD117+ CD81-vs CD117- CD81-, p=0.84
05
=
=
£
3
@
E g6+
o
CD117,CD81
047 _MICD117+, CDB1+ (n=38)
~ICD117-,C081+ (n=27)
CD117+,C081- (n=27)
=ICD117-, CO81- (n=12) p=0.009
T L] Ll T L) L]
o 10 20 0 40 S0
TIMP (luni) OS
10 CD117+,<3CNA vs CDI117- <3 CNA p=0.02
CD117+, =3 CNA vs CD117-, =3CNA p=022
[}
B
=
g
& 05
£
3
(5]
044
CD117,CNA
=ICD117+, <3 CNA  (n=52)
—ICD117-, <3CNA  (n=33)
~IICD117+, 23 CNA  (n=15)
02+ —FICDI7-, 23 CNA (n=6) p=0.041
T T T T T T
o 10 0 30 40 S0
TIMP (luni) OS
(d)

Figura 11. Modele de supravietuire a pacientilor cu MM tindnd cont de co-expresia CD81, CD117
(a)-PFS , (b)-OS 5i CD117, CNA (c)-PFS , (d)-OS calculata prin analiza COX regression.

in ultimul grup, PC mai putin diferentiate (CD19(+), CD81(+), au fost analizati doar

patru pacienti: pentru trei dintre acestia CD117 a fost pozitiv si au fost identificate mai putin

de trei CNA, ceea ce a dus la o mediana a PFS de 17 luni; pentru ultimul pacient din acest

grup, care a prezentat trei CNA adverse si CD117(-), mediana PFS a fost de numai 7 luni.
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Astfel, chiar daca trei CNA adverse scad PFS 1n toate cele trei stadii de maturare, expresia

CD117 poate imbunatati rezultatul (Figura 12, Tabelul 8).
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Figura 12. Corelatia stadiilor de maturare a PC atat cu expresia CD117, cat si CNA adverse

afecteaza supravietuirea fard progresie a pacientilor cu mielom. Mediana PFS si OS au fost

calculate folosind analiza Kaplan-Maier.

Tabel 8. Corelatia dintre CD19, CD81, CD117 si CNA-uri

Supravietuire fara progresie

CD19, CD8I Ch117
Stadiile de CNAs N
maturare Pozitiv Luni HR p
sau Subgrupe
negativ
1.88 (0.22-
+ (a) 22 >48 15.69) -
<3 0.68 (0.06-
CD19- - (b) 10 24 7.70) 0.75
CD81- (bvsa)
(diferentiat) 0.56 (0.06-
+ (©) 5 >48 4.48) 0.53
>3
- (cvsa)
- (d) 2 13 X X
3.021
i © 27 “4 108708 -
<3 0.33 (0.14-
CD19-
CD81+ - (® 23 19 0.77) 0.008
(intermediar) (fvs )
0.35 (0.12-
>3 + (2) 9 13 1.04) 0.049
(gvse)
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0.21

(0.042-
- (h) 3 7 1.05) 0.051
(hvse)
CD19+ 0.28 (0.76-
CD81+ <3 + @) 3 17 1.09) 0.052
(putin sau (ivse)
nediferentiat) >3 - Q) 1 7 X X

Analiza grupurile de PC Tmpreuna cu CNA adverse si expresia CD117 a pus in
evidenta rezultate relevante numai in grupul CD19-CD81+. Astfel, expresia CD117 a avut
un impact pozitiv atunci cand au fost identificate mai putin de trei CNA adverse.

In general, expresia CDI117 a imbunititit rezultatul la PC-urile diferentiate
intermediare, indiferent de numarul de modificari ADN. Ca rezultat, factorul de prognostic
favorabil CD117 ar trebui luat in considerare in algoritmul de stadializare si urmarire a bolii.
In consecinta, acest studiu arati ci CD19 si CD81 impart pacientii cu MM 1n trei grupuri
distincte de diferentiere a PC, care asociate cu CNA adverse si CD117, permit identificarea
de noi subgrupuri cu prognostice diferite, care pot reprezenta tinte suplimentare pentru studii

viitoare si chiar si pentru terapii specifice.

3.4 Rezultate si discutii - SNParray

Tehnicile standard pentru identificarea anomaliilor genetice Tn MM sunt cariotipul
si FISH-ul (Moreau et al., 2021), dar pe masura ce cunostintele noastre despre modificarile
genetice au crescut, la fel si metodologia de a detecta noi informatii genetice a evoluat.
Citogenetica PC atipice este adesea neuniforma si greu de caracterizat mai ales in stadiile
incipiente ale bolii (Neuse et al., 2020). FISH-ul este limitat la un mic set de anomalii
comune iar cariotipul are o rata de succes conform studiilor anterioare de doar 30% (Gole et
al., 2014). Astfel SNParray-ul vine in ajutorul tehnicilor clasice putand detecta modificari
de mici dimensiuni ale numarului de copii de ADN, la o rezolutie foarte mare (<200 kb)
(Lopez-Corral et al., 2012).

