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Introducere

Antigenul leucocitar uman (HLA) reprezinta complexul major de histocompatibilitate (CMH) la om,
localizat pe bratul scurt al cromozomului 6 (regiunea 6p21), si cuprinde peste 200 de gene, dintre care
multe extrem de polimorfe.

Sistemul HLA este cel mai polimorf sistem genetic uman, avand mii de variante alelice identificate (de
exemplu, peste 5000 de alele la locusul HLA-B). Genele HLA se tmpart in doua clase principale cu
functii distincte: moleculele de clasa I (codificate de gene precum HLA-A, -B, -C) se exprima pe
suprafata tuturor celulelor nucleate si prezinta peptide endogene self sau virale citre limfocitele T
citotoxice CD8"+; moleculele de clasa II (HLA-DR, -DQ, -DP, exprimate pe celule prezentatoare de
antigen specializate) afiseaza peptide exogene cétre limfocitele T helper CD4"+.

Rolul fundamental al acestor molecule este de a permite sistemului imun sa discrimineze self de non-
self, declansdnd raspunsuri imune Impotriva agentilor patogeni sau celulelor striine. Din cauza
variabilitatii lor ridicate, genele HLA sunt implicate direct in compatibilitatea pentru transplant:
diferentele HLA intre un donator si un primitor pot duce la recunoasterea alogrefei ca fiind ,,non-self”
si la initierea respingerii imune a transplantului.

si de celule stem hematopoietice (TCSH) — nepotrivirea HLA putidnd cauza fenomene grave precum
boala grefi-contra-gazda in transplantul medular sau rejetul acut in transplantul de organe. In plus,
anumite alelomorfi HLA predispun la boli autoimune: de pilda, peste 90% dintre pacientii europeni cu
spondilita anchilozantd posedd alela HLA-B*27, evidentiind asocierea stransa dintre HLA si
susceptibilitatea geneticd la aceastd boala. Mecanisme similare leagd HLA de alte patologii imune
(diabet de tip 1, artritd reumatoida, boala celiaci s.a.), HLA reprezentand astfel un factor cheie atét in
imunologia transplantului, cat si in imunopatologia bolilor autoimune.

Un aspect important al geneticii HLA 1l constituie mostenirea haplotipurilor HLA. Genele HLA de pe
acelasi cromozom 6 sunt transmise in bloc ereditar, formand haplotipuri specifice fiecarui parinte.
Fiecare individ poseda doud seturi haplotipale (matern si patern), iar fratii au o probabilitate de 25% sa
primeasci acelasi haplotip HLA de la ambii parinti. in consecinti, doar aproximativ un sfert dintre frati
sunt HLA-identici — aspect crucial in alegerea unui donator familial pentru transplant.

Deoarece ~70% dintre pacientii care necesitd un transplant nu au un donator HLA-identic inrudit
(frate/sord), a devenit necesard cautarea de donatori neinruditi compatibili prin intermediul registrelor
de donatori voluntari. in Roménia, Registrul National al Donatorilor Voluntari de Celule Stem
Hematopoietice (RNDVCSH) s-a dezvoltat in ultimele doua decenii in sprijinul pacientilor fara donator
familial; pana la sfarsitul anului 2019 erau inscrisi circa 66.000 de donatori voluntari, dintre care Tnsa
doar o parte au fost testati HLA la rezolutie inaltd. Numarul de transplanturi de celule stem
hematopoietice de la donatori neinruditi a crescut exponential (o crestere cu >400% in decursul anilor

2004-2014 1a nivel global), iar in anul 2020 s-au efectuat 252 de transplanturi de acest tip in Romaénia.



Diversitatea alelelor HLA in populatie ridicd provocari majore in identificarea rapida a unui donator
compatibil: cu cat o populatie este mai heterogena din punct de vedere HLA, cu atat sansele de potrivire
perfecta scad, impunand baze de date cat mai extinse si cunoasterea profilului imunogenetic al fiecarei

populatii.



