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Partea generala — Stadiul actual al cunoasterii

Virusul leucemiei cu celule T a adultului tip 1 (HTLV-1)

HTLV-1 este primul retrovirus oncogen descoperit la om '. A fost identificat pentru

prima dati in 1980 "2 si ulterior s-a descris implicarea retrovirusului in oncogeneza’.

Transmiterea infectiei HTLV-1 are loc prin trei metode principale, si anume
parenteral, prin contact sexual si vertical. Principala ruta de transmitere difera in functie de
regiunea geograficd. De exemplu, in Romania, in anii 1980, principala modalitate de
transmitere a fost cea parenterald 4, in Japonia principala modalitate este cea verticald, iar in

Brazilia prin contact sexual °.

HTLV-1 nu este un virus ubicuitar. Romania este singura tara din Europa cu prevalenta
inalta a HTLV-1 °. In 2012 se estima ca aproximativ 5-10 milioane de persoane sunt infectate
cu HTLV-1, dintre care 3000-15000 sunt din Roménia ’. Prevalenta inaltd a HTLV-1 in
Romania este datoratd cel mai probabil refolosirii echipamentelor de uz intravenos

nesterilizate, precum si transfuzarii cu sange netestat pentru HTLV-1 in anii 1980.

HTLV-1 este agentul etiologic pentru doud patologii principale, ATLL si HAM/TSP.
Ambele patologii apar dupa o perioadd lungi de latentd de zeci de ani ®. Cei mai multi
purtatori HTLV-1 rdman asimptomatici toatd viata; aproximativ 3-5% dezvoltd ATLL si

0.18-1.8% HAM/TSP #!'°. Au fost raportate cazuri rare de pacienti cu ambele patologii !!+!2,

Mecanismele patogenice sunt incomplet cunoscute. Au fost identificati mai multi
factori care ar putea contribui la dezvoltarea patologilor asociate HTLV-1: modul de
transmitere al infectiei, Incdrcatura provirald (PVL), actiune proteinelor virale, citokinele si

factori legati de gazda.
Leucemia/ limfomul cu celula T a adultului

ATLL este o afectiune rard si agresiva a celulelor T periferice, cauzatd de infectia cu
HTLV-1. ATLL a fost descrisa pentru prima data in Japonia in 1977, inainte ca HTLV-1 sa

fie identificat '3.



Majoritatea datelor privind pacientii romani cu ATLL provin din raportari de cazuri
sau serii de cazuri '*?!. Primele cazuri din Romania au fost documentate in 1993 %2, Autorii
au observat o caracteristica distinctiva la acesti pacienti, si anume varsta mai micd la
momentul diagnosticului, trei dintre cei sase pacienti avand varste cuprinse intre 22 si 26 ani
22, Varsta mai redusi la diagnostic a pacientilor romani a fost confirmati prin raportirile de

caz si studiile mai recente 16212324,

ATLL este un tip foarte rar de limfom, reprezentand 0.2% dintre cazurile de limfom

din tarile non-endemice, si pana la 36.8% dintre cazurile de limfom in tarile endemice .

ATLL afecteazi aproape exclusiv adultii, desi au fost raportate cazuri si la copii 4263,
Varsta mediana la diagnostic este de aproximativ 60-70 ani, dar diferd in functie de regiunea

de provenienti 317

ATLL se clasifica in patru subtipuri clinice, si anume acutd, limfomatoasa, cronica si
smoldering *°. Aceasta clasificare se realizeaza pe baza criteriilor Shimoyama formulate in

1991 (Tabelul 1), dar care sunt incd de actualitate *°.

Tabelul 1: Criteriile de diagnostic Shimoyama *°
Forma Forma Forma Forma
smoldering cronica limfomatoasa acuta
Limfocite (SP) <4000/mm? >4000/mm? <4000/mm? VN/?
Limfocite T atipice (%) >5% >5% <1% >1%
FSP - flower cells” Ocazional Ocazional - +
Hipercalcemie - - +/- +/-
LDH 1 <1.5xVN <2xVN +/- +/-
Infiltrat nodal (HP+) - +/- + +/-
Infiltrat hepatic - +/- +/- +/-
Infiltrat splenic - +/- +/- +/-
Infiltrat cutanat - +/- +/- +/-
Infiltrat pulmonar - +/- +/- +/-
Infiltrat SNC - - +/- +/-
Infiltrat osos - - +/- +/-
Infiltrat gastrointestinal - - +/- +/-
Ascitd - - +/- +/-
Lichid pleural - - +/- +/-



Manifestarile clinice in ATLL sunt heterogene, incluzand simptome constitutionale,
simptome secundare citopeniilor, anomaliilor metabolice, in special hipercalcemia,
manifestdrile datorate infiltrarii nodale si extranodale, precum si cele secundare

imunodeficientei.

Anomaliile de laborator sunt mai frecvente si mai severe in ATLL forma acuta.
Studiile au evidentiat diferente semnificative intre pacientii cu forma acutda de ATLL
comparativ cu alte forme ale bolii in ceea ce priveste leucocitoza cu limfocitoza, nivelul seric
al receptorului solubil pentru IL-2, hipoproteinemia, hipoalbuminemia, hiperbilirubinemia,
afectarea hepatica (fosfataza alcalina, ALT, AST crescute), afectarea renald (creatinind si

BUN crescute), LDH crescut, si hipercalcemie 32340,

Folosirea scorurilor prognostice este utila pentru alegerea tratamentului optim, adaptat
riscului. Exista multiple scoruri care includ variabile demografice, clinice si biologice, iar

cele mai noi integreaz si factori prognostici genetici, cum este si scorul m7-ATLPI #!,

