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Sistemul Imun

* Caracteristica principala a sistemului imun:
capacitatea de a face diferentierea intre self si
nonself.

e Apararea impotriva infectiilor (bacteriene, virale sau
parazitare)

* Rol decisiv in biologia transplantului (rejet)
e Supraveghere imuna antitumorala
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Organele limfoide

* Centrale (primare):
»maduva osoasa
> timusul

* Periferice (secundare):
» Ganglionii limfatici
»Splina
» Tesutul limfoid asociat mucoaselor
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Sistemul imun
dobandit

nespecific specific
Componenta  Neutrofile, eozinofile, Limfocite Bsi T
celulara bazofile, mastocite,

macrofage, celule
dendritice, celule NK

Componenta Lizozim, sistemul anticorpi
umorala complement, proteina C

reactiva, interferoni,

citokine
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Imunitatea innascuta

* Functia principala a celulelor sistemului imun innascut (macrofage, celule
dendritice) este de a captura antigenul, de a-l procesa si de a-l prezenta
limfocitelor T in contextul moleculelor complexului major de
histocompatibilitate (CMH) —> legatura intre imunitatea innascuta si
imunitatea dobandita.

— Celulele dendritice amorseaza celulele T naive in vederea unui raspuns

imun

— Macrofagele amplifica raspunsul imun al LT naive amorsate

* Celulele NK = rol major in apararea antivirala si antitumorala
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Macrofagele (Mcf)

* Deriva din monocitele circulante si se regasesc in diverse tesuturi: ganglioni,
splina, ficat, plaman, peritoneu, creier)

* Nu au receptori antigen-specifici dar au receptori pentru IgGFc = participa la
citotoxicitatea celulara dependenta de anticorpi (ADCC)

* Exprima pe suprafata molecule ale CMH de clasa | si clasa a ll-a = reglate de
IFN-y

— Antigenele prezentate in asociere cu CMH cls | sunt recunoscute de LT
CD8+ (citotoxice)

— Antigenele prezentate in asociere cu CMH cls Il sunt recunoscute de LT
CD4+ (helper)
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Celulele dendritice (CD)

* Descoperite in 1973, deriva din celulele stem (CS) hematopoietice din maduva
0soasa

* Au durata de viata lunga si, intr-o forma imatura, se gasesc in multe tesuturi unde
recunosc si ingera diverse antigene.

— Timus: celule interdigitate
— Piele: celule Langherhans
— Ficat: celule Kupffer

* Dupa ingestia antigenului incepe o etapa de diferentiere si maturare care are ca
rezultat cresterea expresiei unor molecule de suprafata (CMH cls I, CD40, CD80,
CD86) si secretia unor citokine (IL-12, IL-10, TNF-a)

* CD in concert cu diferite citokine induc diferentierea LT CD4+ naive in celule Th1l,
Th2, Thl7 si Treg



'sl IFN-,  Imunitate mediata

/ -2 celular
IL-12
L4 Imunitate mediata
umoral;
alergii
421
IL-23 IL-17
. G-05F  Inflamatie si
| ,-/”T PHEIL-2 IL-21 autoimunitate
IL-22
TNF«a

IL-10 Supresia inflamatiei
TGF-) si autoimunitatii

Rolul CD in diferentierea LT CD4+ naive
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Celulele NK

* Sunt limfocite mari granulare, fara markeri specifici de celule B sau T, dar care prezinta
markerii CD56, CD57, CD16.

e Se dezvolta in MO din celulele hematopoietice in prezenta IL-15.
* Prezinta pe suprafata receptori inhibitori si stimulatori

* Distrug direct celulele infectate viral sau cu alti patogeni intracelulari si celulele care
pierd expresia CMH, fara a avea nevoie de ajutorul LTh.

e Celulele NKT sunt un subset de limfocite similare dpdv. fenotipic si functional cu
celulele NK clasice dar ele deriva din timus si exprima un receptor TCRo/p dar cu un
repertoriu restrans si care nu interactioneaza cu peptidele antigenice asociate cu CMH
de cls I sau ll.

* Produc citokine specifice si Thl si Th2

* Au rol patogenic in unele boli mediate imun: boli autoimune, alergice, boli inflamatorii
intestinale, cutanate si in ateroscleroza.



IL-15
Precursor

IL-15 IL-15

Exprima numai
receptori
inhibitori

Citotoxicitate
naturala

Exprima
receptori
inhibitori si
stimulatori

ADCC
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IL-12
TNFa
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Dezvoltarea celulelor NK
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Complementul

e Este un sistem format din aprox. 30 de proteine plasmatice sau aflate la suprafata
celulelor care interactioneaza cu patogenii facilitand distrugerea acestora.

* Proteinele complementului sunt efectori ai Rl innascut dar si ai RIU.
* 3 cai de activare:

— Calea clasica — declansata de complexele antigen-anticorp formate la suprafata
patogenului

— Calea MBL (mannan-binding lectin) — o proteina serica ce se leaga la suprafata
unor bacterii incapsulate.

— Calea alternativa — declansata de anumite componente (LPZ) ale peretelui
bacterian.

* Generarea C3 convertazei reprezinta punctul comun al celor 3 cai de activare = C3b
opsonizeaza bacteriile facilitatnd fagocitoza

* Consecinta activarii cascadei complementului este generarea complexului de atac al
membranei



Complementul este un sistem de proteine plasmatice care
interactioneaza cu patogenii facilitand distructia acestora

Calea clasica

Calea MBL

Complexe antigen-
anticorp

Lectina se leaga la
suprafata patogenului

Calea alternativa

Suprafata
patogenului

A 4

Activarea complemetului

l

Recrutarea celulelor
inflamatorii

\ 4

Opsonizarea
patogenilor

l

Distrugerea
patogenilor
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Imunitatea dobandita
* Se dezvolta dupa expunerea la un antigen
* Este mediata de limfocitele T si B

Ontogeneza limfocitelor T

e Celulele T deriva dintr-un progenitor limfoid comun (T si B) din maduva
0soasa care migreaza in timus unde, prin interactiunea cu celulele stromale
timice si cu celulele dendritice si sub influenta factorilor de crestere timici, isi
continua procesul de diferentiere si maturare care are ca rezultat final

expresia receptorului pentru antigen al celulei T (TCR)

* Selectie pozitiva si negativa



Bone marow
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Dezvoltarea limfocitelor T in timus
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Activarea limfocitelor T

* Necesita 2 semnale:
» Legarea receptorului TCR de antigenul specific

» Interactiunea dintre moleculele costimulatoare (CD28 pe LT si CD80/86 pe
APC)

* In absenta semnalului costimulator, LT raman anergice

 Dupa expunerea la antigen, LT naive sufera o expansiune clonala
antigen-specifica

* Dupa indepartarea antigenului, cele mai multe LT intra in apoptoza si
ramane doar un numar mic de celule T cu memorie care se distribuie la
nivelul ganglionilor (LT cu memorie centrale) sau in arii extralimfoide —
ficat, plaman (LT cu memorie efectorii)



LT cu memorie LT cu memorie
centrale efectorii

Antigen
— {'
l Celule efectorii
L S N
A

Activare Expansiune Activare Celule cu memorie

Apoptoza

Activarea si diferentierea LT in celule efectorii si
subseturi de celule cu memorie
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Ontogeneza limfocitelor B

e Limfocitele B deriva dintr-un progenitor limfoid comun (T si B) si se
dezvolta in maduva osoasa unde interactioneaza cu celulele stromale si
factorii de crestere produsi de acestea.

e Pe parcursul diferentierii, in stadiile de celula pro-B si pre-B, are loc
procesul de rearanjament al genelor lanturilor de imunoglobuline cu
ajutorul enzimelor RAG-1 si RAG-2 (Recombination-activating gene).

 Dupa recombinarea genelor lantului greu se formeaza receptorul pre-
B. Semnalele transmise prin acesta induc proliferarea celulei si
recombinarea genei lantului usor avand ca urmare diferentierea din
stadiul pre-B in stadiul de limfocit B imatur.
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ompeten®

Ontogeneza limfocitelor B

* Dupa combinarea lanturilor grele cu cele usoare, celulele B
exprima pe suprafata IgM si IgD cu aceeasi specificitate
antigenica, si devin celule B mature naive. Pana in acest
stadiu diferentierea limfocitelor B este este antigen
independenta si de desfasoara in maduva osoasa.

* Functia IgD membranar nu este complet cunoscuta, dar se
pare ca reprezinta un semnal inhibitor pentru limfocitele B
autoreactive.

* Diferentierea ulterioara a LB are loc in organele limfoide
periferice si este antigen dependenta.



HSC CLP  Pro-B(E) Pro-B{L) Pro-B(L) Pro-B(S) Immature B Mature B

Ol 4 s a d d d

Goamine  Germline D-J v-DJ voJ vDJ vDJ vDJ
Germine Gemlne  Gemnline Germmiling  Germine Ve Vi vJ
Absen! Absent Absent Absent chain Intracefiular  Surface IgM fa

anactpt i cnain proten oD

< Bone marrow »  4—Peiphert —P
None None None None None None Negative selection Activation

receptor editing  Proliferation

differentation
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Dezvoltarea celulelor B
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Ig

Anatomical
site

Response
to antigen

RAG
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Activarea limfocitelor B

* Semnalele de activare pentru LB sunt similare acelora pentru LT.

* Activarea este initiata de legarea antigenului la receptorul pentru antigen al LB
(BCR-B cell receptor). Alte molecule care transmit semnale sunt CD19, CD81,
CD21 care se asociaza cu BCR sub forma unui complex.

* CD21 este receptor pentru C3d, care se leaga la patogeni microbieni - CD21
joaca un rol important in cresterea productiei de anticorpi fata de patogeni
care activeaza complementul.

e CD22 are un efect inhibitor al activarii LB.

* Antigenele multivalente, cu epitopi identici repetitivi, pot activa direct LB.
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Activarea limfocitelor B

e Ca urmare a stimularii antigenice apar doua evenimente
In LB:

»Comutarea izotipica (isotype/class switching) spre alta clasa
de lg (G, A sau E).

»Hipermutatia somatica

 Comutarea izotipica apare numai in celulele B IgM+IgD+
stimulate antigenic si nu modifica specificitatea
antigenica.

T 7h |
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Functiile efectorii ale anticorpilor

1)

2)

3)

4)

Neutralizarea antigenului — depinde numai de capatul
Fab, deci este independenta de izotipul anticorpilor

Activarea complementului pe calea clasica — depinde
de izotip: IgM, 1gG1, 1gG2, IgG3

Opsonizare — este izotip dependenta deoarece capatul
Fc interactioneaza cu receptori specifici de pe celulele
fagocitare (IgG1, 1gG3)

ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)



T 7h |
POCU -f‘/

"k A N - Instrumense Syucturak
INIUNEA =UROFEANA
NIUNEA U EA 2 RC

Proiect cofinantat din FONDUL SOCIAL EUROPEAN prin Programul Operational Capital Unsan 20142020 Axa pricritard 4 Incluziunea socialll % combaterea sificici - Obiectiv specific: 4.8 - ImbunZtiTrea nivelului de competen®
al profesioni Miloe din sectorul medical
Titha prosectulus: Formarea PROfestonala a personalubui medical in GENetica medicala- PROGEN - SMIS 107623
Contract POCU: 91/4'8/107623/08.12.2017
INSTITUTUL CLINIC FUNDENI

Citokine si subseturi de celule T

Celulele T helper (Th) se clasifica pe baza profilului citokinelor pe care le produc
si a functiilor efectorii.

Th1 - produc IFN-y, IL-2 si TNF-a

» rol important in raspunsul imun indreptat impotriva patogenilor intracelulari
(Mycobacteria, Trypanosoma, Leishmania)

» Activeaza functiile microbicidale ale macrofagelor si inhiba functia celulelor Th2

Th2

» Rol in combaterea patogenilor extracelulari, inclusiv paraziti (helminti), nu fungi

Thi7

» Induc inflamatie tisulara, posibil cu rol in apararea antifungica

Treg — regleaza functiile celulelor efectoare
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IFN-y

e Este un interferon de tip 1 produs de mai multe tipuri de celule ce apartin atat
Rl innascut cat si Rl dobandit (limfocite T CD4+ si CD8+, celule NK, macrofage,
celule dendritice).

* Celulele NK si celulele dendritice sunt primele care secreta IFN-y si sub
actiunea acestuia, celulele T CD4+ naive se diferentiaza catre linia Th1l.

e Celulele T CD4+ poseda receptori pentru interferon si astfel, acesta exercita un
efect autocrin asupra celulelor Th, intensificand raspunsul Th1.

* Dupa legarea de receptorii specifici, IFN-y induce activarea unor tirozinkinaze
(JAK1 si JAK2) care induc fosforilarea unui transcriptor nuclear, STAT-1.

* Defectele genetice ale oricarui component de pe calea de actiune a IFN vor
compromite Rl fata de patogeni intracelulari.
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IL-12

* Este produsa in principal de catre macrofage, monocite si celule dendritice ca
urmare a expunerii la stimuli microbieni, cum ar fi lipopolizaharidele (LPZ).

* Stimularea macrofagelor si celulelor dendritice (APC) via CD40, induce de
asemenea sinteza de IL-12.

* Limfocitele T naive nu exprima receptori pentru I[L-12, deci sunt
neresponsive.

* Dupa activare, limfocitele T CD4+ exprima un numar crescut de receptori de
IL-12.

e Se pare ca IL-12 este factorul care induce diferentierea limfocitelor catre linia
Th1, care sunt foarte sensibile la stimularea IL-12 spre deosebire de LTh2 sau
LTh17.

* Deficiente genetice ale receptorului IL-12 determina o alterare a raspunsului
Th1 - alaturi de IFN-y, IL-12 este esentiala pentru inducerea fenotipului Th1.
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IL-18

» Citokina proinflamatorie produsa de macrofagele si celulele dendritice activate.
* Potenteaza diferentierea catre LTh1
* Actioneaza sinergic cu IL-12 pentru a intensifica productia de IFN-y de catre LTh1 mature.

* LT naive nu exprima receptori pentru IL-18 dar LTh1 efectorii exprima un numar crescut
de receptori IL-18 (dar si IL-12) chiar in conditii de repaus.

* Semnalizarea prin intermediul IL-12 este necesara pentru inductia expresiei IL-18R.

* Desi actioneaza pe cai de semnalizare independente, diferite, I1L-12 si IL-18 rezulatul
actiunii este sinergic si determina o crestere a raspunsului imun de tip Thl.

» Deficiente genetice ale receptorului IL-18 determina o alterare a raspunsului Thl

* Nivele crescute de IL-18 au fost observate la pacienti cu artrita reumatoida si boala
Crohn, la care s-au gasit un numar crescut de celule Thl in tesutul inflamat.
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Limfocitele Thl si autoimunitatea

* Celulele Thl se asociaza cu multiple boli autoimune: scleroza multipla, LES,
artrita reumatoida, DZ tip I, boli inflamatorii intestinale, etc.