Prin aceastd tehnica au fost investigati 50 pacienti. Datele au fost vizualizate
untilizdind softul CytoGenomics v3.0. Toti pacientii analizati au prezentat anomalii
cromozomiale. Toate datele obtinute au fost confruntate cu cele obtinute prin MLPA

observandu-se o concordantd de 100%.
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In urma analizei lamelor s-a observat ci 52% (n=26) din pacienti au prezentat
trisomii ale cromozomilor impari (mai mult de 3 cromozomi implicati) si 5.76% ( n=3) au
prezentat anomalii de mici dimensiuni (Figura 13 si 14).

Trisomiile cromozomilor impari sunt un important criteriu de diagnostic diagnostic
(van de Donk et al., 2021). Cel mai frecvent s-au intalnit trisomiile cromozomilor 9 si 19.
Conform cu literatura duplicatiile cromozomii 3,5 si 21 sunt cele mai frecvente (Gonzalez

et al., 2007) (Figura 15).

Figura 13. Profilul genomic al pacientilor investigati prin SNParray
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Figura 15. Frecventa duplicatiilor cromozomilor impari

Deletia bratului p al cromozomului 1 a fost intalnita in 18 cazuri. Statistic del1p22.1
a conferit pacientilor un prognostic negativ (p=0,002, n=17) mediana de supravietuire pentru
PFS fiind de 13 luni. Cel mai frecvent s-au intalnit deletiile 1p22 (17/18) si 1p13 (17/18). In
general supravietuirea fara progresie a grupului care a prezentat aceastd anomalie a fost de

doar 16 luni avand un HR de 0.84 (95% CI 0.43-1.62).
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Duplq a fost prezentd la 27 cazuri. Chiar daca supravietuirea nu a prezentat
semnifiatie statistica totusi mediana calculatd prin metoda Kaplan Meier a fost de doar 13

luni pentru PFS iar HR a fost de 0.66 (95%CI 0.34-1.27) (Figurile 16 si 17).
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Figura 16. Profilul genomic al cromozomului 1 in grupul studiat.

Figura 17. (a) Caz#1 — Se observa deletia bratului p al cromozomului 1 si amplificare partiala a
bratului q (prezenta unor procese multiple complexe), (b) Caz 30 -Deletie de brat p si pierderea

heterozigotiei pentru bratul q cu amplificare de pana la 3 copii.
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La nivelul cromozomului 2 la 3 cazuri (p15,p35 si p41) s-a observat dup2q37 ceea ce
sugereza prezenta der(2)t(1;2)(q12-21;q37) o anomalie rara descrisa doar la 8 cazuri cu MM
(Busson Le Coniat et al., 2000, Sawyer et al., 2014) (Figura 96). In cazul grupului analizat
se pare cd aceastd anomalie a conferit un prognostic advers. In 6 cazuri s-au observat

duplicatii de mari dimensiuni ale chr 2 iar in 3 deletii fard semnificatie statistica (Figural8).

1.0 dup2q37
~fard dup2q37(n=47)
~1dup1q37 (n=3)

087
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=

Figura 18. Suprevietuirea (PFS) a pacientilor studiati distribuiti in grupuri in functie de prezenta

sau absenta dup2q37.

Chiar daca trisomia cromozomului 3 a fost raportatd ca fiind prezentd in cazul
paciensilor cu hiperdiploidie si deci cuun prognostic pozitiv in lotul nostru aceasta anomalie
a avut un impact negativ fiind prezenta la 17/50 din cazuri cu o mediana a PFS de doar 11

luni (p=0.046) si pentru OS de doar 17 luni (p=0.05) (Figura 19).
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Figura 19. Supravietuirea globala (OS) (b) si supravietuirea fard progresie (PFS) (a) a pacientilor

cu mielom multiplu (MM) corelate cu prezenta sau absenta trisomiei chr 3.

Deletia 5q a fost intalnita doar in cazul unui pacient ce a prezentat o supravietuire de
doar 2 luni. Aceasta deletie este intalnitd mai ales in sindroamele mielo-displazice mereu
fiind asociata cu un prognostic negativ (Ortega et al., 2013).