I PARTEA GENERALA

1. Complexul major de histocompatibilitate (CMH) si rolul lui in sistemul imun

Genele complexului major de histocompatibilitate la oameni, cunoscute si sub numele de genele
sistemului HLA, au cel mai mare grad de polimorfism din genomul uman [1-7].
Complexul major de histocompatibilitate (CMH) este un grup de gene localizate pe cromozomul 6
(Fig.1.3.1), in locatia citogenetica 6p21.3 [7, 10-15]. Acest termen de complex major de
histocompatibilitate se referd la prima functie biologica a acestui sistem extrem de polimorf, si anume
ca moleculele codate de acest complex sunt implicate in transplantul de organe si celule [7, 11, 12, 16,
17, 18].
Genele HLA codifica molecule care au rol de receptori pentru peptidele proprii organismului (self) sau
peptidele strdine organismului (nonself), initierea raspunsului imun se face prin prezentarea lor catre
limfocitele T citotoxice sau catre limfocitele T helper [7, 11, 19-24].
CMH contine un numar foarte mare de gene implicate in diferite etape ale raspunsului imun, pe langa
genele HLA [24,25].
CMH este impatrtit in trei clase i anume:

- Genele de clasa |

- Genele de clasa 11

- Genele de clasa III

2. Transplantul de organe solide si celule stem cu implicarea genelor HLA
Determinarea variantelor si haplotipurilor HLA este denumita tipare HLA sau tipare tisulara si
donatorul si primitorul de organe solide sau celule stem [26]. Tiparea HLA este de asemenea
utilizatd pentru studii antropologice, pentru a se putea face deductii privind relatiile si istoricul
populatiei [20-26].

Transplantul reprezintd ’’standardul de aur’ in tratamentul a numeroase afectiuni aflate,
evolutiv, in stadiu terminal [19,26].

Avem douad tipuri de transplant si anume transplantul de celule si transplantul de organe solide.
Transplantul de celule stem hematopoietice permite inlocuirea celulelor hematopoietice
anormale cu unele normale [19,26]. Indicatiile pentru realizarea transplantului de celule stem
cuprind: sindroamele mielodisplazice, aplazii medulare, talasemii, hemoglobinopatii, boli
maligne hematologice (leucemii acute sau cronice, limfoame) si tumori solide [18,19].
Celulele stem pot sa provina de la donatori Inruditi identici HLA sau haploidentici sau de la

donatori neinruditi HLA identici [26].



3. HLA si bolile asociate
Unele boli autoimune sunt asociate cu genele HLA, insd mecanismul nu a fost pe deplin
elucidat pana in prezent. Studiile asupra populatiei au aratat ca predispozitia genetica a bolilor
autoimune umane este legatd de genele HLA, 1n special cele de clasa a II-a [1,7, 11, 12]. Din
cauza polimorfismului genelor HLA si a heterogenicitatii bolilor autoimmune, mecanismele

care sa explice aceasta asociere nu sunt inca pe deplin cunoscute.



II. CONTRIBUTII PERSONALE

4. Ipoteza de lucru si obiective generale

Scopul tezei de doctorat:

Avand 1n vedere importanta cunoasterii distributiei alelelor si haplotipurilor HLA la nivel populational
(atat pentru optimizarea procedurilor clinice de transplant, cat si pentru studii antropologice si de
asociere geneticda), numeroase cercetari internationale au cartografiat frecventele HLA in diverse
grupuri etnice de pe glob.

Aceste studii au evidentiat diferente marcante intre populatii, permitand relationarea grupurilor pe
criterii filogenetice si istorice (de exemplu, identificarea unor haplotipuri ancestrale caracteristice
Europei de Vest, respectiv a altora predominante in zona Mediteraneani sau Asia de Sud-Est). In
Roménia, putine lucréri anterioare au investigat distributia HLA, iar acelea au folosit metode cu
rezolutie mai scazuta (tipizare serologicd sau genotipare partiald) si nu au oferit o imagine completa
asupra tuturor locusurilor HLA.

Profilul imunogenetic al populatiei romane la nivel de rezolutie Tnalta nu fusese pana acum caracterizat
exhaustiv, ldsand necunoscute frecventa alelelor rare sau configuratia haplotipurilor in acest grup etnic.
In acest context, prezenta tezi de doctorat a avut ca scop general realizarea unei cartografieri detaliate,
de ultima generatie, a frecventei alelelor si haplotipurilor HLA 1n populatia din Romania, folosind cele
mai moderne tehnici de tipizare genomica.