* Pentru dezvoltarea inflamatiei autoimune organ-specifice este nevoie de o
colaborare complexa cu Th17.

* Nu este clar daca aceste celule singure pot induce autoimunitate si
inflamatie. Se presupune ca celulele Th17 initiaza autoimunitatea, in timp
ce celulele Thl, prin intermediul IFN-y, au rol crucial in propagarea
inflamatiei tisulare

* Celulele Thl si IFN-y joaca rolul dominant in inflamatia intestinului.
Neutralizarea IFN-y sau IL-12 prin injectare de atc. anti- IFN-y sau anti-IL-12
la gazda inhiba inflamatia intestinala.
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Factorii de transcriptie specifici Thl

* 4 K

 Situsuri de legare pentru mai multi factori de transcriptie (ATF-2, AP-1, YY1, STAT)
au fost identificate In regiunea promoter sau la nivelul intronilor genei IFN, dar
niciunul dintre acesti factori nu este direct responsabil de expresia tisulara a IFN-y.

* Factorul T-bet induce specific secretia de IFN-y de catre celulele T CD4+ naive.

* T-bet este exprimat in organele limfoide, in special in splina, timus si ganglionii
limfatici.

* Prezenta IFN-y este esentiala pentru inducerea expresiei acestui factor de
transcriptie in limfocitele T CD4+, si acesta provine initial din activarea celulelor NK,
macrofagelor si celulelor dendritice.

* Mai departe, T-bet induce expresia IL-12R pe celulele T si astfel se initiaza si apoi se
mentine diferentierea catre Thl.

* T-bet regleaza in sens negativ raspunsul Th2 si Th17.
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Diferentierea celulelor Th2 — citokine specifice

Celulele Th2 produc in principal 1l-4, IL-5, IL-13, IL-25 si joaca un
rol important in reactiile alergice si in infectiile parazitare.

Activarea LT CD4+ naive, via TCR, in prezenta IL-4, induce
diferentierea catre LTh2 (LT naive exprima receptori pentru IL-4)

e Sursa primara, initiala, de IL-4 nu este foarte clara: probabil celule
NK, mastocite, bazofile, eozinofile.

Mastocitele si bazofilele produc IL-4 numai dupa activarea lor in
urma legarii IgE.

In afara de semnalul IL-4, background-ul genetic al individului
determina predominanta fenotipului Th2.
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Factorii de transcriptie specifici Th2
* STAT-6 este primul factor de transcriptie activat ca raspuns la IL-4.

* Legarea IL-4 la receptorul specific activeaza JAK1 si JAK3 si induce fosforilarea unor reziduuri
specifice de tirozina din portiunea citoplasmatica a IL-4R ceea ce determina mai departe
fosforilarea lui STAT-6.

* In aceasta forma fosforilata, STAT-6 se leaga la ADN-ul genomic si initiaza transcriptia genelor
implicate in diferentierea celulelor T.

e Mutatii la nivelul IL-4R se asociaza cu defecte in fosforilarea STAT-6.

e Subsecvent, STAT-6 creste expresia unui alt factor de transcriptie, GATA-3, un factor major
pentru diferentierea Th2.

* De asemenea, activarea celulelor T naive dependenta de TCR, induce direct expresia GATA-3,
independent de STAT-6.

» Supraexpresia GATA-3 induce activarea genelor si sinteza de IL-4, IL-5 si IL-13, citokine specifice
raspunsului Th2.

* Deletia GATA-3 in LT CD4+, determina orientarea acestora catre subtipul Thl chiar in absenta
citokinelor specifice inductoare Th1, IL-12 si IFN-y.
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Raspunsul Th2 si inflamatia alergica

 LTh2 sunt esentiale in apararea imuna fata de patogeni extracelulari dar un
raspuns Th2 exagerat determina atopii si reactii alergice.

* Desi, in mod normal, la nivelul plamanului celulele T CD4+ sunt in numar mic,
in astm, numarul lor creste foarte mult si cea mai mare parte a acestor celule
sunt de tip Th2.

* Studiile arata ca celulele Th1 au un rol protectiv in astm, prezenta lor in plaman
determina reducerea severitatii bolii si inflamatia mediata Th2.

* Date recente sugereaza ca si celulele Thl7 pot induce inflamatie alergica.
Sensibilizarea cutanata cu antigene induce generarea de celule Th17 si infiltrat
neutrofilic in plaman care poate fi indepartat prin tratament anti-IL-17.
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Diferentierea celulelor Th17 — citokine specifice

* LTh17 au fost descoperite recent si ele produc un profil de citokine distinct: IL-17, IL-21,
IL-22.

* TGF-B si IL-6 sunt citokinele care induc diferentierea LT CD4+ naive catre subtipul TH17.

* In plus, LTh17 produc IL-21 care, printr-un mecanism autocrin amplifica expansiunea
populatiei de celule Th17 si, mai mult, ajuta LTh1l7 sa obtina fenotipul matur prin
inducerea expresiei IL-23R.

e Celulele NK produc si ele IL-21 si astfel pot induce diferentierea catre Th17, in anumite
conditii, in absenta IL-6.

e 1l-21 joaca un rol important si in activarea si expansiunea LB si induce comutarea
izotipica la nivelul genelor imunoglobulinelor.

e Celulele Th17 si citokinele lor sunt asociate cu multiple boli inflamatorii si autoimune.
Nivele crescute de IL-17 au fost gasite in leziuni din scleroza multipla, psoriazis, artrita
reumatoida, etc.
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IL-23

* Induce generarea de celule Th17 din celule T activate in prealabil deoarece IL-
12R este exprimat numai pe celulele efectorii activate/celulele de memorie si
nu pe LT naive = IL-23 nu induce diferentierea catre Th1l7 ci induce
proliferarea, expansiunea LTh17 deja existente. (/n vitro, IL-23 este obligatoriu
pentru mentinerea culturilor de LTh17 pe termen lung).

* |L-23R sunt exprimati si pe alte celule: macrofage, celule dendritice, LT yo.

* IL-23 creste expresia propriului receptor pe celulele Th1l7 si astfel creste
receptivitatea la IL-23.

e Factorul de transcriptie ROR-yt este esential pentru expresia IL-23R pe
suprafata LTh17.

e Studii genetice arata ca polimorfisme ale IL-23 se asociaza cu psoriazis si
spondilita ankilopoietica.
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Factorii de transcriptie specifici Th17

* TGF-B, IL-6, IL-21 and IL-23, citokinele care mediaza diferentierea
Th17 induc fosforilarea factorului de transcriptie STAT-3.

e Alti factori de transcriptie care actioneaza sinergic cu STAT-3
sunt: ROR-yt, ROR-a, Runx1, ICOS.

* Recent a mai fost descris un factor, IRF-4, care pare sa joace un
rol esential in generarea de celule Th17. Studiile au aratat ca
celulele T cu deficit de IRF-4 au o expresie scazuta si a factorului
ROR-yt si nu se diferentiaza in celule Th17.
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IL-27

* |[L-27 este un inhibitor al raspunsurilor Thl, Th2 si
Th17 prin inhibarea factorilor lor de transcriptie.

e Studii recente sugereaza ca IL-27 ar induce
diferentierea unor celule reglatorii Tr1l producatoare
de IL-10 si prin intermediul acestora ar media
inhibitia Th17 si a altor celule efectorii.
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Limfocitele T reglatorii

* Limfocitele T (LT) reglatorii sunt esentiale pentru mentinerea homeostaziei
imune prin inductia tolerantei periferice. Pierderea acestor celule duce la
inflamatie cronica si la boli autoimune.

e Sunt descrise 2 tipuri de LT reglatorii in functie de expresia factorului de
transcriptie Foxp3:
» CD4+CD25+Foxp3+ Treg — generate in timus
» Celulele Tr1 — diferentiate din celulele CD4+ naive in organele limfoide
periferice.

e Celulele Tr1 isi exercita functiile efectorii prin intermediul IL-10. De asemenea,
ele mai produc TGF-B, IL-5, cantitati mici de IFN-y si IL-2, dar nu IL-4.

* Mecanismul prin care celulele CD4+CD25+Foxp3+ Treg isi exercita actiunea
supresoare nu este foarte bine cunoscut
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IL-10
* |L-10 este sintetizata de diferite tipuri de celule imune:
macrofage, monocite, celule dendritice, limfocite B si T.
e LT CD4+ care produc IL-10 se numesc si Trl.
* IL-10 are efecte:
 antiinflamatorii
* supresoare asupra celulelor hematopietice

* Inhiba capacitatea de prezentare a antigenelor prin inhibarea
expresiei MHC si a moleculelor costimulatoare la nivelul
APC.
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Structura si functiile
Complexului Major de Histocompatibilitate
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Introducere

e Complexul Major de Histocompatibilitate (CMH) este reprezentat de un grup de gene
localizate pe bratul scurt al cromozomului 6 in regiunea 6p21.3 ce ocupa un spatiu de
circa 4Mbaze de ADN.

* In ultimii 40 de ani CMH a fost cea mai studiata regiune a genomului uman ca urmare a
descoperirii faptului ca genele HLA (Human Leucocyte Antigen) fac parte din acest
complex.

* Genele HLA sunt elemente critice de control a raspunsului imun, care joaca rolul
principal in susceptibilitatea la boala si in imunologia transplantului unde sunt implicate
in procesele de rejet.

* Moleculele codificate de genele HLA functioneaza ca receptori pentru peptide self sau
nonself si initiaza raspunsul imun prin prezentarea acestor peptide catre limfocitele
helper sau citotoxice.

 Pe langa henele HLA, CMH contine alte peste 200 de gene ce codifica molecule
implicate in raspunsul imun, in diferite etape.
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Organizarea CMH
 CMH poate fi divizat in 3 regiuni:
* Genele CMH de clasa |

Receptori membranari
* Genele CMH de clasa a ll-a

* Genele CMH de clasa a lll-a - molecule solubile implicate in
raspunsul imun (proteine ale complementului, diverse
citokine)

* Genele de clasa I si a ll-a prezinta similaritati structurale generale
dar un mare polimorfism de la o persoana la alta.

* Genele de clasa a lll-a au un polimorfism redus.
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Genele CMH de clasa |

Se clasifica in 2 grupe:

1. Genele HLA clasice: HLA-A, B, C

* Sunt cele mai polimorfe
* Produsul lor se gaseste la suprafata tuturor celulelor nucleate
* Functia lor este de a prezenta peptidele antigenice

2. Genele HLA non-clasice: HLA-E, F, G si pseudogeneleH, J, K, L

e Sunt mai putin polimorfe
* Au expresie limitata

* Au functii variate fiind implicate in Rl dobandit dar si inascut
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Moleculele si genele HLA de clasa I clasice

e Sunt formate din 2 lanturi proteice: un lant greu a (GM 32KDa)
care se leaga prin legaturi necovalente de un lant usor
reprezentat de B2-microglobulina (f2-m).

* B2-m este codificata de o gena situata pe cromozomul 15 si este
0 componenta esentiala in structura moleculei HLA care
imprima impachetarea corecta a moleculei.

 Studiile au aratat ca deletii ale genei B2-m determina lipsa de
expresie a moleculei HLA la suprafata celulei.

* Genele lantului greu sunt formate din 7 exoni si o regiune
netranslatata la capatul 3’.



HLA clasa |
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e Domeniile al si a2 ale moleculei HLA formeaza o cavitate unde
se va lega peptidul antigenic (situsul de legare al antigenului).

* Domeniul a3 se leaga de B2-m.

* Lanturile a si f2-m se sintetizeaza separat si apoi se asambleaza
la nivelul reticulului endoplasmatic formand molecula intreaga
care va lega peptidul antigenic.

* Complexul molecula HLA+peptid antigenic se exprima pe
suprafata celulei unde va fi recunoscut de limfocitele citotoxice
CD8+.
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HLA-E

* Are o structura similara moleculelor HLA de clasa | si se exprima in
majoritatea tesuturilor.

 Leaga un peptid format din 9 AA derivat din transcriptul secventei
semnal (leader) al moleculelor HLA de clasa | clasice si al moleculei
HLA-G.

* Se cunosc 9 alele ale HLA-E cu afinitate diferita fata de peptidul semnal.

e Complexul HLA-E+peptid se leaga la receptorul NKG2 de pe celulele NK,
si are un efect inhibitor 2 moleculele HLA-E actioneaza ca indicatori ai
expresiei moleculelor HLA de clasa | clasice.
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HLA-E

* In prezenta HLA clasa |, celulele NK sunt inhibate si celulele tisulare
pot functiona normal.

e Celulele tumorale pierd expresia HLA de clasa I. Aceasta ar putea fi un
avantaj intr-o prima instanta deoarece limfocitele T citotoxice
potente nu mai pot recunoaste peptidele endogene derivate din
tumora.

* Pe de alta parte insa, se pierde si expresia HLA-E din cauza lipsei
peptidei semnal si astfel se pierde semnalul inhibitor al celulelor NK,
acestea putand distruge astfel celulele tumorale.

* HLA-E este localizata la interfata dintre sistemul imun dobandit si
cel innascut.
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HLA-G

* Are o expresie tisulara limitata: trofoblast, timus, cornee, unele celule
precursoare eritroide si epiteliale.

* Expresia crescuta la nivelul corionului si in lichidul amniotic sugereaza
ca ar avea rol in toleranta sarcinii.

* Are un situs de legare al peptidului unde se leaga un fragment proteic
de 9 AA derivat din proteine intracelulare.

* Complexul HLA-G+peptid interactioneaza cu LIR-1 si LIR-2 (Leukocyte
lg-like Inhibitory Receptors) si cu receptori KIR.

* Unele celule canceroase (melanom), produc cantitati crescute de
molecule HLA-G solubile care inunda micromediul local si inhiba
celulele imune protejand astfel celulele neoplazice.
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HLA-F

* Nu se exprima ca proteina matura pe suprafata
celulara ci ramane intracelular.

* Se gaseste mai ales in celulele imune localizate in
splina, amigdale, timus, trofoblast.

* Functia sa nu este pe deplin cunoscuta. Se pare ca
actioneaza similar cu HLA-G deoarece se leaga la
receptorii LIR-1 si LIR-2.



A( |
POCU -f{

s Nk A nstru - iy
UNIUNEA =UROPEAMA nes “x:i;:‘“‘ ke
Proiect cofinantat din FONDUL SOCIAL EUROPEAN prin Programul Operational Capital Unsan 20142020 Axa pricritard 4 Incluziunea socialll % combaterea sificici - Obiectiv specific: 4.8 - ImbunZtiTrea nivelului de competen®
al profesioni Miloe din sectorul medical
Tithd proiectulus: Formarea PROfestonala a personalului medical in GENctica medicala- PROGEN - SMIS 107623
Contract POCTU: 91/4'8/'107623/08.12.2017
INSTITUTUL CLINIC FUNDENI

Genele CMH de clasa a ll-a

Sunt dispuse in 3 regiuni: DR, DQ, DP.
Genele sunt formate din 5 exoni.