S-au observat de asemenea prezenta a 20 procese diverse (cromoplexie, cromotripsis

si cromoanasinteza) la 18 pacienti (Figura 20).
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Figura 20. Exemple de evenimente complexe/cromotripsis/cromoanasinteza

Pacientii care au prezentat aceste anomalii complexe au avut o evolutie mai agresiva

cu un PFS de doar 17 luni versus pacientii care nu au prezentat aceste alterdri cromozomiale

care au prezentat un PFS de 30 luni. Toate probele a caror PC au exprimat la nivel

membranar CD19+, CD81+ au prezentat astfel de evenimente complexe.

Deletia 13q un alt important factor in diagnosticul MM a fost intalnita in 30% (n=7)

din grupul probelor ce prezinta trisomii ale cromozomilor impari si in 61% (n=16) din

cazurile ce prezintd mai putin de 3 cromozomi impari amplificati. In intreg lotul de studiu

44% (n=23) au prezentat dell13q fapt ce este In concordantd cu studiile raportate anterior

(aprox. 50%) la nivel international (Konigsberg et al., 2000).

Pierderea heterozigotiei este un eveniment raspandit sporadic in lotul de studiu fara

a prezenta aparent importantd statistica in ceea ce priveste evolutia bolii si raspunsul la

tratament (Figura 21).
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Figura 21. A- Chr 19, cazul 1- se observa pierderea heterozigotiei intregului chr cu
amplificarea de pana la 3 copii a bratului p., B. Caz 2, LOH cu amplificare brat p chr 2, C.

Caz 25 chr 18 -pierderea heterozigotiei intregului cromozom

Rezultatele obtinute prin aceastd tehnicd ilustreazd ca si in cazul MLPA o mare
instabilitate genomica. Spre deosebire de MLPA array-ul este o tehnicd mai scumpa dar
oferda o imagine de ansamblu asupra intregului genom ceea ce in cazul MM se pare ca este
tot mai necesar pentru a se pune un diagnostic corect si pentru ca pacientul sa aiba acces la

o terapie tintita.

3.5 Rezultate si discutii - CARIOTIP si FISH

Din totalul probelor prelucrate doar pentru 22 s-au obtinut metafaze analizabile

(Figura 22).

3.20%
- 2.82%

29.48%

54.48%
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Cariotip incert Cariotip cu anomalii

Figura 22. Repartizarea rezultatelor obtinute in urma realizarii analizei de cariotip
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Rata de succes in cazul acestei analize s-a situat sub media raportata in literatura (12,8
vs 30% din cazuri) (Hamdaoui et al., 2020).

Hiperdiploidia s-a regasit in 11/22 cazuri (incadrandu-se in limitele raportate anterior
(Robiou du Pont et al., 2017). Cel mai frecvent au fost prezente duplicatiile cromozomilor 5
si 19 urmat de cromozomii 9 si 15 (Figura 23) .
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Figura 23- Frecventa cromozomilor care au prezentat trisomii identificate prin cariotip.

Cea mai des intalnitd deletie a fost deletia cromozomului 13 urmata de deletia
cromozomului 8. Dell3 a fost asociatd in 2/22 cazuri cu t(11;14)Figura 105).

Translocatiile cromozomilor 4 si 14 (t(4;14)), 14 si 16 (t(14;16)) si deletia
cromozomului 17p (del(17p)) constituie criterii de incadrare 1n stadiile de boala conform R-
ISS (Greipp et al., 2005). Cercetarile in curs dezvaluie un peisaj genomic complex in MM,
caracterizat prin instabilitate cromozomiald majora. t(11;14) a fost caracterizata ca avand un
prognostic intermediar pentru pacientii cu MM (Paner et al., 2020). Celulele MM cu t(11;14)
au o biologie unicd, cu o expresie relativ mai mare a proteinei antiapoptotice BCL2 si o
expresie mai mica a MCLI, spre deosebire de celulele MM fara aceasta translocare.
Translocatia t(11;14) a aparut ca primul marker predictiv in MM, indicand susceptibilitatea
la inhibitori BCL2 (Kaufman et al., 2021). In grupul nostru in total 4 pacienti au prezentat

aceastd translocatie (identificata prin FISH- Figura 24).
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Figura 24. Imagine de FISH in care se observa t(11;14).

Deletia de 17p a fost prezenta in 4 cazuri. Aceasta variatie a numarului de copii de
ADN are implicatii negative in numeroase tipuri de cancer (Kaufman et al., 2021). In cazul
lotului nostru pacietii ce au prezentat aceastd anomalie si au fost investigati prin citogenetica
clasicad au avut o medie de supravietuire de doar 10 luni.

Prin cariotip s-au pus de asemenea in evidentd cazuri ce au prezentat clone multiple
si tetraploidie. O evaluare statistica nu s-a putut realiza datorita numarului redus de probe cu
metafaze analizabile.