ATLL ramane o patologie agresiva, cu supravietuire scurtd, care nu s-a modificat
semnificativ de la prima descriere, in special in formele indolente *>34%°. Cand au fost
descrise criteriile de diagnostic ale formelor de ATLL, in 1991, supravietuirea mediand in
cele patru forme ale ATLL erau 6 luni in forma acutd, 10 luni in forma limfomatoasa, 38
luni in forma cronici, si 38 luni in forma smoldering *°. Studii mai recente raporteazi o
supravietuire mediand similard, si anume 8.3 luni in forma acuta, 10.6-14.3 luni in forma

limfomatoasa, 31.5-39.4 luni in forma cronic4, si 41.2-55.0 luni in forma smoldering %%,

Cauzele de deces ale pacientilor cu ATLL sunt progresia bolii (67-78.6%), infectiile
(10%) si alte boli maligne decat ATLL (2.1%) ****. Infectiile reprezintd a doua cauza de
deces in formele agresive si forma cronica, in timp ce decesul cauzat de alte boli maligne a

fost a doua cauza in forma smoldering %42,

Prognosticul in ATLL a rimas nefavorabil in ciuda progreselor terapeutice. In formele
agresive, chimioterapia si terapia antiretrovirald au eficienta limitata, dar in asociere cu allo-
TCSH rezultatele sunt superioare **. Tratamente mai noi, de exemplu anticorpii monoclonali,
agentii imunomodulatori, inhibitorii de histon-deacetilaza, inhibitori EZH1/2 aduc beneficii
suplimentare, dar la momentul actual nu sunt disponibile pe scard larga si nu pot induce

remisiunea pe termen lung, In absenta allo-TCSH.



In formele indolente, se recomanda monitorizare atentd pana la transformare in forme
agresive sau pana la aparitia factorilor de prognostic nefavorabil, tratament cu IFN-a si

zidovudine sau terapie sistemica 4%,

In formele agresive se recomanda terapie sistemicd urmati de allo-TCSH. In forma
acuta fara mase tumorale mari se recomandd IFN/ZDV 1in prima linie, iar in formele
limfomatoasi sau acuti cu mase mari, chimioterapie la care se poate adiuga IFN/ZDV*#4,
La pacientii care nu sunt eligibili pentru allo-TCSH, se recomanda terapie de mentinere cu
IFN/ZDV 1in dozi mici sau etoposide oral in dozi mici *®. Profilaxia determindrilor in SNC
este esentiala si se recomanda terapie intratecald, methotrexate in doza mare si/sau folosirea

in regiumul de conditionare pre-transplant a agentilor care strabat bariera hemato-encefalica,

si anume busulfan si thiotepa *°.

Inrolarea intr-un studiu clinic este recomandati inca din prima linie, in toate formele
de ATLL . Nu toti pacientii pot beneficia de tratament, cel mai frecvent din cauza statusului

de performanti scizut si comorbidititilor 3.



Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Leucemia/ limfomul cu celule T a adultului este o boala rara, intalnitd mai frecvent in
regiunile endemice. Romania este singura tara din Europa unde HTLV-1 este endemic, ceea

ce determind o incidenta mai mare a ATLL in aceasta regiune.

In cazul pacientilor romani cu ATLL s-au observat particularitati distincte fatd de
datele raportate in studiile internationale, si anume varsta mai micd la diagnostic,
predominanta tipului limfomatos si supravietuire mai redusa. Pana in prezent, nu exista

studii extensive care sd analizeze aceste particularitati pe un lot mare de pacienti.
Lucrarea actuala prezinta doua studii distincte.

Studiul 1, denumit “Particularitatile clinice, biologice si raspunsul la tratament ale
pacientilor cu ATLL in Roménia”, isi propune sa caracterizeze aspectele epidemiologice,
clinice si biologice ale pacientilor cu ATLL diagnosticati in Romaénia, tratamentul si
raspunsul la tratament, pentru a intelege mai bine evolutia bolii si factorii care influenteaza

prognosticul

Studiul 2, denumit > Citokinele proinflamatorii la purtatorii HTLV-1 asimptomatici si
pacientii cu ATLL” analizeaza profilul citokinic la purtatorii asimptomatici si pacientii cu
forme agresive de ATLL, comparativ cu lotul de control. Acest studiu isi propune sa
identifice biomarkeri ce diferentiaza pacientii cu ATLL de purtatorii asimptomatici, precum

si de grupul de control

Analiza particularitatilor este importanta pentru a intelege mai bine evolutia bolii la
pacientii din Romania. In final, acest demers poate conduce la identificarea unor noi tinte
terapeutice, contribuind la dezvoltarea unor strategii de tratament mai eficiente si

personalizate pentru pacientii cu ATLL.



Studiul 1 - Particularitatile clinice, biologice si raspunsul la tratament ale

pacientilor cu ATLL in Roménia

Introducere (ipoteza de lucru si obiective specifice)

Studiul “Particularitatile epidemiologice, clinice, biologice si raspunsul la tratament
ale pacientilor cu ATLL in Romania” isi propune: sa descrie caracteristicile particulare ale
pacientilor cu ATLL diagnosticati in Romania, sd studieze markerii biologici asociati cu
evolutia acestor pacienti, sa identifice factori care influenteaza supravietuirea , sa identifice
factorii de risc pentru decesul precoce, sa identifice elementele comune ale pacientilor cu
supravietuire de lunga durata si sa dezvolte un model de risc prognostic specific pacientilor

din Romania.

Materiale si metode

Studiul este unul analitic, observational, prospectiv, si multicentric realizat pe 58 de
pacienti diagnosticati cu ATLL intre 2010 si 2023 in Spitalul Universitar de Urgenta
Bucuresti, Spitalul Clinic Coltea si Spitalul Clinic Colentina. Au fost inclusi pacientii adulti
cu infectie HLTV-1 confirmata si diagnostic de ATLL forma agresiva, si care au semnat
consimtdmantul informat cu privire la participarea invatdmantului medical si folosirea
probelor biologice in scop de cercetare. Datele demografice, clinice si de laborator, cele cu
privire la tratament si rdspunsul la tratament au fost obtinute din fisele electronice ale

pacientilor.