Regiunea DR

e Contine 10 gene: o gena DRA si 9 gene DRB (DRB1-9).

* Numai proteinele codificate de genele DRA, DRB1, DRB3, DRB4 si DRB5 se exprima pe membrana
celulara.

Regiunea DQ

* Contine 5 gene: 2 gene DQA si 3 gene DQB.
* Numai proteinele codificate de genele DQA1 si DQB1 se exprima pe membrana celulara.

Regiunea DP

* Contine 5 gene: 3 gene DPA si 2 gene DPB.

* Numai proteinele codificate de genele DPA1 si DPB1 se exprima pe membrana celulara.
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Moleculele HLA de clasa a ll-a

e Sunt formate din 2 lanturi peptidice, a si B, ambele codificate de
gene localizate la nivelul cromozomului 6.

* Fiecare lant peptidic are doua domenii extracelulare, al si a2 si
respectiv 1 si B2, un domeniu transmembranar si o coada
intracitoplasmatica.

* al si B1 formeaza situsul de legare al peptidului antigenic, cu o
structura de baza similara moleculelor HLA de clasa I.

* Moleculele HLA de clasa a ll-a prezinta peptide derivate din
antigene extracelulare, catre limfocitele T helper CD4+.
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Genele MIC (MHC class | Chain Related Genes)

e Se descriu 7 gene MIC localizate la nivelul CMH, dar numai 2 dintre aceste gene, MICA si MICB,
codifica proteine functionale.

e Structura moleculelor MIC este similara cu a lantului greu al moleculelor HLA de clasa |, cu 3
domenii extracelulare, dar nu se leaga de B2-m si nici nu formeaza situs de legare al peptidului
antigenic.

* Moleculele MIC-A si MIC-B sunt molecule de stres care se supraexprima in anumite conditii,
dar au distributie celulara limitata: epiteliul gastric, celule endoteliale, monocite, fibroblasti.

* Sunt gene foarte polimorfe dar semnificatia functionala a acestui polimorfism nu este clara.

* Moleculele MIC actioneaza ca liganzi pentru receptorii activatori NKG2D de la nivelul celulelor
NK si a celulelor T cu TCR de tip y®6.

* In ciuda polimorfismului lor, numai substitutia unui singur AA afecteaza afinitatea pentru
receptor. Moleculele care prezinta Met in pozitia 129 au o afinitate de 10-50x mai mare decat
moleculele care prezinta Val in aceasta pozitie.
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Functia moleculelor MIC

e Functia moleculelor MIC pare sa fie similara cu a moleculelor HLA-G.

e Celulele tumorale exprima MIC-A si MIC-B si astfel ne-am astepta ca celulele
sa fie omorate de catre celulele NK si LT citotoxice activate. Totusi, se pare ca
datorita turnover-ului lor crescut, celulele tumorale elibereaza cantitati mari
de molecule MIC solubile in micromediul inconjurator, molecule care
blocheaza receptorii NKG2D si astfel inhiba interactiunea dintre celulele
NK/LTc si celulele neoplazice = un mecanism prin care celulele tumorale
scapa de supravegherea sistemului imun.

* Moleculele sunt exprimate pe celulele rinichiului transplantat si s-a
demonstrat ca anticorpii anti-MIC se asociaza cu riscul de rejet acut dar si
cronic.
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Genele CMH de clasa a Il1-a

* Regiunea genelor de clasa a lll-a este localizata intre genele de
clasa | si cele de clasa a ll-a si cuprinde 75 de gene din care numai
35 codifica proteine functionale, majoritatea dintre ele cu rol in
reglarea raspunsului imun:

»Superfamilia genelor TNF
»Genele CYP21A2 si CYP21A1P

»Gena complementului C2 si C4
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Superfamilia genelor TNF

* Sunt 3 gene, LTA, LTB si TNF, care codifica citokine, mediatori ai raspunsului
inflamator.

* LTA codifica limfotoxina a care este produsa de limfocite. Aceasta formeaza
un heterodimer cu limfotoxina B produsa de LTB si astfel are o stabilitate mai
mare. Complexul se mai numeste si TNFPB si actioneaza prin intermediul a 2
receptori, TNFR1 si TNFR2. Semnalele transmise ca urmare a activarii TNFR
pot duce la apoptoza celulelor tinta

* TNF (casectina sau TNFa) este produsa de macrofage, sub forma solubila dar
si legata de membrana si activeaza receptorii TNFR1 si TNFR2, activand
cascada apoptotica sau inflamatorie.

* De asemenea, poate influenta si proliferarea celulara.
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Polimorfismul genei TNF si relevanta clinica

* Cel putin 10 SNPs sunt descrise la nivelul regiunii promoter a genei TNF,
dar semnificatia clinica nu este cunoscuta pentru toate.

e Substituirea lui G cu A in pozitia -308 se asociaza cu un nivel crescut de
TNF - status inflamator.

* Mai mult, studiile au aratat ca aceasta alela apare mai frecvent Ia
persoane cu haplotipul HLA-A1, B8, DR3, care si el este puternic asociat
cu riscul de boli autoimune, la Caucazieni.

* Prezenta nucleotidului T in pozitia -857, favorizeaza legarea unui factor
de transcriptie ceea ce duce in final la scaderea productiei de TNF.
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Genele CYP21A2 si CYP21A1P

e Sunt 2 gene localizate in apropierea genelor TNF.

* Gena CYP21A2 codifica 21-hidroxilaza, enzima cheie in sinteza hormonilor
steroizi.

 Sunt descrise mai multe polimorfisme ale genei rezultate din mutatii
punctiforme, deletii sau insertii.

* Daca gena mutanta este prezenta sub forma homozigota = hiperplazia adrenala
congenitala.

* Deficienta de 21-hidroxilaza se insoteste de o scadere a productiei de aldosteron
si cortizol si de o crestere a nivelului de testosteron.

* Nivelul scazut de cortizol determina, printr-un mecanism de feedback, o crestere
a sintezei de ACTH - hiperplazie corticosuprarenala.

e Gena CYP21A1P este nefunctionala
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Gena componentel C2 a complementului

* Are o dimensiune de 18 kb de ADN genomic si este formata din 18 exoni.

* Gena se activeaza ca raspuns la stimuli de faza acuta si expresia ei este
reglata in special de IFNy.

* Deficienta de C2 este cel mai frecvent defect genetic al sistemului
complement. Se descriu 2 mecanisme moleculare diferite:

» Deficienta de tip | — deletie de 9 bp in exonul 6 ce determina aparitia
unui codon stop prematur => C2 nu se sintetizeaza

» Deficienta de tip Il — mutatii punctiforme in anumite pozitii critice ceea
ce determina modificari in secventa de AA a proteinei => C2 se
sintetiteaza dar ramane intracitoplasmatic, nu poate fi secretat.
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Gena componentel C4 a complementului

* C4 este o glicoproteina de cca 200 kDa, cu rol central in cascada de
activare a complementului pe calea clasica (declansata de formarea
complexelor antigen-anticorp).

* C4d, un produs de clivare al C4, este considerat indicator al rejetului
mediat de anticorpi, pe biopsiile din organe transplantate.

* Se descriu 2 variante ale C4, C4A si C4B, in functie de secventa de AA intre
pozitiile 1101 si 1106. Diferenta esentiala este la pozitia 1106, unde C4A
are acid aspartic iar C4B are histidina.

e C4A are afinitate mai mare pentru antigene.

e Deficienta de C4A este frecvent intalnita in LES.
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Caracteristicile genelor HLA

Locusurile genelor HLA sunt extrem de polimorfe cu multiple
variante alelice la nivelul unui locus

Alelele se exprima codominant

Locusurile sunt strans legate unul de altul

Un astfel de set de alele de pe un cromozom formeaza un
HAPLOTIP

O persoana are 2 haplotipuri, unul mostenit de la mama si
altul de |la tata
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* Locusurile CMH sunt extrem de polimorfe cu multiple variante
alelice la nivelul unui locus : total 17.331 (nov. 2017) / 18.181 (mai
2018) alele

» 13.324 alele cls.|
=  HLA-A: 4.200
=  HLA-B: 5.091
= HLA-C: 3.854

» 4.857 alele cls. all-a

= HLA-DRB1: 2.165
= HLA-DQB1: 1.196
= HLA-DPB1: 975
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Nomenclatura HLA Substitutie in

regiunea
Gena/locus Subtip necodanta

HLA -A*2|4:02:01 :02L

Tip Substitutie Expresia
sinonima proteinei



Transmiterea genetica a alelelor CMH

Mama

A/B

Tata

|

C/D
|

TR

A/C A/D B/C B/D

Haplotipuri posibile la copii

[ |

[

A/R1 R2/C R2/R1

Ri= recombinare C-D
R2= recombinare A-B



Alele HLA Primitor Donator
VR VLM-frate

HLA -A*

HLA -B*

HLA —C*

HLA -DRB1*

HLA -DQB1*




Alele HLA Primitor Donator Donator Donator Donator Donator
KL KA-frate KM-sora KK-frate OM-fiu OW-fiu

HLA-A* o o0 24,30 24, 30 24, 30 24,32

HLA -B* 18, 39 14, 39 14, 39 14, 39 38, 39

HLA-C* 07,12 08, 12 08, 12 08, 12 12

HLA - 11, 13 10,11 10,11 10,11 11, 13

DRB1*

HLA - 03, 06 03, 05 03, 05 03, 05 03, 06
DQB1*




Primitor | Donator | Donator | Donator | Donator | Donator | Donator | Donator
CD CEL- CD- CM- CMG- CDA- CFV - CN -

sora sora sora frate HELE frate frate

HLA- 02,29 01, 02 01, 02 01, 02 02, 29 01, 29 02,29 02,29
A*

HLA- 08,18 08 08, 18 08 08, 18 08, 18 18 18

B*

HLA- 07 07,14 12, 14 07,14 07 07,14 07,12 07,12
C*

HLA - 11,12 03,12 03,11 03,12 11,12 03,11 11 11
DRB1*

HLA - 03 03, 05 05, 06 03, 05 03 03, 05 03, 06 03, 06

DQB1*



Primitor | Donator Donator Donator Donator Donator Donator
PCD PS-frate | PN-frate | CV- PG-frate | PV-frate | PC-frate

Sora

HLA -A* 02 02 02
HLA-B* 15, 38 15, 38 15, 38
HLA-C* 02,12 02,12 02,12
HLA - 12,13 12,13 12,13
DRB1*

HLA - 03, 06 03, 06 03, 06

DQB1*




DISTRIBITIA HLA CLASAS | 51 CLASA I IN TESUTURI

TESILITURI CLASA | CLASS ]
Celulele siste mului immwun

Celule B 4+ +4
Celule Tinumai celule activate) ++ + -
macrofage ++ + -
Celule dendritice ++ ++
Sistem nervos

Periferic ++ -
Central - -
Dura mater ++ ++
Sistem cardiowvascular

PAiocard + -
Criscuriintercalare ++ -
Sisterm respirator

Epiglota ++ ++
Trahees ++ ++
Sistem uroge nital

Glomerul renal ++ ++
Tubi renali ++ + -
Ficat

Celule sinuscidale ++ ++
He patocite + - -
Endote liu

Capilare (exceptand creierul =i ++ ++
placental

Wasele mari ++ + -
Celulele siste mului e ndocrin

Tiroida + + -
Hipofiza + + -
Insulele pancreatice Langerhans ++ + -
Suprarenalele -
Tractul gastrointestinal (e pite liu)

Limmba ++ -
Ezofag ++ -
Stomac + +4
Intestin subtire ++ -
Colon ++ -
Altele

San (tezut glandular =i epitelial) ++ ++
Pancreas exocrin - -
rAu=Chi + -
Limfatice ++ ++
Fibrobla=sti ++ -




DA '
l}_U ':‘/

™ { O E A I - & iy
UNIUNEA £ UROF EAMA il sn
Proiect cofinantat din FONDUL SOCIAL EUROPEAN prin Programul Operational Capital Unsan 20142020 Axa pricritard 4 Incluziunea socialll % combaterea sificici - Obiectiv specific: 4.8 - ImbunZtiTrea nivelului de competen®
al profesioni Miloe din sectorul medical
Titha prosectulus: Formarea PROfestonala a personalubui medical in GENetica medicala- PROGEN - SMIS 107623
Contract POCT: 91/4'8/'107623/08.12.2017
INSTITUTUL CLINIC FUNDENI

Rezumat

 CMH este localizat pe bratul scurt al cr. 6 si este format din 3 regiuni

* CMH cuprinde peste 200 de gene care codifica molecule/proteine
majoritatea implicate in reglarea raspunsului imun.

* Cel mai bine caracterizate dar si cele mai polimorfe sunt genele HLA.

* Functia moleculelor HLA de clasa | este de a prezenta peptide endogene
catre LT citotoxice, in timp ce moleculele HLA de clasa a ll-a, prezinta
peptide exogene catre LT helper.

 Regiunea CMH de clasa a lll-a cuprinde gene ce codifica molecule
imunoreglatoare solubile (TNF, C4).
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Moleculele HLA de clasa |

* Molecula HLA de clasa | este un heterodimer format dintr-un lant greu si un
lant usor (B2-microglobulina), legate necovalent.

 Lantul greu este ancorat in membrana si are o scurta coada
intracitoplasmatica.

* Desi structura genelor HLA-A, B, C si aspectul tridimensional al moleculelor
sunt similare, structura primara (AA) a moleculelor este diferita semnificativ de
la una la alta.

* 32-m este nepolimorfa si se produce de obicei in exces in celula, astfel incat sa
fie suficienta pentru asamblarea tuturor moleculelor HLA.

* Expresia moleculelor HLA-C este de obicei mai mica decat a moleculelor HLA-A
sau B.
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Structura tridimensionala a moleculelor de clasa | este ideala pentru
captarea de peptide scurte in vederea prezentarii.

» Situsul de legare al antigenului cuprinde o adancitura (canelura) centrala de cca 25
A, cu o serie de “buzunare” in care se potrivesc catenele laterale ale peptidului.

* Aceasta canelura este formata de domeniile al si a2 ale lantului greu iar fundul
canelurii se formeaza prin legarea domeniului a3 cu 2-m.

e Polimorfismul moleculelor HLA rezulta din polimorfismul structural primar de la
nivelul situsului de legare a antigenului. In functie de acesta, proprietatile chimice
ale “buzunarelor” variaza de la un alotip la altul in ceea ce priveste incarcarea
electrostatica, marimea si forma buzunarului, proprietatle hidrofobe - fiecare
molecula HLA leaga un repertoriu unic de peptide.