Pentru atingerea acestui scop, au fost formulate mai multe obiective specifice:

(1) determinarea distributiei alelelor HLA la rezolutie inaltd pentru principalii loci de clasd [ (HLA-A,
-B, -C) si clasa II (HLA-DRBI, -DQBI1, -DQA1, -DPB1, -DPA1) in randul populatiei autohtone si
compararea acestor distributii cu cele raportate la alte popoare, in vederea evidentierii relatiilor
filogenetice ale romanilor cu alte grupuri etnice;

(2) identificarea alelelor si haplotipurilor rare prezente in populatia investigata, aspect important pentru
a estima probabilitatea de a gasi un donator compatibil pentru pacientii romani (raritatea unor alele
reduce sansa de compatibilitate si impune extinderea registrelor);

(3) furnizarea unui set de date de referinta privind frecventele HLA, utile si pentru explorarea asocierii
anumitor constelatii HLA cu patologii autoimune specifice populatiei (de exemplu, predispozitia

geneticd la boli precum diabetul de tip 1 sau boala celiaca, inca insuficient studiate iIn Romania).

5. Materiale si metode:
Pentru indeplinirea obiectivelor, s-a desfagurat un studiu transversal de tip observational pe un esantion

de donatori voluntari de celule stem din cadrul RNDVCSH.



Lotul de studiu a cuprins un numar de aproximativ 420 de indivizi adulti sanatosi, recrutati ca potentiali
donatori neinruditi pentru transplant si considerati reprezentativi pentru populatia generald din
Roménia.

Probele biologice (sange periferic) au fost recoltate in vacutainere cu EDTA si transportate la Institutul
Clinic Fundeni (Laboratorul de Imunogenetica si Virologie) pentru procesare, in intervalul 2020-2021.
Din fiecare proba, s-a extras ADN genomic folosind kitul comercial QIAamp DNA Blood Mini
(Qiagen, Germania) conform protocolului standard bazat pe coloane cu silicati. Metoda de extractie
folositd permite obtinerea rapida a unui ADN de 1nalta puritate si integritate, adecvat pentru amplificari
PCR si secventiere, fard a necesita procedee suplimentare de izolare a leucocitelor. Concentratia si
calitatea ADN-ului extras au fost evaluate spectrofotometric, asigurandu-se ca toate probele corespund
cerintelor pentru analiza ulterioara.

Ulterior, probele de ADN au fost supuse genotiparii HLA prin tehnologia de secventiere de noud
generatie (Next Generation Sequencing — NGS). S-a utilizat kitul Immucor MiaFora NGS Flex si
platforma de secventiere Illumina MiniSeq, care permit tipizarea simultand, la rezolutie nalta, a
multiplelor gene HLA. S-au amplificat regiuni genomice extinse ce contin genele HLA de interes
(inclusiv exoni critici pentru determinarea alelelor) folosind protocol de long-range PCR, urmate de
fragmentarea si pregatirea bibliotecilor de secventiere indexate. Prin NGS, fiecare mostrd a fost
secventiatd masiv-paralel, generandu-se milioane de fragmente de ADN care au acoperit locusurile
tinta.

Aceasta abordare ofera avantajul major al rezolvarii ambiguitatilor alelice si al identificérii exacte a
variantelor rare, datoritd capacitatii ridicate de secventiere si a citirilor pereche care determind faza
alelica.

Fata de metodele traditionale (precum secventierea Sanger sau PCR-SSP), introducerea NGS in
tipizarea HLA a condus la cresterea substantiald a numarului de alele identificabile si la reducerea
timpului necesar obtinerii unui rezultat complet. in studiul de fatd, NGS a permis obtinerea alelelor
HLA Ia nivel de rezolutie de 4-6 digits (echivalentul specificitatii alelice de inalta rezolutie), acoperind
practic toate variantele cu relevanta clinica.

Datele brute de secventiere au fost analizate cu ajutorul software-ului dedicat MiaFora NGS Analysis
(vers. 2.0), care aliniaza secventele la genomul de referinta si atribuie alelele corespunzatoare fiecarui
locus tipizat, pe baza bazelor de date internationale HLA. Au fost astfel determinate genotipurile
fiecarui individ pentru fiecare gend HLA investigata. Ulterior, s-au calculat frecventele alelice (numérul
de aparitii ale fiecarei alele, raportat la totalul alelelor pentru locusul respectiv) si frecventele
haplotipurilor (incidenta combinatd a anumitor alele pe acelagi cromozom, raportat la totalul
haplotipurilor posibil de observat).