Prelucrarea statisticd a fost realizatd in programul IBM SPSS Statistics versiunea 25
(IBM Corp., Armonk, NY, USA) si in Epi Info versiunea 7.2.6.0 (CDC, Atlanta, GE, USA).
Pentru a verifica dacd existd o asociere semnificativa intre doud variabile nominale am
folosit testul Chi-Square si Fisher’s exact test. Pentru compararea medianelor am utilizat
Independent-Samples Median Test. Am folosit odds ratio si intervale de incredere de 95%
pentru a masura relatia dintre un factor de risc si rezultat. Pentru analiza supravietuirii am
folosit curbele Kaplan Meier si testul Log-rank. In realizarea scorului prognostic am utilizat
curbele ROC pentru a identifica variabilele care se asociaza cu supravietuirea la 6 luni,
precum si valoarea cu cea mai mare sensibilitate si specificitate si semnificatia statistica. O

valoare p < 0.05 a fost considerata semnificativa statistic.



Rezultate

Pacientii au avut varste cuprinse intre 20 si 72 ani, cu mediana 48 ani si media 49.84

+ 14.034 ani. A fost observata o usoara predominanta a sexului feminin, cu raport F:M=1.52.

Varsta la diagnostic pare sa aiba o tendintd crescdtoare. Pacientii diagnosticati In
perioada 2010-2014 au avut varsta mediana la diagnostic 43 ani, cei diagnosticati in perioada

2015-2019 —47.5 ani, iar cei diagnosticati in 2020-2023 — 57 ani (p=0.268) (Figura I).
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Figura 1: Box Plot pentru varsta in functie de anul in care s-a stabilit diagnosticul

Forma limfomatoasa (n=33, 56.90%) a ATLL a fost mai frecventd decat cea acuta
(n=25, 43.10%). Majoritatea pacientilor au fost diagnosticati cu forme agresive de boala
(94.83% stadiile 3-4 Lugano), simptome B (67.57%) si status de performantd afectat
(45.83%).

Printre cele mai frecvente complicatii aparute pe parcursul evolutiei au fost citopeniile
moderat-severe (41 pacienti), infectiile (37 pacienti), citoliza si/ sau colestazd hepatica (27
pacienti), sindrom de liza tumorala (14 pacienti), complicatii neurologice (19 pacienti), si

hipercalcemie severa simptomatica (14 pacienti).

Mai mult de jumatate dintre pacienti (58.62%) au prezentat leucocitoza la diagnostic,
predominant cei cu forma acutd (88%). Majoritatea pacientilor nu au avut citopenii, iar cei
care au prezentat citopenii (21.05% - anemie, 14.04% - trombocitopenie) au avut grade

usoare-moderate, cu exceptia unui pacient cu ciroza hepatica si trombocitopenie severa.

Pacientii cu ATLL forma acuta au prezentat valori semnificativ mai mari ale calciului

(12.59 vs 9.70 mg/dl, p=0.015), acidului uric (8.35 vs 5.10 mg/dl, p=0.007) si alterarea



functiei renale (Cl crea 76.90 vs 97.29 ml/min/1.73m?, p=0.030) fati de cei cu forma

limfomatoasa, alaturi de tendinte spre valori crescute ale LDH si afectare hepatica.

Timpii de coagulare PT si APTT nu au diferit semnificativ intre cele doua grupuri.
Fibrinogenul seric a avut o valoare mediand semnificativ mai micd la pacientii cu forma

acutd, si anume 237.00 mg/dl comparativ cu 344.09 mg/dl (p=0.012).

Imunofenotiparea prin citometrie in flux a fost disponibild pentru 18 dintre cei 33
pacienti cu forma acutd. Fenotipul tipic CD4+CD8- a fost cel mai frecvent, intalnit la 11
pacienti (64.71%), urmat la egalitate de fenotipurile CD4+CD8+ (17.6%) si CD4- CDS-
(17.6%). In lotul studiat, niciun pacient nu a avut fenotipul CD4-CD8+.

In ceea ce priveste tratamentul, toti pacientii au primit tratament de prima linie cu poli-
chimioterapie (n=57, 98.3%), in asociere (n=26, 44.83%) sau nu (n=31, 53.45%) cu
tratament antiviral, sau tratament antiviral in monoterapie (n=1, 1.7%). Protocoalele de
chimioterapie administrate cel mai frecvent au fost: CHOP (n=22, 38.60%), CHOEP (n=14,
24.56%) si LSG15 (n=11, 19.30%).

Raspunsul la tratamentul de prima linie a fost evaluat la 57 de pacienti. Rata de raspuns
globala (CR+PR) la pacientii cu forma acuta a fost 16.67%, iar la cei cu forma limfomatoasa

a fost 33.33% (Figura 2).
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Figura 2. Tipul de raspuns obtinut in functie de forma ATLL

Doar patru pacienti au primit allo-TCSH, un pacient cu forma acuta si trei pacienti cu
forma limfomatoasa. Toti pacientii au obtinut raspuns complet Tnainte de allo-TCSH, trei la
prima linie si unul la a doua linie de tratament, si nu s-a obiectivat boald recdzuta inainte de

transplant la niciun pacient. Caracteristicile pacientilor sunt prezentate in Tabelul 2.



Tabelul 2. Caracteristicile pacientilor care au primit allo-TCSH

Nr. | Varsta | Sex | Tip Linia 1 | Raspuns | Timp pana | Status

crt. ATLL la L1 la TCSH (supravietuire)

1 26ani | M L LSGI5 | CR 11.63 luni Viu (106.83 luni)
2 57ani | F L LSGI5 | CR 11.4 luni Deces (49.07 luni)
3 40ani | F L CHOEP | CR 5.63 luni Deces (8.30 luni)
4 32ani | M A CHOP | PR—CR | 19.1 luni Viu (106.23 luni)

Perioada mediand de urmarire a pacientilor din lotul studiat a fost 5.80 luni, perioada
medie 14.55+28.33 luni, si a fost cuprinsa intre 0.10 luni si 149.60 luni. Supravietuirea
mediana a fost 7.967 luni (95% CI 5.771 — 10.162), iar supravietuirea medie 8.395 luni (95%
CI 14.189-47.096). Pacientii diagnosticati cu forma limfomatoasa au avut o supravietuire
mediand mai mare, si anume 8.300 luni, fatd de cei cu forma acuta, 6.633 luni, dar fara

semnificatie statistica (p=0.227).