* Moleculele HLA de clasa | leaga peptide cu lungimea de 8-10 AA.



O molecula HLA
care prezinta
un patogen




B a~-chain
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f2-microglobulin
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Cell membrane

Simulare a structurii moleculei HLA de clasa | si a canelurii de incarcare a peptidului
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* Domeniul a3, cu o structura relativ conservata, interactioneaza cu molecula co-
receptor CD8 de pe limfocitul T.

e Setul unic de peptide care se leaga la un anumit alotip HLA are in comun un
“model” preferat, determinat de spatierea lanturilor laterale ale peptidului
antigenic, care se ancoreaza la situsul de legare.

* Antigene HLA foarte apropiate ca structura, pot avea diferente semnificative in
ceea ce priveste repertoriul de peptide pe care le leaga, dar si in ceea ce
priveste conformatia structurala cu care este legat acelasi peptid.

* Aceste diferente au impact pe recunoasterea si selectia LT.

* De obicei, moleculele HLA de clasa | prezinta peptide endogene insa unele
celule dendritice specializate pot captura atg. intacte din surse exogene, le
proceseaza si le prezinta in asociere cu HLA cls. | (fenomenul de cross-
prezentare).
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Procesarea atg. pe calea HLACcls. |

* Degradarea atg in peptide de 8-17 AA are loc la nivelul proteosomilor.
» Peptidele se cupleaza cu o proteina citoplasmatica TAP (Transporter of Antigenic Peptides),
care le protejeaza de degradare si le transporta catre reticulul endoplasmatic (RE).
» Gena TAP este localizata in regiunea de clasa a Il-a a CMH

* La nivelul RE, TAP se leaga de molecula HLA de clasa | si transfera peptidul antigenic catre
aceasta.

e Lagatura TAP-HLA este intermediata de complexul tapasina-calreticulina.

* Tapasina are rol si de a stabiliza molecula HLA si de a impiedica iesirea ei din RE inainte de a
fi cuplata cu peptidul antigenic.

* Alotipurile HLA difera in ceea ce priveste dependenta de tapasina pentru o incarcare
eficienta a peptidului:
» HLA-B*44:05 este relativ independent
» HLA-B*44:02 este complet dependent de tapasina
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Moleculele HLA de clasa a I1-a

e Structura globala este asemanatoare cu a moleculelor HLA de
clasa | (heterodimer), dar sunt formate din doua lanturi, a si B,
amandoua ancorate in membrana celulara.

 Cele 2 lanturi se asociaza necovalent , domeniile al si B1
formeaza canelura in care se incarca peptidul antigenic si aici
este cel mai mare polimorfism.

* Domeniile a2 si B2, relativ conservate, interactioneaza cu
coreceptorul CD4 de pe limfocitele Th.
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Procesarea atg. pe calea HLA cls. |1

* Peptidele prezentate deriva din antigene extracelulare si procesarea acestora are loc la
nivelul lizozomilor care contin enzime proteolitice.

* Moleculele HLA de cls Il se sintetizeaza la nivelul RE si se cupleaza initial cu o proteina
numita lantul invariant.

e Lantul invariant previne legarea la moleculele HLA a altor peptide produse in RE si
insoteste aceste molecule catre o vezicula endosomala specializata (MCII).

* In mediul acid din MCII, sub actiunea proteazei catepsina, lantul invariant este degradat
treptat prin proteoliza si genereaza CLIP (class ll-associated invariant peptide) care se
fixeaza in canelura moleculei HLA intr-o maniera asemanatoare cu peptidul antigenic.

* Vezicula MCII fuzioneaza cu lizozomul in care este procesat peptidul antigenic si, sub
influenta moleculei HLA-DM, lantul invariant este inlocuit cu peptidul antigenic.

* Complexul HLA-peptid este transportat apoi catre suprafata celulei
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Baze de date de imunogenetica

* Tiparea HLA a inceput prin anii 1960 prin metode
serologice — puteau fi identificate doar cateva
specificitati.

* Tehnici de biologie moleculara - crestere
exploziva a numarului de alele identificate

https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/
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# EMBL-EBI % Services £ Research & Training ©® About us Q, EMBL-EBI

@ IPD-IMGT/HLA

IMGT/HLA ESTDAB Contact Support

IMGTHLA

Resources
Welcome to IPD-IMGT/HLA 0 About > al Statistics >

A Publications > OO0 Nomenclature >

Releases > %, Tools >
Release 3.32.0, 2018-04-16 s D
The IPD-IMGT/HLA Database provides a specialist database for sequences of the human major histocompatibility % BLAST > % SBT Ambigs >
complex (MHC) and includes the official sequences named by the WHO Nomenclature Committee For Factors of the 1 cels > % DPB TCE >

HLA System. The IPD-IMGT/HLA Database is part of the international ImMunoGeneTics project (IMGT). * Dictionary > L FTP >

4. GitRepos > @ FaQ >
The database uses the 2010 naming convention for HLA alleles in all tools herein. To aid in the adoption of the new & Links > = sSubmissions >
noemenclature, all search tools can be used with both the current and pre-2010 allele designations. The pre-2010

nomenclature designations are only used where oclder reports or outputs have been made available for download.

Latest Developments Latest Publications

Recent developments of the IPD database include; « Robinson J, Halliwell JA, Hayhurst JH, Flicek P, Parham
P, Marsh SGE

* Qnline search for SBT - Ambiguous Allele The IPD and IPD-IMGT/HLA Database: allele variant

« Allele reports show source alignments databases

» HLA-DPB1 T-Cell Epitope Algorithm Nucleic Acids Research (2015) 43:D423-431

= Whats newin the latest release « For further IPD publications, please see our citations

This website requires cookies, and the limited processing of your personal data in order to function. By using the site you | agree, dismiss this banner

are agreeing to this as outlined in our and
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Overview IMGT/HLA ESTDAB Contact Support

Numbers of HLA Alleles Resou rces
HLA Class | Alleles 13,324 M About > & Statistics >
1 Publications > 0 Nomenclature >
HLA Class Il Alleles 4,857 TETeIme 2, Tools >
HLA Alleles 18,181 = Allgn > = Alleles >
%, BLAST > %, SBT Ambigs >
Other non-HLA Alleles 182 t Ccells > *, DPB TCE >
%, Dictionary > & FTP >
Number of Confidential Alleles 15 . GitRepos > @raq >
HLA Class | B Links > £ Submissions =
Gene A B c E F G Sponsors
Alleles 4200 5091 3854 27 30 60
Diamond
Proteins 2923 3664 2644 8§ 5 19 Sponsor
Nulls 200 150 144 1 0 3
HLA Class | - Pseudogenes 2
Gene H J K L F T u v w X Y
Alleles 12 9 6 5 5 8 0 3 11 0 3
Proteins 0 0 1] 0 1] 0 0 1] 0 0 1]
Nulls 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA Class Il

Gene DRA DRB DQA1 DQB1 DPA1 DPA2 DPB1 DPB2 DMA DMB DOA DOB

This website requires cookies, and the limited processing of your personal data in order to function. By using the site you | agree, dismiss this banner

are agreeing to this as outlined in our and



® IPD - IMGT/HLA

Overview  IMGT/HLA  KIR | MHC | HPA | ESTDAB | Contact Support

IPD > IMGT/HLA > Alignments

Sequence Alignment: Release 3.32.0 (20180416)

The alignment below is a graphical representation to allow comparison of known sequences. Where discrepancies have arisen between reported sequences, the original authors have
been contacted where possible, and necessary amendments to published sequences have been incorporatad into this alignment. Future sequencing may identify errors in this list an:
the WHO Momenclature Committee would welcome any evidence that helps to maintain the accuracy.

Please click here to perform further alignments
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Allele Frequency Database

* Contine date despre frecventele/ distributia alelelor HLA sub
forma de genotip sau haplotip, dar si date despre genele KIR,
MIC sau genele citokinelor.

* F important > se specifica date demografice despre
populatiile analizate: tara, regiune, etnie, trib, urban/rural,
metodele de tipare HLA, motivul pentru care s-a facut tiparea.
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The Allele Freguency Met Database

Does any of this interest you?

= ‘Would you like to publish yvour population frequency data on HLA and KIR? (In collaboration with
Human immunology)

w Mew search awvailable for low resolution data when yvou cannot find the high resclution allele data
wou want

Latest developments in AFMND:

Mew definition of geographical regions
Data guality guidelines in AFMND

HLA Epitope Frequency section

HLA and Adwverse Drug Reactions section
KIR and Disease Associations section

00000

Introduction

The Allele Freguency ~Net Database (AFND) provides a
central source, freely awvailable to all, for the storage of allsle
frequencies from different polymorphic areas n the Human
Genome. Users can contribute the results of their work into one
common database and can performm database searches on
information already awvailable.

Wwe have currently collected data in allele, haplotype and genotype format. Howewver, the success of
this website will depend on yvou to contribute vour data.

Please cite this website using_our last publication: Allele frequency net 2015 update: new features for HLA
epitopes, KIR and disease and HLA adwverses drug reaction associations. Gonzalez-Galarza FF, Takeshita
LY, Santos EJ, Kempson F, Maia MH, Silva AL, Silva aL, Ghattaorava G5, alfirevic &, Jones AR and
Middleton D Nucleic Acid Resesrch 2015, 28, DF84-8. [Full Text]

You should also cite the original publication report of the data in yvour references.

Database information

Gene f Allele

Polymorphic Region Population Studies Data Haplotype Data Genotype Data
HLA 1188 1173 563 -
KIR 245 244 = 152
Cwitokine 124 124 - -
MIC a3 683 22 =
Totals 1,820 1,604 S85 162

The current number of frequencies stored in our database is: 134,008 (HLA), 5,35 (KIR), 4,195
(Cyitokine) and 254 {MIC) from 12,50%,328 individuals.




D) www.allelefrequencies.net/hlag006a.asp?hla_locus_type=Classical&hla_locus=A8hla_allelel==8&hla_allele2=8hla_selection=8&hla_pop_selection=~&hla_population=22598&¢hl...

! Allele* '
! Allele*Frequencies
l in Worldwide Populations
HLA > Allele Frequency Search > Classical
Please specify vour search by selecting options from boxes. Then, click "Search” to find HLA allele frequencies that match your criteria. Remember at least one option must be selected.
Locus: Starting Allele: I:l Ending Allele: I:l = (Type your allele e.g. A*01:01, etc. or leave both empty to include all alleles)
Select specific alleles (If you want to pick specific alleles, make sure your alleles are within the Start-End range above)
#| Clear
Select specific populations
#| Clear

Population: [Romania pop 2 (n=8035) ¥| Country: [Romanis ¥ | Source of dataset: |All Sources v
Region: | All regions ¥ | Ethnic Origin: ¥ | Type of Study: ¥ | Sort by:
Allele v
Sample Size: |= ¥ ||an ¥ Sample Year: |= ¥ ||Alyears ¥ Level of resolution : [= ¥ || a1 ¥ | (Click here for further details)
Population standard: Geold only Gold and Silver '® Al Show frequencies: ® Al Only positives Only negatives Search
Displaying 1 fo 15 (from 15) records Pages: 1of1 RESET %1 E"E]

. . %% of individuals Allele Sample IMGT/HLAY N ) Haplotype=

Line  Allele Population that have the allele _Frequu?m:y Size Database Distribution= Association Notes=

(in_decimals)

1 ar01 U] romania pop 2 0.1200 5,936 See bt

2 r=0z '] romania pop 2 0.2600 N 5,936 See bt

3 ax03 U] romania pop 2 0.0900 5,936 See bt

4 a*11 '] Romania pop 2 0.0800 5,936 See bt

5 a*23 U] Romania pop 2 0.0300 5,936 See bt

6 r=za '] Romania pop 2 0.1200 5,936 See bt

7 a*25 U] Romania pop 2 0.0300 5,936 See bt

8 r=z6 '] Romania pop 2 0.0500 5,936 See bt

5 ax20 U] Romania pop 2 0.0200 5,936 See bt

10 r=30 '] Romania pop 2 0.0200 5,936 See bt

11 a*31 U] Romania pop 2 0.0200 5,936 See bt

12 r=32 '] Romania pop 2 0.0400 5,936 See bt

13 233 U] Romania pop 2 0.0300 5,936 See bt

14 a*35 ] Romania pop 2 0.0400 5,936 See b

15 av6s U] romania pop 2 0.0300 5,936 See bt
Notes:




| Allele*Frequencies

) in Worldwide Populations

KIR = Allele/Gene Frequency Search

Pleaze specify yvour search by selecting options from boxes. Then, click "Search” to find KIR allele / gene frequencies that match yvour criteria. Remember at least one option
must be selected.