Pentru analiza comparativa, rezultatele obtinute in cohorta romaneascd au fost confruntate cu date
publicate din alte populatii — atat cu populatii europene geografic apropiate, cat si cu medii continentale

mai largi — folosind teste statistice de diferenta a proportiilor si metode de analiza a distantelor genetice
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intre populatii (cum ar fi calculul indicelui de divergenta geneticd pe baza frecventelor alelice).
Validitatea datelor a fost sustinutd de faptul ca distributiile observate nu difera semnificativ de cele

raportate anterior in literaturd pentru populatii europene comparabile ca origine etnica.

6. Rezultate

Frecventa alelelor HLA (clasa I):
In total, in cele ~420 de genomuri analizate s-au identificat 109 alele HLA distincte la nivel inalt de
rezolutie, repartizate astfel: 31 de alele diferite la locusul HLA-A, 49 la locusul HLA-B si 29 la locusul
HLA-C.
Aceasta reflecta diversitatea ridicata a sistemului HLA chiar si intr-un esantion relativ limitat ca
marime. Dintre alelele de clasa I genotipate, cele de la locusul HLA-A au prezentat urmatoarea ierarhie
a frecventelor: HLA-A*02:01:01 — cea mai comuna alela, cu o frecventd relativa de aproximativ 26,1%
in randul indivizilor testati, urmatd de HLA-A*01:01:01 (~12,5%), HLA-A*24:02:01 (~11,7%) si
HLA-A*03:01:01 (~9,7%). Alte alele HLA-A cu prevalenta notabild au fost A*11:01:01 si A*32:01:01,
fiecare prezente cu ~8,6%.
Aceste prime 6 alele HLA-A ca frecventa insumeazd ~80% din toate alelele A identificate, indicand
existenta unui nucleu de alele comune in populatie. In acelasi timp, s-au detectat si alele HLA-A relativ
rare: aproximativ 15 dintre alelele HLA-A (din totalul de 31) au avut frecvente individuale sub 1%,
insumand 1nsa doar ~5,7% din alelele observate. Aceasta distributie evidentiaza un polimorfism bogat,
cu cateva alele foarte frecvente si multe alele minoritare prezente la proportii mici.
La locusul HLA-B, cea mai frecventa alela in populatia romaneasca studiata a fost HLA-B*18:01:01,
reprezentand ~11,3% din alelele de la acest locus. Urmatoarele alele ca frecventd au fost HLA-
B*51:01:01 (~10,8%) si HLA-B*08:01:01 (~7,8%). Se constata asadar ca niciun alelomorf HLA-B nu
depéseste ~12% din total — spre deosebire de unele populatii insulare sau restranse unde alele HLA-B
precum *07 sau *51 pot atinge frecvente mult mai mari.
Distributia alelelor HLA-B in Romaénia pare aliniata cu tendintele sud-est europene (de exemplu, alela
B18 este comuna in bazinul balcanic), desi alela B35 (raportata ca frecventa 1n studii mai vechi) nu se
regiseste intre primele trei ca frecventa in datele de secventiere de inalti rezolutie. in schimb, se
remarca pozitia alelei B*08, parte a haplotipului ancestral european 8.1 (A1-B8-DR3), care in populatia
romaneascd are o frecventd moderatd, sugerand o prezentd neomogena (posibil datoritd aportului
genetic din vestul Europei prin migratii istorice). La locusul HLA-C, cele mai comune trei alele
identificate au fost HLA-C*07:01:01 (aproximativ 17,4%), HLA-C*04:01:01 (~13,5%) si HLA-
C*12:03:01 (~10,7%).
Alela C*07, cumuland atat subtipul *07:01 cat si 0¥7:02, are in total o prezenta si mai mare daca se
considera grupul alelic in ansamblu — fapt intalnit si in alte populatii europene, unde alelele din familia
C07 sunt adesea dominante. De asemenea, alela C*04 (incluzand subtipul comun C*04:01) se regaseste

cu frecvente notabile in Europa si apare printre primele si in Roméania (~13-14%). A treia aleld ca
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frecventd, C*12:03, este mai specifica Europei de Est si Asiei Vestice, ceea ce ar putea sugera influente
genetice orientale in fondul genetic autohton.

Ca si la celelalte locusuri, pe langa aceste alele principale, s-au detectat numeroase alele HLA-C cu
frecvente individuale scazute (sub 5%), ceea ce confirma incd o data gradul inalt de polimorfism al
sistemului HLA in Roménia.

