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T lymphocyte subsets studied in a patient
with two associated hematologic neoplasias —
chronic lymphocytic leukemia B and chronic
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asociate — leucemie limfocitard cronica B si leucemie mieloida cronicd

Georgiana ENE?, Ana Maria VLADAREANU?, Horia BUMBEA?Z, lon DUMITRU?

Clinica de Hematologie, Spitalul Universitar de Urgenta, Bucuresti, Romania
2Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila“, Bucuresti, Romania

_— ABSTRACT .

Quantification of various cellular subpopulations facilitates the monitoring of hematological diseases,
including chronic lymphocytic leukemia. Variations in the proportions of regulatory T cells in peripheral
blood have been described in patients with immune changes such as allergies, autoimmune diseases and
haematological diseases such as chronic lymphocytic leukemia. In this article, the T lymphocyte subsets have
been studied using flow cytometry in a patient with two associated hematologic neoplasms. The simultane-
ous presence of two chronic hematopathies has been confirmed: chronic lymphocytic leukemia (CLL-B) and
chronic myeloid leukemia (CML). Chronic lymphocytic leukemia is a frequent malignant hematopathy, a
monoclonal expansion of B lymphocytes, while chronic myeloid leukemia is a rare subtype of chronic mye-
loid leukemia, and the association of the two subtypes is rarely reported in the literature. The following de-
scribes the case of a patient diagnosed with chronic lymphocytic leukemia B (LLC-B) who developed during
the course of the disease, most likely secondary to the chemotherapy the second hematological neoplasia —

chronic myeloid leukemia.
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_ REZUMAT N

Cuantificarea diverselor subpopulatii celulare faciliteazd monitorizarea boliilor hematologice, inclusiv a
leucemiei limfocitare cronice. Variatii ale proportiilor celulelor T reglatoare din sdngele periferic au fost de-
scrise la pacienti cu modificdri imune precum alergii, boli autoimune si boli hematologice precum leucemia
limfocitard cronicd. In aceastd lucrare au fost studiate cu ajutorul citometriei in flux, subseturile limfocitare
T la un pacient cu doud neoplazii hematologice asociate. S-a confirmat prezenta simultand a doud hemato-
patii cronice: leucemie limfocitard cronicd (LLC-B) si leucemie mieloidd cronicd (LMC).

Leucemia limfocitard cronicd este o hematopatie malignd frecventd, o expansiune monoclonald a limfoci-
telor B, pe cind leucemia mieloidd cronicd este un subtip rar de leucemie cronicd de linie mieloide, iar asoci-
erea celor doud subtipuri este rar raportatd in literatura de specialitate. In cele ce urmeazd este descris cazul
unui pacient diagnosticat cu leucemie limfocitard cronicd B (LLC-B) care a dezvoltat pe parcursul evolutiei
bolii, cel mai probabil secundar tratamentului chimioterapic cea de-a doua neoplazie hematologicd — leuce-
mie mieloidd cronicd.
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INTRODUCERE

Prezenta concomitenta a doua clone care re-
prezintd si 2 linii celulare diferite (linia limfoida si
mieloida) si anume leucemia limfocitara cronica si
leucemia mieloida cronica-faza cronica cel mai
probabil secundara chimioterapiei, la acelasi paci-
ent este extrem de rar ntalnita [1]. Leucemia lim-
focitara cronica cu celuld B (LLC-B) este constituita
dintr-o populatie clonala de celule B CD19+ CD5+,
care se gasesc Tnprimul rand insangele periferic, si
este una dintre cele mai frecvente afectiuni hema-
tologice irtalnite la adultii din Occident, cu o
incidentd estimata la aproximativ 4,5 cazuri noi la
100.000 de persoane anual [2], varsta mediana la
momentul stabilirii diagnosticului fiind considera-
ta n prezent de 72 ani, aproximativ 10% dintre
pacientii cu LLC au sub 55 ani. Riscul aparitiei LLC
creste progresiv cu varsta, este de 2 ori mai mare
la barbati decat la femei, iar membrii familiei
pacientilor cu LLC mostenesc un risc genetic de 6
pana la 9 ori mai mare [3].

Boala prezinta o evolutie clinica heterogena,
unii pacienti au o evolutie a bolii indolenta, fara a
necesita tratament pe cand la altii boala debutea-
diat sau frir-un viitor apropiat. Pacientii cu LLC pot
avea transformari ale boliin limfom non-Hodgkin,
limfom Hodgkin sau leucemie prolimfocitara sau
pot dezvolta secundar un al doilea neoplasm solid,
cu toate acestea dezvoltarea leucemiei mieloide
cronice asociate terapiei este o situatie neobis-
nuita.