Am analizat supravietuirea in functie de parametrii demografici, clinici, biologici si
tratament. Nu au fost identificate diferente semnificative in supravietuire pentru urmatorii

parametrii analizati:

- Clinic: varsta, sex, stadiul Lugano, simptomele B, prezenta adenopatiilor
- Laborator: citopenii, imunofenotip, acid uric, ALT, AST, fosfataza alcalina, GGT

- Tratament: regimul de chimioterapie
Diferente semnificative in supravietuire au fost identificate pentru:

- Statusul de performanta la momentul diagnosticului - pacientii cu ECOG 0-1 au avut o

supravietuire mediand de 9.367 luni, iar cei cu ECOG mai mare — 3.200 luni

- Indexul prognostic JCOG - pacientii care au fost incadrati in grupul de risc moderat-
crescut au avut o supravietuire superioara fata de cei incadrati in grupul de risc Tnalt, si

anume 29.667 luni fatd de 3.867 luni (p=0.000)

- Hepatomegalia si splenomegalia - supravietuirea mediana in absenta hepatomegaliei sau
splenomegaliei a fost, Tn ambele cazuri 29.667 luni, in timp ce pacientii cu hepatomegalie
au avut o supravietuire mediana de 5.833 Iuni (p=0.001). iar cei cu splenomegalie 6.867

luni (p=0.002)



Hipercalcemia severa la diagnostic - pacientii care au avut un nivel seric al calciului,
corectat la valoarea albuminei, peste 14 mg/dl au avut o supravietuire inferioara
comparativ cu cei fara hipercalcemie severd, si anume 3.500 luni fatd de 6.167 luni

(p=0.038)

LDH-ul seric - valoarea LDH-ului seric mai mare decat dublu limita superioara a
normalului s-a asociat cu o supravietuire inferioara, de 5.767 luni, in timp ce pacientii cu
LDH mai mic decat limita mentionatd, au avut supravietuirea mediand de 9.367 luni

(p=0.039)

Bilirubina totald - pacientii care au avut o bilirubina sericd >1.2 mg/dl au avut o
supravietuire mai micd, de 8.00 luni, comparativ cu cei cu bilirubina totala in limite

normale (p=0.008)

Albumina sericd scdzuta s-a asociat cu o supravietuire inferioard, cu mediana de 3.60
luni comparativ cu 8.00 luni, cat s-a Inregistrat la pacientii cu albumina intre limitele

normale (p=0.022)

Functia renala - pacientii cu un clearence la creatinind >60 ml/min/1.73m?, precum si cei
cu un scor BUN <24 mg/dl, au avut o supravietuire mediana cu aproximativ 5 luni mai

lunga comparativ cu cei cu functie renald afectata (p=0.039, respectiv p=0.001)

Fibrinogenul - pacientii cu un nivel redus de fibrinogen au avut o supravietuire inferioara
comparativ cu cei cu nivel normal de fibrinogen, si anume 3.50 luni fatd de 7.97 luni

(p=0.015)

Obtinerea raspunsului complet sau partial dupa prima linie de tratament - pacientii cu
CR/PR au avut o supravietuire mediana de 49.067 luni, cu mult mai mare decat cei cu
boald progresivd dupa prima linie, si anume 5.067 luni (p=0.000) (Figura 3). Acesta

subliniaza importanta obtinerii raspunsului terapeutic dupa prima linie

Pacientii la care s-a efectuat procedura de allo-TCSH au avut, de asemenea, o

supravietuire mai mare, de 49.067 luni, comparativ cu 6.633 luni (p=0.045) (Figura 4).
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Figura 3. Curba Kaplan-Meier pentru supravietuire in functie de raspunsul dupa prima
linie de tratament
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Figura 4. Curba Kaplan-Meier pentru supravietuire in functie allo-TCSH

Deces sub 6 luni

Am realizat o analiza univariata pentru a identifica factorii de risc pentru deces la mai
putin de 6 luni de la diagnostic. Calciul seric corectat la albumind (p=0.009), creatinina
(p=0.016), BUN (0.005), acidul uric (0.043), GGT (p=0.045), albumina (p=0.025) s-au

asociat semnificativ cu mortalitatea sub 6 luni.

Am realizat analiza multivariata pentru a confirma asocierea statistica si a identifica
valorile prag pentru calciu corectat la albumina, creatinina sericd, BUN si acidul uric. Au
fost obtinute valori p semnificative statistic pentru toate variabilele analizate. Am identificat
urmadtoarele valori prag: Calciul seric corectat la albumina >10.40 mg/dl, Creatinina serica
>0.8 mg/dl, BUN >16.85 mg/dl, si Acidul uric >6.75 mg/dl. Pe baza valorilor prag, am
impartit pacientii In doud categorii pentru fiecare variabilad. Am rotunjit rezultatele BUN si

ale acidului uric la 17 mg/dl, respectiv 7 mg/dl pentru o aplicare mai facila in practica.
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Am calculat raportul de risc pentru multiple variabile binare, inclusiv cele rezultate
din analiza multivariatd. Nu s-au asociat semnificativ cu supravietuirea urmatoarele
variabile: sexul (p=0.539), forma de ATLL (p=0.507), stadiul Lugano (p=0.092), prezenta
simptomelor B (p=0.873), prezenta adenopatiilor (p=0.873), si prezenta splenomegaliei
(p=0.532). Am obtinut valori semnificative statistic pentru urmatoarele variabile: ECOG
(p=0.000), hepatomegalia (p=0.039), calciul seric corectat la albumind >10.4 mg/dl
(p=0.007), creatinina >0.8 mg/dl (p=0.014), BUN >17 mg/dl (p=0.019), si acid uric >7 mg/dl
(p=0.029).