Comparativ cu alte populatii, se poate afirma ca profilul alelic HLA de clasd I al Romaniei urmeaza
modelul general european, In care HLA-A02:01 este, de regula, alela cea mai frecventa (atat in Europa
Occidental, cat si Central-Estica). In aproape toate tirile europene, A02 are cea mai mare pondere —
fapt confirmat si de datele de fatd. De asemenea, alelele AO1, BO7, B51, C*07 apar constant intre
variantele dominante in diverse populatii europene, regasindu-se si in setul romanesc (B*07 si B*51
sunt foarte raspandite in sudul Europei, iar prezenta lor semnificativd in Romania era de asteptat;
similar, C*07 este larg raspandita in toatd Europa). Totusi, fiecare populatie prezintd nuante specifice:
de exemplu, in Romania s-a evidentiat alela B*18 ca prima ca frecventa, pe cand in alte populatii
apropiate (Bulgaria, Serbia) B*35 sau B*51 ocupa uneori primul loc. Aceste diferente subliniaza

importanta studiilor locale de frecventd HLA.

Frecventa alelelor HLA (clasa II):

Pentru genele de clasa II, analiza s-a concentrat in principal pe locusurile HLA-DRBI1, -DQBI1, -DQA1
(care codificd heterodimerul HLA-DQ) si pe locusurile HLA-DPBI1, -DPAl (care codifica
heterodimerul HLA-DP).

Distributia alelica la locusul HLA-DRBI (prezent pe toate celulele prezentatoare de antigen) arata ca
cele mai frecvente grupuri alelice In populatia romaneasca sunt HLA-DRB1*11 si HLA-DRB1*13,
fiecare reprezentand aproximativ 10-11% din total. Acestea sunt urmate in prevalentd de alelele din
grupurile DRB1*04 (~9,5%), DRB1*07 (~9,3%) si DRB1*01 (~8,4%).

Impreund, aceste cinci specificitati DRB1 insumeaza peste 45% din alelele de clasa II detectate, restul
specificitatilor avand frecvente mai mici (de exemplu, alelele din grupurile DRB115 — care include si
subtipul DRB1*16, DRB1*14, DRB1*03, DRB1*08 etc. au fiecare sub 6% din total). Profilul HLA-
DRBI1 in Romania se dovedeste similar cu mediile europene: la nivel continental, cele mai comune alele
DRB1 raportate sunt, in ordine descresciatoare, DRB1*01:01, DRB1*11:01, DRB1*13:01,
DRB1*04:01 si DRB1*15/16:01, ceea ce corespunde indeaproape cu setul de alele de varf gasit in
studiul de fata (cu mentiunea cé in populatia roméaneasca alela DRB1*16 — echivalenta cu o parte din
DRBI1*15 1n vechea nomenclaturd — are o frecventa relativ mai redusa fatd de DRB1*11 sau *13).
Rezultatele obtinute confirma statisticile publicate anterior pentru HLA-DRBI in populatii europene
comparabile, diferentele fiind minore si probabil explicabile prin dimensiunea esantionului sau
particularitati regionale.

La locusul HLA-DQBI, care codifica lantul  al moleculei HLA-DQ, distributia alelelor a fost relativ

uniforma, fard ca o singurd aleld si domine clar. Niciuna dintre alelele HLA-DQBI1 nu depaseste,
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individual, ~15% frecventa in cohorta studiata. Putem deduce, din asocierea cu alelele DQA1 corelative,
ca cele mai raspandite specificitati DQ in populatia roméaneascd sunt cele corespunzitoare
heterodimerilor HLA-DQ?2 si HLA-DQ7.

De exemplu, heterodimerul DQ2.5 (format din alelele DQA1*05:01 si DQB1*02:01) este bine
reprezentat, acesta fiind si complexul HLA asociat cu boala celiaca in peste 90% din cazuri. Prezenta
alelelor DQB1*02:01 si DQA1*05 in populatia generala din Romania (chiar daca la frecvente
moderate) explica de ce o proportie semnificativa a indivizilor poate fi predispusa genetic la enteropatia
glutenica, boala autoimuna a carei incidenta depinde de distributia acestor alele in populatie.