PREZENTAREA CAZULUI

Pacient n varsta de 61 ani, sex masculin, me-
diul urban, cu multipla patologie cardiaca asociata
(ICC clasa lI-Ill NYHA, fibrilatie atrila cu AV rapida,
HTAP secundara moderata, cardiomiopatie dilata-
tiva, TVNS recurente), este diagnosticat n martie
2011 cu leucemie limfocitara cronica stadiul | —
forma hiperleucocitara, conform clasificarii Rai,
respectiv stadiul A conform clasificarii Binet, cu
semne B de boala (scadere ponderala si transpiratii
nocturne). La debut, mutatia TP53 a fost efectua-
t3, fiind negativa.

La momentul respectiv, s-a decis initierea tra-
tamentului chimioterapic, tip FC (fludarabina si ci-
clofosfamida), pacientul efectudnd o singura
aplicatie tip FC, ulterior refuzand continuarea tra-
tamentului din cauza efectelor adverse. Pacientul
este pierdut din evidenta pana fhanul 2013, cand
se prezinta cu progresie de boal3, se reinitiaza tra-
tament chimioterapic tip R-FC. Pacientul tolereaza
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cu greu primele 2 aplicatii, refuza continuarea trata-
mentului, nu se mai prezinta la controalele periodi-
ce urmatoare, optand pentru medicina alternativa.

Tn perioada noiembrie 2018 — ianuarie 2019,
prezinta spitalizari repetate in cadrul spitalului de
boli infectioase cu sindrom febril persistent, unde
este diagnosticat cu pneumonie. Tn luna februarie
2019, se prezinta n cadrul sectiei de hematologie
cu progresie de boala, de la stadiul | Rai la stadiul
Il Rai, cu stare generald mediocra, prezentand cli-
nic adenopatii superficial palpabile axilar bilateral
cu diametru 2-3 cm, splenomegalie tumorala (CT
diametru antero-posterior 19,5 cm, iar cel cranio-
caudal 24cm). Hemoleucograma a relevat leucoci-
toza cu limfocitoza (L = 267.000/mmc, Limf =99%),
anemie moderata (Hb = 9 g/dl), trombocitoza (Tr =
813.000/mmc). Pe frotiul de sange periferic se de-
celeaza formuld desfasurata cu bazofile si eozinofi-
le care ridica suspiciunea de sindrom mieloprolife-
rativ cronic. in urma investigatiilor efectuate
(examen molecular BCR-ABL calitativ, examen ci-
togenetic (fig. 1), biopsie osteomedulara), se con-
firma o a doua neoplazie hematologica — leucemia
mieloida cronica — faza cronica.

Din martie 2019, se initiaza tratament chimio-
terapic conform protocolului Obinutuzumab-
Leukeran pentru leucemia limfocitara cronica.
Avand n vedere patologia cardiaca a pacientului,
se decide temporizarea tratamentului cu inhibitor
de tirozinkinaza (TKI) pentru leucemia mieloida
cronica.

FIGURA 1. Cariotipul obtinut la examenul citogenetic

NIVELUL CELULELOR T REGULATORII

Analiza citometrica de flux a fenotipurilor lim-
focitelor din sangele periferic s-a dovedit un in-
strument extrem de util Tn gestionarea unei game



largi de neoplazii hematologice, inclusiv leucemia
limfocitara cronica. La acest pacient s-a folosit ci-
tometrie de flux multiparametric cantitativ si s-au
determinat nivelurile absolute si proportionale ale
unei serii de fenotipuri, care au inclus celulele Treg
CD3+/CD4+/CD25+ activate, FoxP3+, Helios+, ce-
lule CD45RA+ si subseturile T din sangele periferic.

Nivelurile celulelor Treg au fost analizate Thain-
te de initierea tratamentului chimioterapic tip
Obinutuzumab+Leukeran si dupa administrarea a
3 cicluri de tratament. inainte de initierea trata-
mentului, in martie 2019, s-au observat niveluri
crescute ale celulelor T activate CD3+/CD4+/
CD25+ si niveluri scazute ale celulelor T naive hel-
per CD45RA+ fata de nivelurile de referinta din li-
teratura de specialitate pentru o gama larga de
fenotipuri ale limfocitelor din sangele periferic
aplicabile populatiei adulte sanatoase [4]. Aceste
expresii au fost analizate si dupa 3 cicluri de chimi-
oterapie in iunie 2019, cand s-a observat scaderea
valorilor (tabel 1).