Am calculat odds ratio pentru fiecare variabila semnificativa statistic. Pentru
facilitarea utilizarii scorului prognostic, am acordat urmatorul punctajul pentru prezenta
fiecarui factor de risc, in functie de odds ratio:

- 2 puncte pentru ECOG >2

- 1 punct pentru calciul seric corectat la albumind >10.4 mg/dl
- 1 punct pentru creatinina serica >0.8 mg/dl

- 1 punct pentru scorul BUN >17 mg/dl

- 1 punct pentru acidul uric >7 mg/dl

Se obtine un scor care poate avea valorile intre 0 si maxim 6 puncte. Am grupat

pacientii in doua grupe prognostice: 0-3 puncte = risc redus, 4-6 puncte = risc nalt.

Analizand asocierea dintre scorul prognostic propus si mortalitatea sub 6 luni, se
observa ca se mentine semnificatia statistica (p=0.008). Riscul de mortalitate sub 6 luni este

de 5.94 ori mai mare la pacientii cu risc Inalt.

Am aplicat scorul de risc pentru tot lotul de pacienti. Variabilele care au lipsit au primit
0 puncte. Totusi, chiar daca acesti pacienti aveau factorii de risc prezenti, nu ar fi fost
incadrati diferit n scorul de risc. Supravietuirea mediand in grupul cu risc inalt a fost 3.50
luni, iar in grupul cu risc scazut 8.30 luni, cu obtinerea semnificatiei statistice (p=0.001)
(Figura 5). Astfel, am dovedit cd scorul poate fi extins si pentru analiza supravietuirii

mediane, nu numai pentru a prezice riscul de deces la 6 luni.
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Figura 5. Curba Kaplan-Meier pentru supravietuire in functie grupa de risc
Discutii

Pacientii din lotul studiat au avut varsta mediana de 48 ani, mai mica in comparatie cu
studiile internationale ***. Am remarcat o crestere a varstei mediane in ultimii ani, si anume
57 ani pentru pacientii diagnosticati in perioada 2020-2023. Aceasta se apropie de datele
raportate international si sustine teoria cu privire la transmiterea virusului in preponderent

in perioada anilor 1980.

In lotul studiat, am observat o usoari predominanti a sexului feminin, 60.34% dintre
pacienti fiind de sex feminin. Aceasta diferenta probabil provine de la modul de transmitere

al HTLV-1. Transmiterea prin contact sexual are loc mai eficient de la barbati la femei °.

In comparatie cu studiile japoneze, am observat ca pacientii romani au avut un stadiu
mai avansat la diagnostic si un status de performantd mai precar. Majoritatea pacientilor au

fost incadrati in stadiile III-IV (94.83%) si au prezentat simptomatologie B (65.57%).

Evolutia ATLL este marcatd de prezenta a multiple complicatii, secundare
tratamentului sau bolii. In contextul bolii pot apirea complicatii datorate imunodeficientei,
infiltrate nodale sau extranodale, uneori cu rasunet clinic, liza tumorala si fenomene
paraneoplazice. In lotul nostru, ca particularitate comparativ cu alte neoplasme
hematologice, am observat o frecventa inalta a complicatiilor neurologice (infiltrat SNC,

encefalopatie metabolica, infectii, encefalopatie posterioara reversibild).

Rezultatele studiului actual au evidentiat o serie de caracteristici de laborator care
diferentiaza forma acuti de cea limfomatoasi a ATLL. In special, s-a observat ci pacientii

cu ATLL forma acuta prezinta, in general, valori mai mari ale numarului de leucocite,
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neutrofile si limfocite, calcemie, bilirubina totala, AST, creatinina, si acid uric. Desi
diferentele nu au fost semnificative statistic, pacientii cu ATLL forma acutd au prezentat

valori mai mari ale VSH, LDH, ALT, fosfataza alcalina, GGT, si BUN.

In ciuda progreselor in ceea ce priveste diagnosticul, identificarea factorilor de
prognostic, tratamentului suportiv si tintit, supravietuirea pacientilor cu ATLL nu s-a
ameliorat semnificativ de la descoperirea bolii. In anul 1991, Shimoyama raporta o
supravietuire mediana de 6 luni in forma acuta, 10 luni in forma limfomatoasa, 38 luni 1n
forma cronici si 38 luni in forma smoldering *°. Studiile din Japonia®*** si SUA3 raporteazi
progrese minore In ceea ce priveste supravietuirea. Pe de alta parte, studii din America

35,47

Latina™>*’, precum si studiul prezent, au raportat o supravietuire mediand similara, sau chiar

inferioara in comparatie cu datele prezentate de Shimoyama.

Rata de obtinere a raspunsului la tratament in studiul actual este inferioard celei
raportate de alte studii *>**%. Imaizumi et al. au raportat rate de rispuns global de 63.6%
(14.3% CR, 49.3% PR) pentru forma acuta si 67.4% (22.3% CR, 45.15 PR) pentru forma
limfomatoasa 32. In studiul actual, rata de raspuns global a fost doar 26.31%. Spre deosebire
de studiul japonez care raporteaza o rata de raspuns globala semnificativ mai mare, in studiul
actual, pacientii au fost diagnosticati intr-un stadiu mai avansat al bolii — au fost diagnosticati
in stadiul III-IV Lugano, au prezentat simptome B si au avut un status de performanta mai

avansat, precum a fost discutat anterior.