De asemenea, heterodimerul HLA-DQ8 (DQA1*03 impreuna cu DQB1*03:02) — asociat cu un risc mai
redus pentru boala celiaca si cu predispozitie pentru diabetul de tip 1 — este prezent in populatie, desi
alelele sale componente au frecvente sub 5% fiecare.

in ansamblu, se remarca diversitatea alelicd considerabili si la nivelul locusului DQBI, sugerand ci
populatia nu are un profil DQ simplificat (cum se Intdmpla in grupurile Inrudite strans sau izolate, unde
adesea 1-2 alele DQBI pot fi predominante). In ceea ce priveste locusul HLA-DQAI (lantul a al
moleculei DQ), distributia in Romania indicd o singurd alela relativ comund, anume HLA-
DQA1*05:05:01:01, care a atins ~11,4% din total — fiind de altfel si singura alela DQA1 cu o frecventa
peste pragul de 10%.

Urmatoarele alele DQAT1 au avut frecvente sub acest prag (a doua ca frecventda ~9,4%, a treia ~6-7%,
etc.), ceea ce aratd cd variabilitatea este distribuita intre mai multe alele de importantd secundara. Alela
DQAT1*05:05 (subtip al grupului DQA1*05) este notabild deoarece se asociaza adesea in haplotip cu
DQB1*03:01 (formand impreund moleculele DQ7) si cu DRB1*11:04 — combinatie caracteristica
Europei de Sud-Est.

De altfel, aceasta constelatie (DR11-DQ7) explica frecventele apropiate ale alelelor DRB1*11,
DQAT1*05:05 si DQB1*03:01 observate. Pentru complexul HLA-DP, format din lantul o (DPA1) si B
(DPBI1), rezultatele releva o situatie interesanta: la locusul HLA-DPAI1, o singura aleld domina la nivel
populational, si anume HLA-DPA1%*01:03:01, care reprezinta aproximativ 80% din alelele DPAI
identificate. Aceasta predominanta covarsitoare a alelei DPA1*01:03 este un fenomen cunoscut si in
alte populatii — heterodimerul DP avand adesea un lant alfa relativ monomorf, in contrast cu
variabilitatea mai mare a lantului beta.

Astfel, variabilitatea HLA-DP se manifestd in special la nivelul locusului HLA-DPBI1, unde s-au
detectat mai multe alele cu frecvente notabile.

Cele mai frecvente trei alele DPB1 in esantionul romanesc au fost: HLA-DPB1*04:01:01 (aprox.
33,3%), HLA-DPB1*02:01:02 (~20,7%) si HLA-DPB1*04:02:01 (~15,7%).

Impreuna, aceste trei alele totalizeaza in jur de 70% din alelele DPB1 prezente, indicand un polimorfism
moderat la acest locus — cateva alele comune si restul (numeroase) de frecventa scazuta.

Niciuna dintre alelele HLA-DPB1 nu atinge, individual, o frecventa comparabila cu a alelei dominante

DPA1*01:03, insd distributia lor combinata este suficient de echilibrata incat sa confere heterogenitate
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haplotipurilor DP. Acest aspect are relevantad practica: in timp ce majoritatea indivizilor vor impartasi
aceeasi aleld DPA1 (ceea ce simplifica potrivirea pe lantul alfa DP), diferentele pe lantul beta DPB1

importanta la cautarea unui donator perfect compatibil DP.

Frecventa haplotipurilor HLA:

Pe langa distributia fiecarei alele In parte, teza a investigat si frecventa haplotipurilor HLA —
combinatiile specifice de alele mostenite impreund pe acelasi cromozom. Analiza haplotipurilor ofera
o perspectiva integrativa, relevand cat de des apar in populatie anumite asocieri alelice comune (de
exemplu, HLA-A cu HLA-B cu HLA-DRB1).

Rezultatul principal in cazul haplotipurilor extinse (incluzand alele de la HLA-A, -B, -C, -DRBI1) este
absenta oricarui haplotip “modal” pronuntat in populatia romaneasca, distributia frecventelor fiind
extrem de dispersatd. Niciun haplotip HLA complet nu depaseste cateva procente frecventa — pragul
maxim observat fiind sub ~5% pentru cel mai comun haplotip. Aproximativ 98-99% dintre haplotipurile
HLA identificate au avut frecvente sub 1%, ceea ce indica o diversitate haplotipala exceptional de mare.
Cu alte cuvinte, aproape fiecare individ din populatie are o combinatie haplotipica diferitd, sansele ca
doi indivizi neinruditi sd& Tmpartaseascd un haplotip HLA identic fiind foarte mici (exceptand
haplotipurile comune pan-europene cu frecventd de cateva procente). Totusi, au fost evidentiate si in
Roménia anumite haplotipuri relativ frecvente (fara a fi dominante) care se inscriu in tabloul cunoscut
al Europei.