Gene: |Algenes T | Starting Allele: ¥ | Ending allele: v (Select your allele or leave both empty to include all alleles)

Select specific alleles  (If vou want to pick specific alleles, make sure your alleles are within the Start-End range abowve)

| Clear
Population: [Romania KIR (n=123) ¥ | Country: [Romanis ¥ | Source of dataset: | Al Sources ¥
Region: | All regions ¥ | Ethnic Origin: | All ethnicities ¥ | Type of study: ¥ | Sort by: | Alele/Gens v
Sample Size: |= ¥ |lan ¥ Sample Year: |= ¥ || Allysars ¥ Level of resolution : |= ¥ || an v | (Click here for further details)
Show frequencies: '* Al Only positives Only negatives Search
Displaying 1 o 17 (from 17) records Pagez: 1of1 RESET (%1
Allele
Line Allele Population thatﬁlzi itl:ld;‘:ﬁ:rel;gene Frequ_encv Sasr:::e DI;:;:;;E’- Distribution2 Notes=
({3 decimals)

1 2oL1 [ romania kIR L BECER 123 See v

2 2oLz ] | romania kir [ LR 123 See bt

3 2o13 | romania kir BN 5.5 123 See bt

4 204 | B romaniz kiR D 100.0 123 See )

5 2oLsa | ] romania kir M| 151 123 See bt

& 20158 ] | romania kiR 234 123 See )

7 2or1 | ] romania kir L EERER 123 See b

a 2ps1 ] | romania kIR m 153 123 See )

9 2psz | romania kir I 475 123 See bt

10 2053 ] ] romania kir BN 3.0 123 See bt

11 2ps4 [ romania kir I 551 123 See bt

12 2055 [ ] rRomania kir 234 123 See bt

13 3oL1 ] romania kIR [ EELCE: 123 See )

14 3oz ] ] romaniz kiR DS  100.0 123 See bt

15 3013 | romanizkirk SSSSS——  100.0 123 See v

16 30P1 ] ] rRomaniakik DS 100.0 123 See v

17 3051 | romania kir B 355 123 See bt
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Alte baze de date

* Bone Marrow Donors Worldwide

* dbMHC Anthropology — date despre alelele HLA si asocierea
lor cu sanatatea/boli/antropologie

* The IPD-KIR Database — baza de date oficiala a Comitetului de
Nomenclatura KIR

Immune Epitope Database — contine date legate de anticorpi
si epitopii celulelor T, la oameni si alte specii
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Analiza frecventelor si a distributiei alelelor HLA de clasa | si
clasa a ll-a poate fi utilizata pentru:

e Studii antropologice ce permit stabilirea unor relatii
filogenetice intre diferite grupe populationale/etnice

* |dentificarea alelelor rare si estimarea probabilitatii gasirii
unui donator histocompatibil
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Scopul: evaluarea distributiei alelelor HLA in cele 4 regiuni
istorice ale Romaniei si compararea cu alte tari Europene
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Material si metoda

» Au fost analizate rezultatele tipizarii HLA obtinute de la 3940 de donatori
(donatori inruditi si donatori neinruditi inscrisi in Registrul Donatorilor
Voluntari de CSH)

= 6760 alele HLA-A
= 6415 alele HLA-B
" 6065 alele HLA-DRB1

» Au fost utilizate metode de biologie moleculara
" SSP rezolutie joasa/medie (Ready Gene HLA-A/B/DRB1, Innotrain) si

rezolutie inalta (AllSet Gold SSP HLA-A/B/DRB1, Invitrogen)
= SSOP Luminex (Lab Type, One Lambda)



Frecvente alele HLA-A in Romania
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A*01 A*02 A*03 A*11 A*23 A*24 A*25 A*26 A*29 A*30 A*31 A*32 A*33 A*36 A*66 A*68 A*69 A*74

La nivel de rezolutie inalta cele mai frecvente alele au fost:
A*01:01, A*02:01, A*03:01, A*24:02, A*26:01




Frecventa alelelor HLA-A in Romania comparativ cu alte tari

Alele Romania Italia Franta Germania Serbia Turcia Bulgaria
A*01 13,2 14,3
mummm
A*03 10,2 11,4 13,2 11,5 11,3 10,9
A*11 9,3 8 8,1 9,1 8,1 6,1 7,3
A*23 2,7 2,5 2,5 2,4 2,2 53 5,5
A*24 11,2 12,2 9,7 10,5 11,1 21,3 11,8
A*25 3,1 1,9 1,9 2,3 2,6 1,3 2,7
A*26 3,9 5 3,4 3,4 6 13,5 7,3
A*29 2 3,6 5,1 2,7 0,7 1,5 0,9
A*30 2,5 5 3,1 2,3 2,1 1,3 1,8
A*31 1,9 2,5 2,9 2,3 1,9 2,9 1,8
A*32 3,7 4,1 4 3,8 4,8 2,8 8,2
A*33 1,9 2,2 1,3 1,3 2,5 1,1 1,8
A*36 0,3 0,1 - - - - -
A*66 0,4 0,1 0,3 0,4 0,4 - -
A*68 2,1 3,9 3,8 4,1 4,2 3,5 1,8
A*69 1,2 - 0,1 0,1 0,2 - 1,8

A*74 0,2 - 0,1 0,1 - - -



Distributia alelelor HLA-A in cele 4 regiuni istorice ale Romaniei

Alele

A*01
A*02
A*03
A*11
A*23
A*24
A*25
A*26
A*32
A*33

A*69

Pop. Generala

(%)

14,3
29
10,2
9,3
2,7
11,2
3,1
3,9
3,7
1,9

1,2

Banat

(%)
13
24

12,6

10,6
3,4

11,1
5,5
1,9
1,5
0,6

4,5

Moldova

(%)
13,5
30,8
12,1
9
1,5
10,2
3,9
4,2
3,2
1,6

1,6

Transilvania
(%)

21,2

27,4

7,5
9,9
2,4
9,6
1,7
3,8
4,1
2,4

0,3

Muntenia

(%0)

31,1
9,9
8,5
3,3

12,8
2,5
4,5
4,5
2,2

0,2



Frecvente alele HLA-B in Romania

18,00%

16,00%

14,00%

12,00%

10,00%

8,00%

6,00%

4,00% -

2,00% -
0,00% -

B*07
B*08
B*13
B*14
B*15
B*18
B*27
B*35
B*37
B*38
B*39
B*40
B*41
B*44
B*45
B*47
B*49
B*50
B*51
B*52
B*55
B*57
B*58
B*73

La nivel de rezolutie inalta cele mai frecvente alele au fost:
B*35:01, B*18:01, B*51:01, B*14:02, B*07:02




Frecventa alelelor HLA-B in Romania comparativ cu alte tari

Alele Romania Italia Franta Germania Serbia Turcia Bulgaria
B*07
m—mm
B*13
B*14 2,4 3,6 4,3 2,5 3,2 - 0,9
B*18 11 9,7 8,1 7,6 9,9 3,1 10
B*27 4,8 3,9 3,8 4,3 5 2,8 7,3
B*35 16 15,9 13,9 14 13,1 14 12,7
B*38 2,9 3,5 2 2,2 5,6 3,3 3,6
B*39 2,1 2,7 2,2 2 3,1 1,1 0
B*40 5 4,7 5,5 6,6 3,6 5,8 4,5
B*44 8,9 9,2 11,2 10,8 9,2 13,4 8,1
B*49 2 3,6 2,4 1,4 2,9 6,6 1,8
B*50 1,6 1,8 1,3 1,3 1,1 5 2,7
B*51 8,5 10,4 7,3 7,2 11,9 15,8 20,9
B*52 3,7 1,4 1,6 0,9 1,2 1,7 3,6

B*55 1,8 2,6 1,8 1,4 1,1 7,1 1,8



Distributia alelelor HLA-B in cele 4 regiuni istorice ale Romaniei

Alele Pop. Generala Banat Moldova Transilvania Muntenia
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
B*07 4,9 5,7 6,3 5,2
B*08 7,7 5,5 7,8 12,2 5,7
B*13 4,2 4,9 4,4 4,9 3,3
B*14 2,4 2,1 2,6 2,1 2,5
B*15 3 3,2 2,4 3,1 3,1
B*18 11 10,6 11,5 9,8 11,7
B*27 4,8 5,7 5 4,5 4,5
B*35 16 10,6 16,4 19,9 15,4
B*38 2,9 2,3 4,7 1,7 2,9
B*40 5 3 5 5,2 5,6
B*44 8,9 7,2 9,7 9,4 8,8
B*49 2 0,9 1,6 3,1 2
B*50 1,6 2,6 1,3 1 1,7
B*51 8,5 10,4 7,8 5,9 9,8
B*52 3,7 6,2 1,6 3,5 4
B*55 1,8 2,6 1,2 1,7 2
B*57 1,8 4 1,9 1 1,3

B*58 1,5 3 1,3 1 1,4



Frecvente alele HLA-DRB1 in Romania
20,00%

15,00%

10,00%

5,00%

0,00%
NG

La nivel de rezolutie inalta cele mai frecvente alele au fost:
DRB1*03:01, DRB1*16:01, DRB1*11:01, DRB1*15:02, B*07:01



Frecventa alelelor HLA-DRB1 in Romania comparativ cu alte tari

Alele

DRB1*01
DRB1*03
DRB1*04
DRB1*07
DRB1*08
DRB1*09
DRB1*10
DRB1*11
DRB1*12
DRB1*13
DRB1*14
DRB1*15
DRB1*16

Romania

9,7
11,3
7,7
10,2
2,6
0,8
1,6
18,5
2,5
10,5
6,1
9
9,6

Italia

9
10,1
8
12,7
3,2
0,8
1,7
20,8

15,7

13,1

Franta

10,8
11,3
9,4
12,1
3,5
0,8
16,8
1,2
11,9
3,7
11,2
2,2

Germania

11,1
10,6
13,2
12,6
3,3
1
0,9
19,5
1,9
12,9
3,1
14,2
2,4

Serbia

10,3
10,9
9
9,1
3,1
0,4
1,1
16,9
1,9
13,2
5,4
9,8
10,9

Turcia

3,6
9,6
13,1
11,7
0,2
6,8
0,6
35,4
0,4
6,2
4,3
5,4
2,7

Bulgaria

6,4
8,2
12,7
6,4
4,5
0
0
23,7

13,6
1,8
5,4

17,3



Distributia alelelor HLA-DRB1 in cele 4 regiuni istorice ale Romaniei

Alele Pop. Generala Banat Moldova Transilvania Muntenia
DRB1*01 9,7 12,7 7,8 10,7 9
DRB1*03 11,3 11,2 10,4 13 10,7
DRB1*04 7,7 8,1 10,1 3,3 9
DRB1*07 10,2 10,5 8,6 14,4 8,2
DRB1*08 2,6 1,8 4,1 3,7 1,3
DRB1*09 0,8 - 0,7 1,5 0,6
DRB1*10 1,6 2,9 0,7 2,2 1,3
DRB1*11 18,5 16 16,4 18,5 20,8
DRB1*12 2,5 3,5 4,1 2,2 1,4
DRB1*13 10,5 9,4 11,2 10,4 10,6
DRB1*14 6,1 4,4 5,6 7,4 6,2
DRB1*15 9 4,6 12,7 7,4 9,7

DRB1*16 9,6 14,9 7,5 5,2 11,4
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Concluzii

» |In Romania, cele mai frecvente alele (>10%) sunt:
" HLA-A: A*02 (31%), A*01 (10.7%) si A*24 (12.8%);
= HLA-B: B*35(16%), B*18(11%);
= HLA-DRB1: DRB1*11, DRB1*03 si DRB1*13;
» In Transilvania, A*01 are cea mai mare frecventa (21,2%) iar DRB1*04 are cea

mai scazuta frecventa (3,3%), statistic semnificativa (p<0.05), daca comparam cu
alte tari Europene si cu celelalte regiuni din Romania;

» B*52 are o frecventa crescuta in Banat (6,2%) si pare sa fie valoarea maxima
comparativ si cu alte tari europene;

» Italia, Franta, Germania, Serbia, Romania formeaza un cluster unitar diferit
semnificativ statistic de clusterul format de Turcia si Bulgaria

» In Romania se diferentiaza doua clustere: [Muntenia & Moldova] versus [Banat si
Transilvania]
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Concluzii

» Analiza diferenteleor genetice dintre populatia Romaniei si alte populatii
europene caucazoide concorda cu ipoteza originii europene a romanilor;

» In viitor, cu siguranta, populatiile europene vor deveni mult mai polimorfe din
punct de vedere al distributiei alelelor HLA;

» Studiul permanent si rezultatele obtinute privind distributia alelelor HLA au o
importanta deosebita in stabilirea strategiilor de tipizare HLA in cadrul
Registrului National al Donatorilor Voluntari de Celule Stem, in sustinerea
efortului de a gasi donatorul cu cea mai buna histocompatibilitate pentru
pacientii aflati pe listele de asteptare pentru transplant;
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Celulele Natural Killer (NK)

e Sunt limfocite mari, granulare, derivate din maduva osoasa (5-15% in sangele
periferic).

* Exercita un efect de citotoxicitate directa, independenta de antigen, prin
intermediul granzimei si perforinei.

e Cand sunt activate secreta citokine proinflamatorii: IFN-y, TNF-a, GM-CSF.

* |FN-y — citokina marker a celulei NK:
» Induce un Rl de tip Thl
» Activeaza macrofagele , APC
» Efect antiproliferativ pe celulele infectate viral si pe celulele tumorale.

* Fenotipic: CD3-, CD56+, CD16%
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Receptorii celulelor NK - receptorii KIR

2 familii de receptori = cu efecte activatoare si inhibitoare
» killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR)
» killer cell lectin-like receptors (KLR)

14 tipuri de receptori KIR, denumiti in functie de numarul de domenii
extracelulare si de lungimea fragmentului intracitoplasmatic: KIR2DL1, 2DL2,
2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DS1, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4 si 2DS5.

Locusul KIR se gaseste pe cromozomul 19, in cadrul complexului LRC
(Leukocyte Receptor Complex)

2 haplotipuri:
» Grup A: format din aceleasi gene - KIR3DL3-2DL3-2DP1-2DL1-3DP1-
2DL4-3DL1-2D54-3DL2

» Grup B: contine gene variate, diferite de cele din haplotipul A
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Genele KIR

* Frecventele celor 2 haplotipuri variaza in diferite grupuri populationale:
» Caucazieni si africani - cele 2 haplotipuri sunt relativ egale
» Nordul Asiei (China, Japonia, Coreea) — predomina haplotipul A

» Nativi din India, Australia, America — predomina haplotipul B

* Pe langa diversitatea haplotipurilor, fiecare gena KIR prezinta polimorfism al
secventei de nucleotide - identificate 224 alele KIR

» Genele inhibitorii sunt cele mai polimorfe (KIR3DL1 are 46 de variante)
» Genele activatoare sunt in general conservate

* Polimorfismele alelice sunt situate in regiunea unde receptorul vine in contact
cu ligandul specific
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Liganzii receptorilor KIR

Liganzii receptorilor KIR sunt moleculele HLA cls. | .
* Receptorii din grupul KIR2D recunosc in general molecule HLA-C
» KIR2DL1 recunosc HLA-C care are Lys in pozitia 80 (grupul C2 -Cw*02/04/05/06/15)
» KIR2DL2 si 2DL3 recunosc HLA-C care are Asp in pozitia 80 (grupul C1 -Cw*01/03/07/08)

» Semnalul inhibitor transmis de KIR2DL2/3 este mult mai slab decat cel transmis de
KIR2DL1.

» KIR2DL4 se leaga la moleculele HLA-G

* KIR3DL1 se leaga la epitopul Bw4 care este prezent pe 40% din moleculele HLA-B si pe unele
molecule HLA-A (A23, 24, 25, 32)

* KIR3DL2 recunosc alte molecule HLA-A (A3 si A11)

 Liganzii celorlalti receptori KIR inhibitori si a celor activatori nu sunt pe deplin cunoscuti
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Diversitatea combinatiilor genotipurilor KIR-HLA

* Deoarece genele KIR se gasesc pe cr. 19 iar genele HLA pe cr. 6, transmiterea
acestor gene catre descendenti se face in mod independent => o mare
diversitate de perechi KIR-HLA.

* Celulele NK de indivizii homozigoti AA, exprima max 4 receptori inhibitori
(2DL1, 2DL3, 3DL1 si 3DL2) si 1 receptor activator (2DS4).

* Indivizii cu haplotipuri AB sau BB, exprima maxim 5 receptori inhibitori (2DL1,
2DL2, 2DL5, 3DL1 si 3DL2) si 2-6 receptori activatori.

* Functionarea receptorilor inhibitori depinde de disponibilitatea liganzilor lor
specifici = cei mai multi indivizi poseda liganzi pentru 2-3 receptori KIR
inhibitori (20% din indivizi poseda doar o pereche KIR-HLA inhibitorie.
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* Persoanele la care predomina un repertoriu KIR-HLA inhibitor
sunt mai protejate in ceea ce priveste bolile autoimune dar sunt
mai susceptibile la infectii si neoplazii.