Factorii de prognostic nefavorabili independenti, identificati in studiul actual sunt un
status de performantd ECOG > 2, hepato si/ sau splenomegalie, hipercalcemie severa, LDH
mai mare decat dublu fatd de limita superioard a normalului, clearence al creatininei scdzut,
scor BUN crescut, hiperbilirubinemie, hipoalbuminemie, hipofibrinogenemie. Aceste
rezultate in concordanti cu cele raportate in literaturd 3>4%4748_ Pacientii cu varsta peste 60
ani au avut o supravietuire mai mica (5.467 luni) in comparatie cu cei mai tineri (8.467 luni),
dar nu a fost atinsd semnificatia statistica. Rezultatele sunt in concordanta cu cele publicate
anterior - supravietuire mediana 8.37 luni pentru cei <60 ani, 6.68 luni pentru cei cu varsta

60-70 ani, si 3.48 luni pentru cei cu varsta >70 ani) 5.

La analiza multivariatd a variabilelor continue au ramas semnificativi urmatorii
factori prognostici — calcemia corectatd la albumind, creatinina sericd, scorul BUN, acidul
uric. Au fost stabilite valorile prag cu cea mai mare sensibilitate si specificitate. Impreuna

cu ECOG, au fost incluse in scorul prognostic. Acest scor a impartit pacientii in doua grupe
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de risc — risc scazut cu supravietuirea mediand de 8.30 luni si risc inalt cu supravietuirea

mediana de 3.50 luni.

Cele mai multe cazuri de ATLL, cu exceptia Japoniei, se intalnesc in tari slab — mediu
dezvoltate. De cele mai multe ori, accesul la investigatii de noud generatie, cum ar fi NGS,
sau chiar investigatii mai putin costisitoare, cum ar fi receptorul solubil pentru IL-2, beta-2
microglobulina sericd, examenul citogenetic, nu sunt disponibile in aceste regiuni. Chiar
dacd tendintele actuale in ceea ce priveste stratificarea riscului este sd includd analize
genetice, care evalueaza mai aprofundat boala, acest lucru nu este posibil in cele mai multe
regiuni. De aceea, am considerat util dezvoltarea unui scor prognostic care poate fi aplicat

pe scara largd, chiar si in tarile subdezvoltate.

Diferentele epidemiologice si clinice pot proveni din distributia heterogena a HTLV-
1 lanivel global. In Romania, la fel ca in Spania si America Latina, regiunile cu care pacientii
romani se asemand cel mai mult, au preponderent subtipul transcontinental al genotipului

Cosmopolitan A. In Japonia predomina subtipul specific japonez 7.
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Studiul 2 - Citokinele proinflamatorii la purtatorii HTLV-1

asimptomatici si pacientii cu ATLL

Introducere (ipoteza de lucru si obiective specifice)

Infectia cu HTLV-1 si ATLL, se asociaza cu un dezechilibru in productia de citokine.
Citokinele joaca un rol important in patogeneza ATLL, influentand progresia bolii si
raspunsul imun. Analiza diferentelor in profilurile citokinice poate conduce la o mai buna
intelegere a mecanismelor care diferentiaza pacientii cu ATLL de purtatorii asimptomatici

si de persoanele sanatoase.

Obiectivele studiului sunt: compararea nivelului de citokine inflamatorii intre grupul
de control, purtatorii asimptomatici si pacientii cu ATLL, identificarea citokinelor care au
nivel semnificativ mai mic sau mai mare la purtdtorii asimptomatici comparativ cu grupul
de control, identificarea citokinelor care pot fi folosite ca biomarkeri pentru detectia precoce

a ATLL la purtatorii asimptomatici, identificarea citokinelor care ar putea fi tinte terapeutice

Materiale si metode

Probele pacientilor cu ATLL au fost obtinute de la Departamentele de Hematologie ale
Spitalului Universitar de Urgentd Bucuresti, Spitalul Clinic Coltea si Spitalul Clinic
Colentina. Au fost inclusi 26 de pacienti cu forme agresive de ATLL, si anume sapte pacienti
cu forma acutd si 19 pacienti cu forma limfomatoasa. Probele pacientilor purtatori
asimptomatici (Institutul National de Virusologie Stefan S. Nicolau — probe de plasma
arhivate (INV)) si probele de control de la persoane HTLV-1 negative au fost obtinute de la
Institutul National de Transfuzie Sanguind ”Prof. Dr. C. T. Nicolau” (INTS) Bucuresti.

Probele au fost prelucrate la Institutul de Virusologie ”Stefan S. Nicolau”. A fost
utilizat kitul Bio-Plex Pro™ Human Inflammation Panel 1 37-Plex #171AL001M (Bio-Rad
Laboratories, Inc. Life Science Research Group, Hercules, CA, USA). Rezultatele au fost
exportate folsind programul Bio-Plex Data Pro (Bio-Rad Laboratories, Inc. Life Science

Research Group, Hercules, CA, USA).

Principiul metodei combina citometria in flux cu tehnologia ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Sunt utilizate microsfere colorate fluorescent si captusite cu

anticorpi, asemanatoare cu platforma ELISA. Fiecare anticorp este indreptat specific
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impotriva unei anumite citokine. Anticorpii vor reactiona cu citokinele, dupa care se vor
efectua o serie de spalari pentru a indeparta proteinele nelegate. Se va adduga un anticorp
biotinilat specific pentru un epitop diferit de pe citokina, formandu-se astfel un sandwich de
anticorpi in jurul citokinei. Se adauga streptavidina-ficoeritina, care le leaga de anticorpii
biotinilati. Pe baza culorii si a fluorescentei microsferelor, este identificata si cuantificata
fiecare reactie. Concentratiile de citokine sunt calculate automat de programul Bio-Plex
Manager, folosind o curba standard care provine din analiza probelor standard, cu niveluri

cunoscute de citokine.