Un exemplu notabil este asa-numitul haplotip “balcanic”’: HLA-A*02:01 — B*18:01 — C*07:01/02 —
DRB1*11:04 — DQB1*03:01, care a fost intdlnit la o proportie modesta de indivizi, dar se detaseaza
totusi ca unul dintre cele mai des observate (in jur de 3-4% din haplotipurile cromozomiale). Acest
haplotip este cunoscut pentru frecventa lui ridicatd in populatiile din sud-estul Europei (Peninsula
Balcanica) si reflectd probabil un fond genetic comun regional.

Componentele sale includ alelele predominante in distributia de clasd I mentionata (A*02 si B*18,
C*07) si DRB1*11, toate aflate intre primele ca frecventd in Roménia — deci nu este surprinzator ca
apar Tmpreuna ca haplotip relativ raspandit.

Un alt haplotip de interes — de data aceasta asociat Europei de Vest — este haplotipul ancestral “8.1”:
HLA-A01:01 — B*08:01 — C*07:01 — DRB1*03:01 — DQB1*02:01 (cunoscut pentru legatura sa cu
suita HLA-DR3/DQ2).

In populatia generald romaneasci, acest haplotip apare, dar cu o frecventa redusa (sub 2%), mai scazuti
decat in nord-vestul Europei. Interesant este ca in subgrupuri etnice de origine germanicd din Romania
— cum ar fi sasii transilvaneni sau in randul emigrantilor romani stabiliti In Germania — haplotipul A1-
B8-DR3 este mult mai comun (~6%), in paralel cu o prezentd minima a haplotipului balcanic A2-B18-

DR11 in acele grupuri.
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Acest contrast reflectd influenta originii ancestrale asupra frecventelor haplotipurilor: comunitatile de
origine germanica pastreaza profilul HLA vestic (bogat n haplotipul 8.1), pe cand romanii majoritari

au un profil est/sud-est european (bogat in haplotipul cu B18-DR11).

7. Discutii
Frecventele alelelor si haplotipurilor HLA obtinute 1n acest studiu oferd o serie de informatii esentiale
cu aplicatii practice si stiintifice. In plan practic, pentru programul de transplant medular, datele
sugereazd cd absenta unor haplotipuri HLA cu frecventd 1naltd in populatia romaneascd se traduce
printr-o dificultate sporitd de a gasi donatori complet compatibili fiecarui pacient.
Fiecare pacient de origine romana are, in medie, combinatii HLA relativ rare, ceea ce face improbabil
ca un alt individ neinrudit din populatie si aiba exact acelasi profil HLA. In consecinti, sansa de
compatibilitate 100% pe HLA in absenta unui frate/sora este mai micd, comparativ cu populatiile n
care exista haplotipuri dominante (unde anumiti donatori sunt compatibili cu mai multi pacienti).
Acest fapt subliniaza importanta extinderii bazei de donatori voluntari, astfel incat cat mai multe
haplotipuri rare sa fie reprezentate in registru, crescand probabilitatea de a gési macar un donator
compatibil pentru fiecare pacient. Totodata, rezultatele argumenteaza necesitatea diversificarii etnice a
regional, deci includerea minoritatilor nationale si a persoanelor cu origini etnice mixte in RNDVCSH
va spori sansele de succes ale cautarilor de donatori compatibili.
In plus, avand in vedere mobilitatea populatiei (emigrarea unor romani si imigrarea unor grupuri noi),
actualizarea constanta a profilului HLA devine relevanta pentru cooperarea internationald in transplant:
Roménia poate beneficia de pe urma partajarii datelor si a donatorilor la nivel global, integrandu-se in
reteaua internationald de donatori, astfel Incat un pacient roman sa poata gasi donator compatibil intr-o
alta tara si viceversa.
Din punct de vedere tehnic, studiul demonstreaza si valoarea adaugata a tiparii HLA la rezolutie inalta
prin NGS pentru registrele de donatori. Metoda NGS a permis identificarea precisa a alelelor si
haplotipurilor, elimindnd ambiguitatile de faza si evidentiind alele rar intalnite, informatii care anterior
lipseau.
Aceste date detaliate pot fi folosite pentru a imbunatati algoritmii de potrivire virtuala donator-pacient
— de exemplu, prin calcularea mai exacta a probabilitatii de a gisi un donator compatibil pentru un
anumit pacient, finand cont de frecventa haplotipului pacientului in populatie. Cunoasterea frecventelor
locale permite astfel o estimare a sanselor de matching: haplotipurile foarte rare necesita cautari extinse
(poate la nivel international), pe cand haplotipurile relativ comune au sanse mai mari de succes in
registrul intern.
De asemenea, tiparea NGS a evidentiat prezenta unor alelomorfi noi sau foarte rar documentati in
populatie, contribuind la actualizarea bazelor de date globale HLA si subliniind importanta continudrii