* Persoanele la care predomina un repertoriu KIR-HLA activator
sunt mai susceptibile la boli autoimune dar mai protejate fata
de infectii virale sau cancere.
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Implicatiile clinice ale interactiunii KIR-HLA
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KIR in transplantul medular (TM)

* In TM haploidentic, studiile au evidentiat un posibil rol al celulelor NK in
medierea efectului antileucemic, reducerea severitatii GVHD si cresterea
supravietuirii postTx.

* Dupa TM, celulele NK reconstituite provin din celulele stem ale donatorului =>
receptorii KIR ai donatorului si liganzii HLA ai primitorului vor determina gradul
de aloreactivitate al celulelor NK.

» Primitorii care prezinta mai multe combinatii receptor-ligand inhibitorii
dezvolta forme mai usoare de GVHD.

» Primitorii care prezinta mai multe combinatii receptor-ligand activatorii
prezinta un efect mai mare de GVT.
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KIR in transplantul de organ solid (TOS)

* Celulele NK nu sunt afectate de tratamentul imunosupresor administrat in
TOS.

e Celulele NK recunosc si reactioneaza fata de alogrefa prin 3 mecanisme:

1. Recunoasterea “missing-self” — daca alogrefa nu exprima liganzi HLA
pentru receptorii KIR inhibitori ai primitorului, celulele NK se vor
activa si elibereaza granule citolitice.

2. Recunoasterea “induced-self” — alogrefa poate exprima proteine de
stress care sa functioneze ca liganzi pentru receptorii KIR activatori.

3. Citotoxicitate mediata de anticorpi (ADCC) — celulele NK poseda
receptori pentru capatul Fc al 1gG.



* ¥

* * 2
* »* P
* o4k —t /!
UNIUNEA = URO-EANA : Instrimeniy SYucturak
JNE ) o

Proiect cofinantat din FONDUL SOCIAL EUROPEAN prin Programul Operational Capital Unsan 20142020 Axa pricritard 4 Incluziunea socialll % combaterea sificici - Obiectiv specific: 4.8 - ImbunZtiTrea nivelului de competen®
al profesioni Miloe din sectorul medical
Titha prosectulus: Formarea PROfestonala a personalubui medical in GENetica medicala- PROGEN - SMIS 107623
Contract POCU: 91/4'8/107623/08.12.2017
INSTITUTUL CLINIC FUNDENI

KIR In infectil

* |In infectia HIV, pacientii homozigoti pentru HLA-Bw4, prezinta
o evolutie prelungita a bolii, cu scaderea lenta a nr de celule T
CD4+ si progresie mult mai lenta catre SIDA.

* In infectia VHC, homozigotismul pentru KIR2DL3 si ligandul sau
HLA-CAsn80, confera protectie fata de cronicizarea infectiei,
mai ales daca inoculul a fost mic.
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Concluzii

* Celulele NK sunt mai mult decat simpli “ucigasi”, fiind implicate in controlul si
clearence-ul celulelor tumorale si a celulelor infectate viral, in reglarea Rl inascut, in
rejet, autoimunitate si mentinerea sarcinii.

* Celulele NK utilizeaza diferiti receptori KIR inhibitori si activatori pentru a deosebi
celulele sanatoase de cele bolnave.

* Functiile efectorii ale celulelor NK depind de numarul si tipul receptorilor KIR
exprimati si de disponibilitatea liganzilor specifici, tinand cont ca genele KIR si
genele HLA sunt localizate pe cromozomi diferiti si se transmit independent => o
mare varietate de combinatii KIR-HLA care va determina susceptibilitatea sau
rezistenta la anumite boli a unui individ .

* Receptorii KIR inhibitori recunosc molecule HLA de cls. I.

* Receptorii KIR activatori recunosc proteine asociate cu infectiile virale sau cu
neoplaziile.
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* In ultimii ani, progresele obtinute in studiul moleculelor suprafetelor celulare si al
imunologiei au deschis noi concepte privind rolul structurilor de la suprafata celulelor
in desfasurarea raspunsului imun.

» Clasic, interactiunea dintre imunologie si genetica incepe din momentul in care o mare
varietate de aloantigene devin potential imunogene la un individ anume.

* De ex., la o persoana Rh- (D-, c-) antigenul D este mult mai imunogen decat antigenul c.

e Pattern-ul familial privind susceptibilitatea |a agenti infectiosi sugereaza ca
rezistenta/susceptibilitatea sunt caracteristici mostenite.

* Mai multe gene sunt implicate in controlul susceptibilitatii/rezistentei la boala.

* In prezent, datorita progreselor facute in ceea ce priveste tehnicile de analiza a genelor,
studiile au permis identificarea  genelor potential implicate dar rolul lor in
susceptibilitatea |la boala nu este inca pe deplin clarificat.
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Recunoasterea antigenelor non-self

 Moleculele de la suprafata celulelor imune joaca un rol crucial in
recunoasterea antigenelor non-self si in reglarea raspunsului imun.

e Receptorul pentru antigen al limfocitului B este molecula de
imunoglobulina — recunoaste direct antigenul

* Receptorul pentru antigen al limfocitului T este TCR (T Cell Receptor)
— recunoaste antigenul numai daca acesta este prelucrat de catre
APC si prezentat in asociere cu moleculele CMH = conceptul de
restrictie CMH

> LT CD4+ X HLA cls I
> LT CD8+ X HLA cls |
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Imunoglobulinele

Heavy Ag-binding site

Light chain
chain

e Secretate de catre LB

* 5izotipuri (IgA, 1gG, I1gM,
IgD, IgE)

e Formate din 2 lanturi
grele (detip a, vy, o, |, €)
si 2 lanturi usoare (k, A),
unite prin punti
disulfidice

* Specificitatea
anticorpilor este data de
structura lor la nivelul
zonei variabile.

(in IgM and IgE)

Immunoglobulin structure
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Rearanjamentul genelor de Ig

Germline configuration:

V-segments D-segments J-segmenls Constant region

(1) D to J recombination \\

MMR /

(2) V to DJ recombination Eh“aﬁ/

* 44 segmente V (variable), 27 segmente D (diversity), 6 segmente J (joining)

* 3x10!! combinatii posibile

e Rearanjamentul este catalizat de 2 enzime Recombination Activating Genes: RAG-1
si RAG-2
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Receptorul pentru antigen al celulei T (TCR)

Alpha ' Beta
chain | | chain

T

¢ 9

o |l

-

Dsufdebidge -» f—
NI ey
0

Cr—

l

Variable region “V"

Constant region “C"

AERRRARATARRARRNANRN I 1‘1’
Transmembrane reglon

Cytoplasmic tail

Heterodimer format din doua
lanturi: aff sau yé

Ambele lanturi au o regiune
variabila (V) si o regiune
constanta (C)

Regiunea V contine regiunile
hipervariabile care determina
specificitatea fata de antigen

Fiecare clona de celule T
exprima receptori cu o singura
specificitate
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Rearanjamentul genelor TCR

e Variantele multiple de TCR rezulta printr-un mecanism de rearanjament al
genelor TCR

* Se desfasoara in timus

* Aceleasi enzime, RAG-1 si RAG-2, sunt utilizate pentru rearanjamentul TCR
casilalg

* Spre deosebire de Ig, la care functia biologica este dependenta de izotip
care este determinat de structura regiunii C (conservate) a lanturilor grele,
TCR are doar rolul de a recunoaste antigenul => regiunea C a lanturilor a si
B ale TCR este mult mai simpla si are rol doar de ancorare a receptorului la
suprafata celulara.

* Gena lantului a are doar regiunile V, J si C, in timp ce gena lantului B are si
regiunea D.
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Mecanisme de generare a variabilitatii g si TCR

 Rearanjamentul genelor incepe la intamplare pe unul dintre
cromozomi, intai pentru lanturile grele si apoi pentru lanturile usoare,
pe acelasi cromozom sau pe celalalt.

 Combinatii aleatorii ale segmentelorV, D, J, C

* N-addition (“N” number of random nucleotides) — adaugarea la
intamplare de nucleotide intre 2 fragmente de gene, sub influenta Tdt
(Terminal deoxynucleotidyl transferase) = risc de generare a unui
codon STOP => rearanjament neproductiv 2 moartea celulei.

* Hipermutatie somatica care apare numai in cazul Ig.
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Haplotipurile MHC influenteaza raspunsul imun la un antigen

* Studiile efectuate pe linii de soareci au demonstrat ca factorii genetici au un
rol important in raspunsul imun.

* Liniile de soareci cu haplotipuri MHC diferite au capacitati diferite de a
produce anticorpi specifici fata de un antigen. Aceasta functie depinde de
moleculele MHC de clasa a ll-a si este specifica pentru fiecare antigen.

* Topologia situsului de legare a peptidului antigenic la nivelul moleculei MHC
depinde in mare parte de secventa de aminoacizi care formeaza acest situs,
iar aceasta secventa variaza de la un haplotip la altul.

e Structura lantului peptidic si complementaritatea lui cu situsul de legare al
moleculei MHC determina in final care peptid se leaga la un anume antigen
HLA.
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Haplotipuri HLA protectoare in infectil

e HLA-B*53:01 si HLA-DRB1*13:02 — scad riscul formelor severe de
malarie

e HLA-DRB1*13:02 — creste clearence-ul VHB = risc mai mic de
cronicizare a infectiei.

 HLA-A*02 — reduce riscul de dezvoltare a bolii ca urmare a infectiei cu
HTLV-1. Incarcatura virala a fost considerabil mai mica la persoanele cu
HLA-A*02 si s-a corelat si cu un numar crescut de celule T citotoxice
virus-specifice.

* Heterozigotismul la nivelul MHC de clasa | dar cu absenta alelelor HLA-
B*35 si HLA-C*04 se asociaza cu o evolutie mai buna in infectia HIV.
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Gene non-HLA care moduleaza raspunsul imun-1

* Aceste gene sunt localizate in afara regiunii MHC, sunt mai putin polimorfe si
de aceea contribuie mai putin la variatiile privind susceptibilitatea la o boala.
Totusi efectele lor se vad boli autoimune, alergii sau infectii.

Sistemul complement
* Deficiente ale C1q, Clr si Cls — predispozitie pentru LES si nefrita lupica
* Deficiente ale C3 — susceptibilitate crescuta la infectii bacteriene

* Deficiente ale C2, C3, C4 — predispozitie pentru boli cu complexe imune.
Deficienta de C2 in forma homozigota este cea mai frecventa deficienta a
sistemului complement asociata cu lupus
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Gene non-HLA care moduleaza raspunsul imun-2

Citokinele

* Polimorfisme ale genelor ce codifica receptori de citokine se coreleaza cu o
susceptibilitate crescuta la infectii, imunodeficiente sau boli inflamatorii.

» Starea clinica este dependente de care gena citokina este afectata:

» Mutatii in gena IL-7R determina deficiente ale lantului y al receptorului,
lant care este, in acelasi timp, un component si al receptorilor pentru IL-2,
IL-4, IL-7, IL-9 si IL-15 => afecteaza numarul si activarea LT si a celulelor NK
=> impact pe functia celulelor B.

» Mutatii in gena IFN-yR sau IL-12R se asociaza cu susceptibiliate crescuta la
infectii cu micobacterii
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Gene non-HLA care moduleaza raspunsul imun-3

Citokinele

 Mutatii in regiunea promoter a genelor citokinelor influenteaza nivelul de
expresie a acestora = astfel de polimorfisme se asociaza cu riscul de aparitie a
unor boli autoimune dar si cu susceptibilitatea la infectii

» Polimorfisme in regiunea promoter a TNFa au fost observate in cazuri cu malarie
cerebrala

* Unele gene pot influenta susceptibilitatea la o anumita infectie dar nu prin
afectarea RI:

» CCR-5 este un co-receptor utilizat de virusul HIV -1 pentru a patrunde in macrofage.

» Mutatii care inactiveaza acest co-receptor au fost observate la unii indivizi cu origini
europene =2 homozigotii pentru aceasta mutatie sunt foarte rezistenti la infectia HIV
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Concluzii

Multiple gene implicate in raspunsul imun influenteaza
susceptibilitatea la infectii sau boli autoimune

Defectele genetice se insotesc deseori de o depreciere serioasa
a sistemului imun

Un polimorfism functional este evident in mod particular la
nivelul genelor CMH de clasa I si a ll-a

Rol important au si polimorfismele in structura sau in expresia
si a altor multiple gene non-HLA



PeCy Formarea fesionala a personalului
4C din sistemul medical din Romania in

Proiect cofinantat din Fondul Social European prin Programul Operational CAPITAL UMAN 2014 - 2020 etl cam ed ICa I a

PROGEN - SMIS 107623

CMH si transplantul



A( |
POCU -f/

Instrimeniy SYucturak
29200

UNIUNEA =URONEANA

Proiect cofinantat din FONDUL SOCIAL EUROPEAN prin Programul Operational Capital Unsan 20142020 Axa pricritard 4 Incluziunea socialll % combaterea sificici - Obiectiv specific: 4.8 - ImbunZtiTrea nivelului de competen®
al profesioni Miloe din sectorul medical
Tithdl prosectului: Formarea PROfestonala a personalului medical in GENetica medicala- PROGEN - SMIS 107623
Contract POCU: 91/4'8/107623/08.12.2017
INSTITUTUL CLINIC FUNDENI

Introducere

O limitare majora in transplantul de organ solid (TOS) sau de celule stem
hematopoetice (CSH) este disponibilitatea donatorilor potriviti din punct de
vedere genetic.

* Pe parcursul dezvoltarii, sistemul imun al unei persoane recunoaste
componentele normale ale organismului ca self si dezvolta toleranta fata de
moleculele MHC self exprimate pe suprafata celulelor.

* In cazul unui transplant, sistemul imun al primitorului va genera anticorpi
fata de antigenele HLA ale donatorului ceea ce duce la distructia /rejetul
tesutului transplantat.

e => cea mai buna optiune este un donator care este identic HLA cu
primitorul.
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TIPURI DE TRANSPLANT

TRANSPLANT DONATOR/RECEPTOR
Singeneic lzogrefa Identici genetic (gemeni identici)
Alogeneic Alogrefa Membrii ale aceleiasi specii,

neidentici genetic

Xenogeneic Xenogrefa Apartin unor specii diferite
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Rolul potrivirit HLA In
transplantul medular
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Introducere

* Primele proceduri de transplant medular au fost efectuate in cazuri cu
sindroame de imunodeficienta.