Analiza statistica a fost realizata folosind programul IBM SPSS Statistics versiunea
25 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Pentru exprimarea variabilelor continue a fost folosita
valoarea mediand. Testul Kruskal-Wallis a fost folosit pentru compararea medianelor intre
diferite grupuri. Pentru ilustrarea datelor au fost folosite grafice de tip BoxPlot. Pentru
stabilirea valorilor prag ale nivelului de citokine a fost folosita curba ROC si aria de sub

curba. Valoarea p mai mica de 0.05 este considerata semnificativa statistic.

Pentru reteaua citokinicd si analiza de imbogétire functionald s-a folosit platforma
STRING (https://string-db.org/, accesatd online pe 1 mai 2025, versiunea 12.0, European
Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, Germania).

Rezultate

Am efectuat comparatia distributiei nivelului de citokine in toate subloturile —
controale, purtdtori asimptomatici si pacienti cu ATLL. Nu au fost identificate diferente
semnificative intre cele trei loturi de pacienti pentru gp130/sIL-6Rp, sIL-6Ra, IL-12 (p70),

MMP-2, motiv pentru care vor fi excluse din compararea in pereche a loturilor de pacienti.

Nu au fost identificate diferente semnificative statistic intre grupul de control si cel al

purtatorilor simptomatici de HLTV-1.

Pacientii cu ATLL au avut niveluri plasmatice semnificativ mai mari decat grupul de

control si purtatorii asimptomatici pentru urmatoarele citokine:

- familia de liganzi si receptori a factorului de necrozd tumorald: APRIL/TNSF13,
BAFF/TNFSF13B, sCD30/TNFRSF8, sTNF-R1, sTNF-R2; in ceea ce priveste
LIGHT/TNFSF14, au fost observate diferente doar intre pacientii cu ATLL si purtatorii

asimptomatici, dar nu si cu grupul de control; au fost observate niveluri plasmatice de
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TWEAK/TNFSF12 mai mari in grupul de control si cel al purtatorilor asimptomatici, in

comparatie cu ATLL

- interferoni: IFN-a2, IFN-B, IFN-y, IL-28 A/IFN-A2 si IL-29/IFN-A1; valorile mediane ale
IFN au fost aproape duble in grupul pacientilor cu forma acutd in comparatie cu forma

limfomatoasa, dar fara semnificatie statistica

- citokine implicate in remodelarea osoasa: osteopontin; pacientii cu ATLL au avut valoarea
mediana a nivelului plasmatic de Osteocalcin semnificativ mai mica in comparatie cu grupul

de control si purtatorii asimptomatici

- interleukine: IL-2, IL-10, IL-11, IL-12 p40, IL-20, IL-22, IL.-26, IL-32; nivelul plasmatic
al interleukinelor a fost mai mare in grupul pacientilor cu forma acutd a ATLL, dar fara

semnificatie statistica

- alte citokine: sCD163, pentraxin-3 si TSLP; nivelul de chitinase 3-like 1 a fost semnificativ
mai mare la pacientii cu ATLL comparativ cu grupul de control, dar nu si cu purtatorii
asimptomatici; desi valorile mediane au fost mai mari la pacientii cu forma acuta a ATLL,

nu au fost identificate diferente semnificative statistic

Stabilirea valorilor prag ale citokinelor la purtatorii asimptomatici fata de

pacientii cu ATLL

Pentru identificarea valorilor prag am realizat in primul rand o analizd univariata
folosind curba ROC pentru a identifica citokinele care au nivel semnificativ diferit in cele

doua grupe de studiu, si anume purtatori asimptomatici si pacienti cu ATLL (Figura 6).

Majoritatea citokinelor analizate au demonstrat o capacitate moderatd de discriminare
intre pacientii cu ATLL si purtdtorii asimptomatici, cu valori de sensibilitate si specificitate
peste 70%. Receptorii solubili pentru TNF-a, IFN- a si A, precum si o serie de interleukine
au inregistrat o performantd ridicata (sensibilitate si specificitate >80%), sugerand un

potential diagnostic relevant (Tabelul 3).
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Tabelul 3. Valorile prag pentru citokinele semnificative statistic la aplicarea curbei ROC

Citokina Valoare cutoff Sensibilitate Specificitate
(pg/ml)

TWEAK/TNFSF-12 NA ! !

APRIL/TNFSF13 159781.278 73.90% 76.90%
BAFF/TNSF13B 10769.54 78.30% 84.60%
LIGHT/TNFSF14 23.33 69.60% 61.50%
sCD30/TNFRSF8 1112.47 87.00% 84.60%
sTNF-R1 593.63 91.30% 84.60%
sTNF-R2 497.72 82.60% 84.60%
IFN- a2 10.69 82.60% 92.30%
IFN-B 33.13 87.00% 69.20%
IFN-y 30.68 78.30% 84.60%
IL-28A/IFN-A2 82.95 82.60% 84.60%
1L-29/IFN-A1 77.29 82.60% 84.60%
MMP-3 14340.03 69.60% 61.50%
Osteocalcin NA ! !

Osteopontin 34428.51 82.60% 76.90%
IL-2 61.17 69.60% 84.60%
IL-10 22.79 87.00% 84.60%
IL-11 14.03 87.00% 84.60%
IL-12 (p40) 310.49 87.00% 92.30%
IL-20 40.92 82.60% 92.30%
1L-22 34.77 87.00% 92.30%
IL-26 1296.14 78.30% 84.60%
1L-32 70.76 78.30% 76.90%
Pentraxin-3 6793.81 82.60% 76.90%
TSLP 35.65 82.60% 92.30%
Chitinase 3-like 1 8788.20 78.30% 76.90%
sCD163 91398.93 65.20% 76.90%
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Discutii

Studiul analizeaza un spectru larg de citokine implicate in inflamatie, apoptoza,
remodelare tisulard si osoasd in relatie cu ATLL. Dintre toate moleculele investigate, doar
sTNFR1, sTNFR2, sCD30, interferonul, osteopontin, IL-2, IL-10 au fost descrise anterior in

contextul ATLL, in timp ce restul sunt prezentate in studiul actual pentru prima data.