supravegherii genetice.
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Nu in ultimul rand, aceste rezultate pot orienta si cercetarea biomedicald: de exemplu, corelarea
frecventei unor alele HLA de risc cu incidenta bolilor autoimune in Roméania. Daca stim ca alela HLA-
B27 are ~4-5% frecventa in populatie (conform datelor studiului, incluzand subtipurile B27:05 si
B27:02), putem intelege de ce prevalenta spondilitei anchilozante se mentine similara altor tari
europene; tot astfel, frecventa heterodimerului DQ2 (DQA105:01-DQB1*02:01) in populatie explica
de ce boala celiaca are un bazin predispus semnificativ, chiar daca fenotipic boala este subdiagnosticata

la noi.

8. Concluzii
Prezentul studiu aduce o contributie substantiald la cunoasterea profilului imunogenetic al populatiei
romanesti, fiind prima cercetare exhaustiva la nivel de rezolutie Tnalta asupra distributiei HLA in acest
grup populational.
Rezultatele obtinute demonstreaza clar ca distributia alelelor si haplotipurilor HLA in Romaénia este
foarte larga si echilibrata, fara existenta unor alele sau haplotipuri care s domine covérsitor.
Acest tablou al diversitatii este in concordantd cu tiparele observate in alte populatii europene mari,
sugerand ca populatia romaneasca se inscrie intr-un model genetic european in care variabilitatea este
regula, si nu exceptia. S-a reusit astfel caracterizarea profilului HLA autohton si s-a ardtat, prin
comparatii internationale, ca Romania se afld intr-un cluster genetic comun cu Europa Occidentala,
avand totodata particularitati regionale (cum ar fi frecventa ridicata a anumitor alele balcanice).
S-au identificat alele si haplotipuri rare prezente in populatie, informatie esentiald pentru estimarea
sanselor de compatibilitate in programele de transplant.
De asemenea, prin evidentierea distributiei unor haplotipuri ca DQ2 si DQS, lucrarea ofera un punct de
plecare pentru studii viitoare privind corelatia genotipului HLA cu predispozitiile 1a boli autoimune in
Romania — un domeniu incd putin explorat la noi. Din perspectiva aplicatiilor, concluziile sustin
necesitatea raportarii complete a datelor HLA pentru fiecare populatie nationald, ca bazd pentru
optimizarea registrelor de donatori de celule stem hematopoietice. in cazul Roméniei, rezultatele acestei
teze pot fi utilizate imediat de citre RNDVCSH si centrele de transplant, atit pentru a orienta strategiile
de recrutare a noilor donatori (vizand sub-grupuri etnice insuficient reprezentate), cat si pentru a rafina
procedurile de alocare a grefelor pe criterii de compatibilitate virtuala.
Volumul mare de cunostinte generat — incluzand frecventele detaliate ale fiecarei alele HLA si lista
haplotipurilor cu probabilitatea lor de aparitie — constituie totodatd un reper pentru orice viitoare
cercetari In domeniul imunogeneticii populationale in spatiul romanesc.
Pe masura ce dinamica demografica si amestecurile populationale continud, se asteapta ca distributiile
HLA si evolueze, sporind diversitatea observata. In acest sens, studiul continuu al frecventei HLA 1n
populatie este esential nu doar pentru medicina de transplant, dar si pentru intelegerea geneticii bolilor

complexe cu componentd imuna.
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In concluzie, cercetarea de fata oferda o imagine de ansamblu actualizata si detaliatd a peisajului HLA
al poplatiei analizate din Romaénia si subliniaza importanta acestuia in context clinic si stiintific. In
incheiere, subliniem ca integrarea acestor cunostinte in practicile medicale (in special in transplant si in

monitorizarea bolilor asociate HLA) va conduce la beneficii tangibile pentru sistemul de sanatate.
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