Tn urma acestei comparatii, s-a putut observa o
asociere dintre frecventele celulelor Treg CD4 si
raspunsul pacientului la terapie. La 3 luni de trata-
ment, numarul total de celule T CD4 prezente in
sangele periferic au fost semnificativ mai mic,
acest fapt pare sa se coreleze cu raspunsul pacien-
tului la tratament.

TABELUL 1. Numdrul total de celule T CD4 prezente in
sdngele periferic

Celule T reg CD3+ CD4+ % | Martie 2019 | lunie 2019
CD25+ % 7% 3,4%
FoxP3+ % 5,9% 0,5%
Helios+ % 3,5% 0,4%

Naive helper — CD45RA+ % | 3,5% 2,4%
Efector memory —CD39+ % |5,3% 1,3%

Functia celulelor T reglatoare, care exprima
Foxp3 si CD25 +, este de a suprima activarea, pro-
liferarea si functiile celulelor efectoare ale siste-
mului imunitar. Tmpreund cu CD4 si CD25, expresia
factorului de transcriptie FoxP3 este considerata
semnul distinctiv al celulelor T reglatoare umane
(CD3+, CD4+, CD25+, FoxP3+).[5] Helios, un factor
de transcriptie al familiei lkaros, a fost descris ca
un marker care identifica timusul — nTreg derivate
—, spre deosebire de Treg-urile induse Tn tesuturile
periferice (iTregs). in plus, Helios actioneazé ca un
potentiator al functiei de reglementare [6].

Expresia de suprafatd a ectoenzimei CD39
exercitd o functie de suprimare prin activitatea sa
ATP si este restrictionata la o subpopulatie ca Treg
efector / memorie [7]. Expresia de suprafatd
CDA45RA indica o subpopulatie naiva sau neinitiata
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de Tregs [8]. CD27 este exprimat de celule T naive
cu rol activator, care pierd expresia CD27 atunci
cand devin efectoare. Acest marker imparte clar
populatia de memorie in doua grupuri si subliniaza
diferitele profiluri functionale ale populatiilor de
memorie CD27 + si CD27-, in ceea ce priveste ex-
primarea capacitatii de a raspunde la antigen [9].

n luna august au fost analizate si subseturile
limfocitare T la acest pacient, care au relevat, nive-
luri crescute ale expresiei celulei T helper CD4+ si
niveluri scazute ale celulelor T supresor CD8+, in
comparatie cu valorile de referinta din literatura,
de exemplu Bisset si colab. [4] (tabel 2).

TABELUL 2. Valori de referintd subseturi limfocitare [4]

Subseturi limfocitare Valori | Valori de referinta
pacient pacient | (Bisset si colab.)
Helper CD4+ 74% 47,.95%
(32,53-62,88)
Supresor CD8+ 23% 23,20%
(11,55-38,60)
T naive CD197/CCR7 58,33%

Ag specific efectoare CD27 |21,2%
neg si CD28 poz
Central memory CD45RA- | 1,8%

CCR7+

Efectoare memory 70,7%
CD45RA-CCR7-

Efectoare CD57+ 58,3%

Inhibitoare CD279/PD-1+ |4%

MATERIALE $1 METODE

Pentru testare s-a folosit sange periferic recol-
tat pe EDTA, cu depozitare la temperatura came-
rei. Pentru marcare s-au folosit kiturile BC Dura-
Clone.BCDuraCloneIMTcell subsets: CD45RA-FITC
(clone 2H4), CD197-PE (clone G043H7), CD28-ECD
(cloneCD28.2), CD279-PECy5.5 (clone PD1.35),
CD27-PECy7 (clone 1A4.CD27), CD4-APC (clone
13B8.2), CD8-AF700 (clone UCHT-1), CD57-PacB
(clone NC1), CD45-KrO (clone J33) cu protocol
Lyse-Wash cu BD FACS Lyse. Si BC DuraClone IM
Treg: CD45RA-FITC (clone 2H4LDH11LDB9 (2H4)),
CD25-PE (clone B1.49.9), CD39-PECy5.5 (clone
BA54), CD4-PECy7 (clone SFCI12T4D11 (T4)),
FoxP3-AF647 (clone UCHT-1), Helios-PacB (clone
Helios peptide (aa51-107)), CD45-KrO (clone J33),
prelucrat cu kitul PerFix-nc pentru permeabilizare
FoxP3. Citirea probelor a fost realizata pe instru-
mentul BC Gallios Tn urma stabilirii voltajelor opti-
me folosind protocolul Harmonemia si bile de cali-
brare Spherotech Rainbow Calibration Particles (8
Peaks) 3,41 um. Pentru fiecare tub s-a realizat citi-
rea a minim 100.000 evenimente.
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REZULTATE

Tn urma citirii achizitiilor, in prealabil s-a proce-
dat la indepartarea dubletilor si resturilor celulare
prin folosirea de porti tip FSC-A/FSC-H pentru ex-
cludere dubleti, si FSC-A/SSC-A pentru excludere
resturi celulare, iar selectarea limfocitelor s-a rea-
lizat Tn functie de SSC-low CD45high, din care s-a
selectat populatia CD3+, CD4+ (limfocite T helper)

(fig. 2).