Pacientii cu ATLL au prezentat modificari semnificative ale nivelurilor plasmatice de
citokine, mai ales cei cu forma acuta. Acest profil ofera perspective pentru identificarea de

biomarkeri, stratificare prognostica si dezvoltare de terapii tintite.

Pentru a explora interactiunile posibile intre citokinele aparent implicate in patogeneza
ATLL, am realizat o analiza in silico utilizind platforma STRING. In aceastd analizi am

inclus citokinele care au fost puternic asociate cu ATLL in urma analizei curbei ROC.

Reteaua generatd (Figura 7) a evidentiat implicarea semnificativa a citokinelor in
procese esentiale pentru reglare imuna si oncogeneza. IL-12 p40, IL-10, IFN-02, IFN-A2 si
IL-22 sunt citokinele cu cele mai multe legaturi in retea (mai mult de patru fiecare), ceea ce
indicd o importantd superioara celorlalte citokine analizate in reglarea raspunsului imun in

ATLL.

Cele mai semnificative procese biologice identificate sunt ilustrate in Figura 8. Aceste
rezultate sugereaza ca citokinele selectate sunt implicate in activarea caii de semnalizare
JAK-STAT (TSLP, IL-10, IL-12 p40, IL-26) si in reglarea sintezei de citokine
proinflamatorii si imunomodulatoare (TSLP, IL-10, IL-12 p40, IL-26, sCD30, sTNF-R1 si
IFN-a2).
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Concluzii

Romaénia este singura tard din Europa endemicd pentru HTLV-1. Prevalenta la
donatorii de sange este mult mai mare decat in alte tari dezvoltate (20-50 ori mai mare decat
in Franta sau Statele Unite ale Americii). Probabil infectia s-a transmis in anii 1980,
concomitent cu cea a HIV. Aceasta contribuie la prezentarea particulard a pacientilor cu
ATLL din Romania in comparatie cu cei din alte zone endemice, de exemplu Japonia.

Varsta mediand a pacientilor cu ATLL din Roméania este mai mica in comparatie cu
cea a pacientilor din alte regiuni, si anume 48 ani. In ultimii ani, varsta mediana se apropie
de cea raportata in studiile internationale, sugerand o posibild aliniere in viitor cu datele
raportate de studii internationale.

Forma limfomatoasa este mai frecventa, urmata de cea acuta. Pacientii romani sunt
diagnosticati mai frecvent in stadii avansate (III-IV) si cu status de performanta precar,
probabil din cauza lipsei unor strategii de screening.

Supravietuirea pacientilor romani este mai scazuta decat in alte regiuni, probabil din
cauza stadiului avansat la diagnostic, accesului limitat la terapii moderne si ratei de rdspuns
global inferioare.

Patogenia ATLL este inca incomplet elucidata. Analiza profilului citokinic si a
diferentelor fatd de purtatorii asimptomatici poate Tmbogati cunostintele actuale privind
patogeneza ATLL, poate identifica tinte terapeutice noi, si, in definitiv, poate imbunatatii
supravietuirea pacientilor.

Analizand expresia a peste 30 de citokine inflamatorii, a fost observat un nivel
plasmatic mai crescut la pacientii cu ATLL fatd de purtatorii asimptomatici si grupul de
control, in special in forma acuta. Procesele biologice identificate includ activarea caii JAK-

STAT si reglarea raspunsului inflamator, mecanisme-cheie in patogeneza ATLL.
Contributii personale

Am realizat cel mai amplu studiu efectuat pand in prezent in Romania pe pacienti
diagnosticati cu ATLL, incluzand 58 de cazuri cu forme agresive, un lot semnificativ avand

in vedere raritatea acestei boli.
Am descris particularitatile epidemiologice ale pacientilor cu ATLL din Romania:

- Varsta la diagnostic mai mica decat cea raportata 1n studiile internationale
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- O tendinta de crestere a varstei la diagnostic
- Predominanta sexului feminin

Am analizat caracteristicile clinico-biologice si am observat ca pacientii romani se

prezinta la spital in stadii mai avansate:
- Peste 90% dintre pacienti au fost diagnosticati in stadiile III-IV
- 67% au prezentat simptome B la diagnostic
- Peste o treime dintre pacienti au avut status de performanta precar
- Mai mult de jumatate au fost incadrati in grupa de risc Tnalt, conform JCOG-PI

Am expus tratamentul urmat de pacientii descrisi, precum si rezultatele obtinute. Am
observat un raspuns suboptim la tratamentul de prima linie disponibil, inferior fatd de
rezultatele din studii internationale si o adresabilitate scazutd pentru allo-TCSH, cu doar

patru pacienti transplantati.

Analizand parametrii clinico-biologici in relatie cu supravietuirea, in particular cu
decesul sub 6 luni, am realizat un scor prognostic ce incadreaza pacientii in doud grupe de
risc — nalt si scazut. Scorul este simplu, contine date clinice si analize de laborator uzuale,

disponibile pe scara larga.

Am investigat rolul mediatorilor inflamatori in patogenia ATLL, prin dozarea
nivelului plasmatic a 37 de citokine la trei categorii de subiecti: pacienti cu ATLL forma
acutd sau limfomatoasa, purtatori asimptomatici de HTLV-1 si persoane sanatoase (grup de

control).

Am evidentiat existenta unor diferente semnificative in profilul citokinic ntre
pacientii cu ATLL si purtdtorii asimptomatici, respectiv grupul de control, cresteri marcate
ale citokinelor studiate Tn forma acutd de boala si am identificat niveluri prag cu sensibilitate

st specificitate inalte pentru diagnosticul ATLL.

Contributiile prezentate oferd o perspectiva noud asupra ATLL in Roménia si
constituie o bazd solida pentru imbunatdtirea strategiilor de diagnostic, prognostic si

tratament.
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