In concluzie FISH-ul oferi informatii asupra prezentei translocatiilor cu rol
prognostic in cazul pacientilor cu MM. lar cariotipul oferd o imagine de ansamblu asupra
intregului genom cu caracterizarea clonelor si subclonelor aflate in proba dar la o rezolutie
scdzutd si direct proportionala cu eficienta PC atipice din proba de a prolifera in mediul

extramedular.
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CONCLUZII GENERALE

O mai buna intelegere a instabilitatii genomice a plasmocitelor clonale la pacientii
cu Mielom multiplu (MM), contribuie la selectarea strategiilor optime de tratament, cu
beneficii pe termen lung.

Identificarea unor noi markeri in contextul eficientizarii metodologiei, este esentiald
in diagnosticarea precoce a MM.

Descrierea completd a mecanismelor de transformare a plasmocitelor in plasmocite
atipice si a mutatiilor implicate in acest proces, va contribui la intelegerea procesului de
progresie tumorald in cazul mielomului multiplu si la identificarea unor solutii tintite in
terapie.

Rezultatele obtinute in urma acestui studiu, au condus la urmatoarele concluzii:

> Imbogitirea probelor de maduva hematogeni (provenite de la pacienti diagnosticati
cu MM) prin sortare, conferd o rezolutie mai buna In cazul identificérii anomaliilor
genetice atat prin tehnici de citogenetica clasicd (iFISH) cat si prin tehnicile de
biologie moleculara (SNParray, MLPA, etc.).

» Rezultatele obtinute prin analiza de imunofenotipare au demonstrat ca in cazul
clusterului de diferentiere 117 (CD117) acesta poate fi considerat un factor de
prognostic pozitiv independent, deoarece supravietuirea fara progresie in grupul
analizat, a fost semnificativa statistic mai buna (p=0,04).

» CDS81 este un factor de prognostic negativ in grupul analizat, aspect indicat de
analiza regresiei COX, rata de hazard fiind 0.62.

» Coexpresia CD19 si CD81 impart PC in trei stadii de diferentiere (PC slab
diferentiate: CD19+,CD81+; intermediar diferentiate: CD19-, CD81+ si diferentiate:
CD19-, CD81-) cu un raspuns diferit la tratament si respectiv o ratd de supravietuire
specifica.

> In cazul mielomului multiplu, cariotiparea nu reprezinti intotdeauna o metodi
fiabila de identificare a anomaliilor, deoarece plasmocitele atipice au o rata de
proliferare scdzuta in vitro, fiiind dependente de micromediul medular.

» Testele performante de diagnostic precum SNParray si MLPA, permit atat
identificarea si descrierea de noi anomalii genetice cu implicatii in aparitia MM, cat

si optimizarea strategiilor de diagnostic si de urmarire a evolutiei bolii sub tratament.
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Corelarea datelor de MFC au pus in evidentd ca in grupele de diferentiere a
plasmocitelor atipice caracterizate prin coexpresia CD19 si CD81 prezenta lui
CD117 confera un prognostic pozitiv (p=0,024).

In cadrul grupului CD19-, CD81+, CD117+ prezenta a cel putin trei regiuni cu
anomalii ale numarului de copii (CNA) adverse a determinat o scadere a ratei de
supravietuire a pacientilor (p=0,008).

Desi doar grupa CD19-, CD81+ a fost statistic relevantd privind in ansamblu
rezultatele in toate cele 3 stadii de diferentiere a plasmocitelor, se evidentiaza grupuri
cu un risc mare de progresie caracterizate prin CD117- si >3 CNA adverse.
Imunofenotiparea oferd detalii asupra expresiei diverselor proteine la nivel
membranar, iar corelarea acestor date cu anomaliile cromozomiale, expresia unor
markeri moleulari, tratment si rata de supravietuire, va permite identificarea de noi
strategii de tratament.

Comparativ cu metodele clasice de cariotiopare si genotipare, tehnica SNParray
furnizeaza la o rezolutie mai bunad o imagine de ansamblu asupra anomaliilor din
intreg genomul.

Procesele de ce implica evenimente complexe, cromotripsis si cromoanasinteza, au
efecte negative asupra declansarii si evolutiei a diferite forme de cancer. In grupul
analizat, aceste evenimente au redus mediana PFS la 10 luni (p=0,05) si OS la 15
luni (p=0,049).

Toti pacientii cu plasmocite CD19+,CD81+ au prezentat astfel de procese complexe.
Cariotiparea desi are o rezolutie scazuta, prin analiza celuld cu celula ofera informatii
importante despre clonele prezente in proba.

Tehnica de analizd FISH permite evidentierea translocatiilor ce au un profund

prognostic advers.
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