FIGURA 2. indepdrtare dubleti si debriuri, selectie
limfocite T CD4

Pentru tubul BC DuraClone IM subseturile lim-
focitare T s-au subimpartit in celule centrale de
memorie si/sau naive Tn functie de expresia
CD197/CD45RA si subtipul CD27 (fig. 3).

FIGURA 3. Selectie a principalelor subpopulatii CD4

Pentru tubul BC DuraClone IM Treg s-au selec-
tat fractiunea CD4+, CD25 bright (Th activate) si in
mod special subfractiunea FoxP3, cat si limfocite T
CD4+ CD39+ (efectoare de memorie) (fig. 4).



FIGURA 4. Selectie subpopulatii limfocite T helper

DISCUTII

Cazurile in care leucemia limfocitara cronica
coexista cu leucemia mieloida cronica sunt rarisi-
me. Cea de-a doua neoplazie poate sa apara in
evolutia LLC numai in cazuri rare si pare sa fie lega-
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ta de terapie pe fondul imunosupresiei prelungite.
in cazul nostru am considerat cd prezenta clonei
de LMC este secundara chimioterapiei, cu analogi
nucleozidici (Fludarabina) si cu agenti de alchilare
(Endoxan). n literatura de specialitate probabilita-
tea dezvoltarii clonei de LMC este scazuta daca pa-
cientul este tratat doar cu monoterapie, adica
doar cu agenti alchilanti sau analogi nucleozidici,
insa riscul creste daca ambii se administreaza la
acelasi pacient, asa cum s-a intamplat si-n cazul
nostru. Prognosticul la acest tip de cazuri este re-
zervat, cu raspuns minim la tratament, toxicitate
hematologica crescuta si durata de supravietuire
scazuta, la care se adauga toxicitatea cardiaca.

Tn ceea ce priveste subseturile limfocitare T, am
putea face observatia ca celulele T de reglementa-
re au rol in supresia imunitatii, iar chimioterapia
potenteaza rolul lor imunosupresor, acest lucru
corelandu-se cu raspunsul terapeutic al pacientu-
lui. Spre exemplu raspunsul hematologic si clinic
obtinut de pacient dupa 3 cicluri de chimioterapie
(scaderea cu 50% a leucocitozei si limfocitozei, di-
minuarea adenopatiilor periferice, ameliorarea
semnelor B de boal3) se poate corela in mod direct
cu modificarea micromediului sistemului imun T
(diminuarea cantitativa/raport celule T CD4 hel-
per, naive si efector). insd la acest pacient trebuie
luat Tn calcul si ce-a de-a doua neoplazie pentru
care nu s-a initiat tratament specific si care poate
influenta variatiile procentuale ale subseturilor
limfocitare T, in acest sens dovada fiind subseturile
T (tabelul 2), care prezinta valori crescute ale celu-
lelor Th CD4+ si valori usor scazute ale celulelor T
supresor CD8+, dupa 3 cicluri de chimioterapie.

De asemenea, de mentionat este ca pacientul a
fost testat pentru mutatia TP53 si la diagnostic si
fnainte de reinitierea tratamentului Obinutuzu-
mab-Leukeran care a fost negativa, iar testarea
PCR- hipermutatie somatica in regiunea IGHV a
prezentat status IGHV mutant care este caracteri-
zat de un prognostic favorabil.

CONCLuUzII

Intervalele obtinute pentru subseturile de lim-
focite T CD3+, respectiv subseturile CD4+, la
populatiile LLC ar putea permite o monitorizare
fmbunatatita, precum si o strategie terapeutica
optimizata pentru pacientii cu LLC, cu diminuarea
toxicitatii hematologice. Identificarea markerilor
care caracterizeaza subpopulatiile celulare cheie
ar putea permite o intelegere mai cuprinzatoare a
cursului natural al raspunsului sistemului imun
fata de imunopatogeneza LLC.
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