* In prezent are mai multe indicatii: aplazii medulare, sdr. mielodisplazice, boli
ereditare ale eritrocitelor (talasemii, hemoglobinopatii), boli maligne
hematologice (leucemii acute/cronice, limfoame), tumori solide, boli
metabolice.

e >20.000 de transplanturi sunt raporate anual in registrele internationale
e Surse de celule stem:

» donatori inruditi identici HLA sau haploidentici

» donatori neinruditi HLA identici

» sange din cordon ombilical.
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Selectia donatorilor

e Cel mai probabil, un donator compatibil este gasit printre membrii familiei

* Se recomanda tiparea HLA pentru toate 6 locusurile (A, B, C, DRB1, DQB1,
DPB1) a tuturor membrilor familiei (parinti si frati) pentru stabilirea
haplotipurilor si a identitatii HLA.

e Sansa de a gasi intre frati, un donator compatibil HLA 100%, este de 25%, iar
un donator haploidentic 50% -> toti pacientii au parintii sau copiii
haploidentici.

* In cazul casatoriilor intre consanguini exista sanse crescute ca parintii si
copiii sa fie compatibili 100%.

* Fratii HLA identici raman donatorii alogeneici ideali.
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Selectia donatorilor

 Situatii in care o aparenta identitate HLA se dovedeste falsa:

1. Unul sau amandoi parintii sunt homozigoti pentru anumite alele HLA pe
care le-a mostenit pacientul.

2. Homozigotism aparent la tipare HLA de rezolutie joasa.

3. Recombinari genice

4. Posibila paternitate alternativa, cand amandoi tatii, din intamplare, au
alele identice pe anumite locusuri.

* Un pattern neobisnuit a fost observat in familiile pacientilor leucemici =2 o
frecventa mai mare a fratilor sanatosi HLA identici intre ei.

* Pentru pacientii care nu au un frate compatibil, testarea HLA trebuie exinsa la
verii de gradul |.
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Selectia donatorilor neinruditi

* Donatori din registrele internationale

* Probabilitatea ca 2 indivizi neinruditi sa aibe acelasi genotip este de 1 |la 150
milioane.

* Probleme mari sunt cand pacientii apartin unor grupuri etnice minoritare sau
provin din etnii mixte si au alele/haplotipuri HLA rare.

* 1973 - primul TM de succes de la donator neinrudit.

* 1974 — primul registru al donatorilor voluntari de maduva osoasa: Anthony
Nolan Bone Marrow Trust in UK — 682.825 donatori

* National Marrow Donor Program (NMDP) in SUA este cel mai mare registru —
19 mil. Donatori inregistrati + 249.000 unitati de sange din cordon ombilical.

e Registrul Roman — 54.563 donatori, 175 transplanturi intermediate
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Rolul potrivirit HLAIn TM

* ~30% din pacienti gasesc un donator compatibil in cadrul familiei
e 70-80% din pacienti gasesc un donator compatibil in registre

— Se efectueaza si transplanturi cu 1-2 mismatch-uri HLA
» Mismatch la nivelul HLA cls. | -> asociat cu lipsa grefarii

> Mismatch la nivelul HLA cls. | -> asociat cu risc crescut de GVHD acut

e Aceste riscuri sunt independente de alti parametri cunoscuti care pot influenta
evolutia posttransplant: varsta, sex, statusul CMV, boala de baza, etc.

* O analiza univariata -> supravietuirea cumulata la 3 ani:
> 45% -0 MM
> 31%-1 MM

» 23%->1MM
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studiate lan 5 ani
0 MM 1840 52% 37%
1 MM 985 43% 29%
2 MM 633 33% 22%
3 MM 275 0% 0%
4 MM 91 0% 0%

Efectul mismatch-ului HLA asupra supravietuirii

Petersdorf EW, C Anasetti, PJ Martin, et al. Limits of HLA mismatching in unrelated
hematopoietic cell transplantation. Blood 2004;104:2976-80.
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Mismatch-ul HLA-DP

* Potrivirea locusului DP a fost luata in considerare mult mai tarziu, din
momentul in care a fost posibila tiparea HLA prin metode de biologie
moleculara.

* Legatira stransa care exista intre locusurile DR si DQ nu este la fel de
evidenta si pentru locusul DP => multe perechi potrivite la nivelul locusului
DRB1, prezinta mismatch-uri la nivelul locusului DPB1.

» Studiu efectuat la Anthony Nolan Trust pe 423 perechi = dintre perechile
compatibile 100% la nivelul locusurilor A, B, C, DRB1 si DQB1, numai 29%
au fost compatibile si DPB1.

e Mismatch-ul HLA-DPB1 se asociaza cu risc crescut de GVHD acuta severa
dar cu un risc scazut de recadere a bolii.
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Genotiparea HLA antenatala

* Genotiparea se face din ADN obtinut din biopsia vilozitatilor
coriale in saptamana 10 de gestatie.

* Screening-ul antenatal permite:

»identificarea mutatiilor talasemice 2> poate influenta
alegerea tratamentului si data transplantului

»|dentificarea unui frate potential donator si planificarea
stocarii de sange din cordonul ombilical.
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Rolul potrivirii HLA in transplantul renal

* Pe langa potrivirea HLA, in TOS este foarte important tipul donatorului: viu sau in
moarte cerebrala.

e Avantajele donatorului viu:
» Potrivire HLA cat mai buna

» Suficient timp pentru a efectua toate testele de compatibilitate sau pentru a
efectua proceduri de desensibilizare in cazul unor pacienti imunizati.

» Timpul de ischemie rece mult redus

* Tiparea HLA se face la nivel de rezolutie joasa/medie = se recomanda o potrivire de
cel putin 50%.

* Cel mai important este potrivirea la nivelul locusurilor A, B, DRB1: potrivirea HLA-B
este mai importanta decat potrivirea HLA-A.

* Mismatch-urile HLA-C, DQB1, DPB1 au un impact mai mic pe evolutia postTx
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Rolul potrivirii HLA in transplantul cardiac (TC)

* Impactul potrivirii HLA in transplantul cardiac este acelasi ca in transplantul
renal

* Este mai dificil de aplicat aceleasi reguli in practica clinica:

1. Lista de asteptare in TC nu este suficient de mare pentru a realiza o
strategie de matching efectiva

2. Timpul de ischemie rece tolerat de inima este de 4 (max 6h)
3. Este mai importanta potrivirea marimii cordului

4. Statusul clinic al primitorului decide pozitia pe lista de asteptare
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Rolul potrivirii HLA in transplantul hepatic (TH)

* In transplantul hepatic, testarea histocompatibilitatii joaca un rol redus in
selectarea unui primitor pentru un donator anume

e Potrivirea HLA de clasa | poate creste semnificativ supravietuirea grefei la
primitor

* In tesutul hepatic, antigenele HLA de clasa | se gasesc numai la nivelul
epiteliului biliar, nu si in hepatocite

* Antigenele HLA de clasa Il se gasesc la nivelul celulelor Kuffer si celulelor
endoteliale

* Anticorpi citotoxici
e Crossmatch - un cross-match pozitiv este asociat cu episoade de rejet precoce.

 Marimea alogrefei este importanta: >0.8% din greutatea primitorului
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Alorecunoasterea
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Alorecunoasterea mediata de limfocitele B

* LB sunt responsabile cu Rl umoral.

* Anticorpii anti-HLA donor-specifici se asociaza cu rejetul alogrefei (rejet
hiperacut, acut sau cronic).

* Foarte important: primitorul va dezvolta anticorpi numai impotriva epitopilor
care care nu sunt prezenti pe antigenele HLA proprii.

e Situatii care se insotesc de imunizarea anti-HLA:
» Sarcina/avorturi in luna mare
» Transfuzii

» Transplant in antecedente
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Alorecunoasterea mediata de limfocitele T CD8 +

e LT CD8+ sunt celule citotoxice care recunosc molecule HLA de cls. I.

* O molecula HLA provenita de la donator, chiar daca este identica cu a
primitorului, poate deveni imunogena daca ea contine peptide derivate din
proteinele prezente la donator (atg. minore de histocompatibilitate).

* Cu cat moleculele HLA ale donatorului si primitorului sunt mai asemanatoare
structural (diferente de 1 aminoacid) cu atat raspunsul T citotoxic este mai
puternic, pe cand o molecula HLA cu multipli epitopi diferiti s-ar putea sa nu
determine niciun RI.

» Acest paradox s-ar datora procesului de selectie pozitiva din timpul dezvoltarii
timice a LT => daca o molecula alogena este foarte diferita de moleculele self,
individul probabil ca nu are in repertoriul sau celule T cu receptori specifici
pentru aceste molecule straine.
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Alorecunoasterea mediata de limfocitele T CD4 +

» Activarea celor 2 tipuri de celule efectorii (LB si LT citotoxice) este dependenta de celulele T
helper CD4+.

* LT CD4+ reactioneaza fata de moleculele HLA de cls. Il care sunt exprimate in principal pe
APC.

* Exista 2 tipuri de alorecunoastere: directa si indirecta
Alorecunoasterea directa

* LT CD4+ ale primitorului recunosc moleculele HLA de cls. Il integre ale donatorului
prezentate direct de catre APC ale donatorului

e Apare in primele luni postTx.
Alorecunoasterea indirecta
e Apare mai tarziu dupa Tx

* Moleculele HLA ale donatorului sunt captate si procesate de catre APC ale primitorului si
apoi prezentate sub forma de peptide antigenice catre LT CD4+



Raspunsul imun al gazdei contra alogrefei

Alorecunoastere directa Alorecunoastere indirecta
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Alorecunoasterea mediata de celulele NK
* Alorecunoasterea mediata de celulele B si T implica recunoasterea moleculelor HLA straine.

* Celulele NK reactioneaza pe baza unui alt mecanism de alorecunoastere bazat pe absenta
moleculelor HLA proprii (“missing self” model).

* Anumite molecule HLA de clasa | sunt liganzi pentru receptorii KIR de la suprafata celulelor NK
— in mod normal celulele NK sunt inhibate de moleculele HLA proprii.

2DL1 HLA-C (Cw2, 4, 5, 6)
2DL2, 2DL3 HLA-C (Cw1, 3, 7, 8)
3DL1 HLA-Bw4

3DL2 HLA-A3/A11

* Daca receptorii KIR nu se asociaza cu moleculele HLA self, ei determina activarea celulelor NK
=> liza celulelor tinta.



POl w
ot 4
— /
Instrumeniy Syucturak
29800

Proiect cofinantat din FONDUL SOCIAL EUROPEAN prin Programul Operational Capital Unsan 20142020 Axa pricritard 4 Incluziunea socialll % combaterea sificici - Obiectiv specific: 4.8 - ImbunZtiTrea nivelului de competen®
al profesioni Milor din sectorul medical
Titlul prosectulur: Formarea PROfestionala a personalului medical in GENetica medicala- PROGEN - SMIS 107623
Contract POCT: 91/4'8/'107623/08.12.2017
INSTITUTUL CLINIC FUNDENI

Rolul aloreactivitatii celulelor NK in TM

e 2002 — studiu condus de Velardi si Perugia — pacientii cu LAM care au
primit TM de |la un donator haploidentic cu posibila aloreactivitate NK, au o
rata de supravietuire la 5 ani de 60%, in timp ce primitorii care au primit
TM de la donatori fara potentiala aloreactivitate NK au avut o rata de
supravietuire de numai 5%.

e Supravietuirea mai mare s-a datorat incidentelor semnificativ mai mici a
recaderilor de boala, rejetului si GVHD.

* Aceste efecte nu au fost observate si in cazul LAL. Se presupune ca
incapacitatea celulelor NK de a distruge celulele limfoblastice maligne s-ar
datora lipsei de pe suprafata acestora a unor molecule ligand acesorii, cum
ar fi ICAM-1.
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Monitorizarea posttransplant a anticorpilor anti-HLA

* Cu toate ca supravietuirea pe termen scurt a alogrefei in cazul TOS ajunge la 88-90% in
primul an postTx, episoadele de rejet acut nu pot fi evitate - > majoritatea sunt mediate
umoral = anticorpi anti-HLA specific donatorului.

* Evidentierea depozitelor de C4d la ex histochimic al biopsiilor renale = marker al
rejetului acut.

* Monitorizarea anticorpilor anti-HLA = test util de diagnostic si identificare a primitorilor
cu rejet acut si cu risc de disfunctie precoce de grefa.

* Celulele endoteliale sunt tintele principale ale acestor anticorpi.

 Criteriile de definire a rejetului acut sunt:
» Manifestari clinice de disfunctie de grefa (cresterea nivelului de creatinina)
» Depozite de C4d

» Prezenta de atc circulanti donor specifici (DSA)
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Mecanismele rejetului acut

* Legarea anticorpilor la moleculele HLA de pe suprafata celulelor endoteliale,
determina leziuni ale alogrefei prin mai multe mecanisme, majoritatea
dependente de complement:

Formarea complexului de atac al membranei

Recrutarea de celule inflamatorii de catre componentele solubile ale C.
(anafilatoxine).

Fagocitoza mediata de C.

Activarea celulelor endoteliale urmata de sinteza de citokine proinflamatorii (IL-1a,
IL-8, proteina chemotactica pentru monocite-1) => recrutarea de neutrofile si
monocite

Stimularea celulelor NK, macrofagelor si neutrofilelor prin intermediul receptorilor
pentru Fc al anticorpilor 2 Mcf. activate produc TNF-a si IL-1® care contribuie la
activarea celulelor endoteliale



Activare

Raspuns
inflamator

Celula endoteliala

.,-

Liza celulara

Mecanismele rejetului acut
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Rejetul cronic mediat umoral

* Rejetul cronic este o cauza majora de pierdere a alogrefei in TOS, care afectaeaza pana
la 40% din primitori in primii 5 ani postTx.

* Arterioscleroza la nivelul alogrefei, care duce la ocluzie vaselor = markerul rejetului
cronic.

* Criteriile de diagnostic a rejetului cronic:
» Manifestari clinice de disfunctie de grefa (cresterea nivelului de creatinina)
» Prezenta de atc circulanti donor specifici (DSA)
» Depozite de C4d

» Infiltrat inflamator cu celule mononucleare insotit de proliferarea intimei
arteriolelor

* Se presupune ca rejetul cronic se datoreaza legarii atc la moleculele HLA de cls. | de |la
nivelul celulelor endoteliale si a muschiului neted.
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Anticorpii non-HLA

e Existenta anticorpilor anti antigene non-HLA a fost sugerata de prezenta
rejetului acut in cazul transplantului intre frati HLA-identici.

» Caracterizarea acestor atc non-HLA este dificila = cei mai multi atc par sa fie
indreptati impotriva unor autoantigene ce apartin celulei endoteliale (sunt
denumiti si atc anti-celula endoteliala) dar si impotriva altor molecule:

» Receptorul de angiotensina de tip 1 (AT-1R)- legarea atc determina activarea unui
factor de transcriptie ce regleaza expresia unor gene inplicate in raspunsul
inflamator si in coagulare

> Vimentina -> atc anti-vimentina detrmina activarea celulelor endoteliale. In TC se
asociaza cu vasculopatia alogrefei cardiace.

» Moleculele MICA si MICB — mecanismul prin care actioneaza acesti atc nu este
cunoscut
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Concluzii

* Dezvoltarea atc anti-HLA postTx reprezinta principala cauza a rejetului cronic 2
influenteaza supravietuirea pe termen lung a alogrefei.

* In cazul TR, atc anti-HLA apar mult mai devreme decat cresterea creatininei
serice = Monitorizarea acetor atc este utila pentru diagnosticarea precoce a
pacientilor cu risc de rejet acut si initierea terapiei.

* Mecanismele de actiune ale acetor atc sunt in principal mediate de complement

 Complementul activeaza celulele endoteliale = sinteza crescuta de citokine
proinflamatorii.

 Atc non-HLA (anti-AT-1R, anti-vimentina sau anti-MICA/MICB) ar trebui
monitorizati deoarece contribuie la procesul de rejet
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Genetica DZ de tip |

Dz tip | este o boala in care celulele B pancreatice care produc insulina sunt distruse printr-un
mecanism autoimun.

* Dovezi ca DZ tip | are o baza genetica = rata de concordanta intre gemenii identici ajunge pana la
70% si este mult mai mare decat intre gemenii neidentici.

 Studiile au aratat ca genele locusurilor HLA sunt cele care induc cea mai mare susceptibilitate.

* Primele observatii au aratat ca alelele B*08:01 si B*15:01 sunt mult mai frecvent intalnite la
persoanele cu DZ tip | decat in populatia de control.

» Ulterior, odata cu descoperirea antigenelor HLA de clasa a ll-a, s-a vazut ca asocierea este mult
mai puternica cu HLA-DR3 si DR4, iar asocierea cu HLA-B apare secundar.

* Riscul relativ este mai mare la heterozigotii DR3, DR4 decat la homozigotii DR3,DR3 sau DR4,DR4.

* DQS8 a fost observat in asociere cu DR4. Secventierea genei DQB a aratat ca prezenta unui singur
AA, ac. aspartic, in pozitia 57 este protectiva pentru DZ, iar prezenta oricarui alt AA creste
susceptibilitatea la boala.



DR, DQ DRB1-DQB1 Asocierea cu DZ tip | “

DR4, DQ8
DR4, DQ8
DR4, DQ8
DR4, DQ7
DR4, DQ7
DR4, DQ2
DR3, DQ2
DR7, DQ2
DR7, DQY
DRS8, DQ8

DR4, DQ4

DR2, DQ1

04:05/01-03:02
04:04/07-03:02

04:03/06-03:02

04:08-03:04

04:01-03:04

04:05-02:01

03:01-02:01

07:01-02:01

07:01-03:03

08:01-03:02

04:04-04:02

15:01-06:02

susceptibilitate
susceptibilitate
protectie
susceptibilitate
protectie
susceptibilitate
susceptibilitate
protectie
protectie
susceptibilitate

susceptibilitate

protectie

crescut

scazut

scazut

crescut

intermediar

crescut

intermediar

scazut

crescut

intermediar

scazut

crescut
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GeneticaDZ de tip |

* Asocierea cu alelele DP:

» Haplotipul DPA1*01:03-DPB1*04:02 —> rol protector

» Haplotipul DPA1*01:03-DPB1*03:01 = creste riscul de boala
* Asocierea cu alelele HLA de clasa I: se pare ca au rol independent

»A*24:02/03 — asociat cu distructia accelerata a celulelor B si cu
progresia bolii

»A*24:07 — rol protectiv

»B*39:06 — asociat cu debutul bolii la varsta mai frageda
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Gene non-HLA asociate cu DZ tip |

* Rezultatele GWAS (14.000 bolnavi, 3.000 control) = genele INS, PTPN22, CTLA4,
IL2RA

* INS — este un VNTR localizat la nivelul genei insulinei (alelele scurte, cu 20-63
repetitii -> risc de 2x mai mare de DZ tip 1)

* Mecanismul prin care determina aparitia DZ nu este cunoscut, se presupune ca
afecteaza transcriptia genei insulinei si a genei factorului de crestere insulin-like 2
(IGF2).

* CTLA4 — este un homodimer exprimat pe suprafata LT activate cu rol in reglarea
functiilor LT. Se leaga de moleculele CD80/CD86 de pe suprafata celulelor
prezentatoare de antigen si induce scaderea sintezei de IL-2.

» gena se gaseste pe cr. 2 -> prezenta G in locul A in pozitia 49 a genei se
asociaza cu susceptibilitate de boala

* IL2RA (Receptorul de IL-2)
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Gene non-HLA asoclate cu DZ tip |

 PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, nonreceptor type 22) — este o gena
localizata pe cr. 1 ce codifica o fosfataza cu rol in reglarea activarii limfocitelor T.

» Substitutia C1858T in codonul 620 se asociaza cu risc de DZ tip I. Aceasta
substitutie nucleotidica determina la nivel de proteina inlocuirea Arg cu
Triptofan => modificari structurale la nivelul situsului activ al proteinei =>
raspuns imun exagerat => tendinta la autoimunitate

» Mutatii la nivelul acestei gene se intalnesc si in alte boli autoimune: artrita
reumatoida, LES, b. Graves

» Asociate cu risc crescut de dezvoltare a atc anti-GAD

e JL2RA (Receptorul de IL-2)

» 5 SNPs (rs11594656, rs2104286, rs3118470, rs41295061 si rs706778) par a
fi asociate cu DZ tip |
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Genetica DZ de tip I

* Boala cu determinism genetic?
» Frecventa mai mare la anumite grupuri etnice

» Agregarea familiala a bolii: riscul unui descendent de a face diabet este de
3,5x mai mare daca unul dintre parinti este diabetic si ajunge la 6,1 daca
ambii parinti sunt diabetici.

» Concordanta > 80% intre gemenii monozigoti comparativ cu 50% intre
gemenii dizigoti.

» Studiile sugereaza ca DZ tip Il este o boala poligenica si heterogena, in care sunt
implicate gene multiple si in diferite combinatii.

* Nu este bine demonstrat care este contributia relativa a fiecarei gene
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Genetica DZ de tip I

2 forme genetice de DZ tip Il:

 Formele monogenice: MODY (Maturity-Onset Diabetes
of the Young), diabetul neonatal, sdr. de rezistenta
severa la insulina

»Sunt forme rare, < 5% din totalul cazurilor de DZ tip I

* Formele poligenice
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MODY

e Este un tip de diabet non-insulino-dependent care se transmite
dominant autosomal si se manifesta la adulti tineri (< 25 de
ani) de conformatie slaba.

e Criteriile clinice:
» Debutul bolii inaite de varsta de 25 de ani
» Corectia hiperglicemiei fara insulina
» Absenta cetonuriei in evolutia bolii

»Transmitere AD la cel putin 3 generatii
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MODY

S-au identificat 6 gene MODY diferite:

1.

MODY 1 — mutatii in gena HNF4A de pe cr 20 care afectaeaza dezvoltarea si
funtiile celulelor B pancreatice

MODY 2 — mutatii in gena glucokinazei (GCK) de pe cr 7.
e Cca 20% din cazurile MODY
* Hiperglicemie usoara, stabila care rareori necesita tratament

MODY 3 — mutatii in gena HNF1A care afecteaza transportul si metabolismul
glucozei

* Se cunosc peste 300 de mutatii diferite

e Cel mai frecv tip de MODY, complicat de obicei cu retinopatie si nefropatie
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4. MODY 4 — mutatii in gena insulin promoter factor 1 (IPF1), factor de transcriptie
care regleaza transcriptia genei insulinei si induce dezvoltarea celulelor pancreatice

* Mutatii homozigote in exonul 1 al IPF1 -> agenezie pancreatica
5. MODY 5 — mutatii in gena HNF1B

* Rezistenta la insulina si pierderea celulelor B => hiperglicemie severa care nu
raspunde la sulfoniluree, cetoacidoza.

* Deoarece, in mod normal, HNF1B este foarte bine exprimat si la nivelul
rinichiului si ficatului, mutatiile genei se asociaza si cu disfunctii renale si
hepatice.

6. MODY 6 — mutatii in gena NEUROD1, care este importanta pentru dezvoltarea
pancreasului si transcriptia genei insulinei.

* Extrem de rar (numai cateva cazuri raportate)
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Formele poligenice de DZ tip |1

* De obicei e vorba de SNPs-uri care influenteaza expresia genei sau au ca
rezultat modificari in structura proteinei codate.

* Aceste polimorfisme sunt prezente si la persoanele sanatoase => variantele
genice se asociaza cu risc crescut de boala => determina susceptibilitatea la
boala, nu determina obligatoriu boala.

* Gena PPAR-y (Peroxisome Proliferator Activated Receptor-y) - este un factor
de transcriptie implicat in adipogeneza si metabolismul glucidic - mutatia
Prol2Ala

* Gena PC-1 (plasma cell glycoprotein 1) — afecteaza receptorul de insulina si
interfera cu semnalele insulinice.

» Mutatia K121Q se asociaza cu rezistenta la insulina si fenotip aterogenic
=> debut timpuriu al diabetului si risc crescut de infarct miocardic.
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Formele poligenice de DZ tip I

* Gena PGC-la (Peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-la) —
cofactor implicat in oxidarea acizilor grasi si gluconeogeneza

» Mutatia Gly482Ser -> activitate scazuta a PGC-1a -> rezistenta la insulina si
risc crescut de DZ tip |l
* Gena IRS-2 (Insulin Receptor Substrate-2) — rol in transmiterea semnalelor
insulinice
» Mutatia Gly1057Asp — risc scazut de DZ la indivizii slabi dar risc crescut la
indivizii obezi.
* Gena adiponectinei — rol in homeostazia glucozei si lipidelor
» 2 SNPs-uri, +45T/G | ex 2 si +276G/T in intronul 2, se asociaza cu DZ tip |l.

* Gena FTO (Fat mass and obesity-associated protein)
» Mutatiile rs9939609 T/A si rs7193144 C/T in intronul 1 se asociaza cu DZ tip Il



2.
3.
4
5

10.

1L
12,
13.
14.
15,
16.
17.

18.

PPAR g gene (Prol12Ala)

PPAR g gene (Prol2Ala)

PGC-1 & gene (Thr394Thr, Gly482Ser)
PGC-1 o gene (Thr394Thr)

PGC-1 i gene (Gly4825er)

PGC-1 i gene (Gly482Ser)

PC-1 gene (K121Q)
PC-1 gene (K121Q)
PC-1 gene (K121Q)
[RS-2 gene (Cly1057Asp)

IRS-2 gene (Gly1057Asp)

ICF712 gene ( rs7903146)

TCF7L2 gene ( rs7903146)

TCF712 gene (rs12255372; rs7903146)
TCF7L2 gene ( rs7903146)
Adiponectin gene

Adiponectin gene

Adiponectin gene

(+H45T/G; +276G/T)

FTO gene
FTO gene
FTO gene

CAPN10 gene

Lyssenko et al., 2005

Radha et al., 2006

Bhat et al,, 2007

Vimaleswaran et al., 2005; 2006
Liang et al., 2006

" Eketal, 2001

Bacci et al., 2005

Abate et al., 2005
Gonzalez-Sanchez et al., 2003
Bodhini et al., 2007a

Okazawa et al., 2003
Sanghera et al., 2008a
Chandak et al., 2007
Bodhini et al., 2007b
Grant et al., 2006
Vimaleswaran et al,, 2008
Stumvoll et al., 2002

Hara et al,, 2001;
Menzaghi et al., 2002;
Vasseur et al., 2002

Yajnik et al., 2009
Frayling et al,, 2007

Dina et al,, 2008,
Chang et al., 2008
Ling et al,, 2009

Prol2Ala polymorphism protective in Caucasians
Pro12Ala polymorphism not protective in south Asians
Associated with type 2 diabetes

Associated with type 2 diabetes and with body fat.

Associated with the development of insulin resistance and
7D

Associated with relative risk of type 2 diabetes in a European
population

Associated with insulin resistance/atherogenic phenotypes
Associated with type 2 diabetes

Has no significant impact on insulin sensitivity

D1057D genotype susceptible to diabetes by interacting with
obesity

It is not associated with p-cell dysfunction

Asseciated with type 2 diabetes in Asian Indians

Associated with type 2 diabetes

Associated with type 2 diabetes in Asian Indians

T allele of rs7903146 associated with an increased risk of T2D
+10211T->G Associated with type 2 diabetes

SNP 45 is associated with obesity in a German population
Significantly associated with T2D and adiponectin level in

Japanese population and with insulin resistance in some
Caucasian populations

Associated with type 2 diabetes in south Asian Indians
Associated with body mass index
Associated with obesity related traits

Associated with insulin secreting function
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Imunogenetica bolii celiace

* Boala celiaca este o afectiune a intestinului subtire determinata de de un raspuns
imun inadecvat la ingestia de gluten, caracterizata clinic prin malabsorbtie iar
histopatologic prin atrofie viloasa si infiltrat limfocitar in epiteliu si lamina propria.

* Componenta genetica puternica = rata de concordanta:
» 90% la gemeni monozigoti
» 20% la gemeni dizigoti
» 10% la rudele de gradul |

* Susceptibilitatea genetica este asociata puternic cu anumite alele HLA de clasa a Il-
a.

* In patogeneza bolii rol central au limfocitele T CD4+ - din mucoasa intestinala au
fost izolate LT CD4+ specifice pentru gluten.
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Imunogenetica bolii celiace

* 90-95% din pacienti exprima molecula HLA-DQZ2 formata dintr-un lant a codat
de alela HLA-DQA1*05:01 si un lant B codat de alela HLA-DQB1*02:01.

* 5-10% din pacienti exprima molecula HLA-DQ8 formata dintr-un lant a codat
de alela HLA-DQA1*03:01 si un lant B codat de alela HLA-DQB1*03:02.

* Riscul de a dezvolta boala celiaca este de 5x mai mare la homozigoti decat la
heterozigoti pentru DQ2.

* Prezenta antigenelor DQ2 si DQ8 este necesara dar nu suficienta pentru a
determina boala celiaca.

* DQ2 si DQ8 pot lega peptide derivate din gliadina numai daca acestea au fost
modificate enzimatic sub actiunea transglutaminazei tisulare
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HLA si spondilita ankilopoietica

1973 > se descopera asocierea intre HLA-B27 si spondilita ankilopoietica
(SA).

Exista variatii etnice/rasiale:
» 50% din pacientii afroamericani cu SA primara au HLA-B27

»90-95% din pacientii scandinavi cu SA primara au HLA-B27

Persoanele homozigote pentru HLA-B27 au risc de 3x mai mare de a
dezvolta SA decat heterozigotii.

Tiparea HLA-B27 nu trebuie facuta de rutina, ca test de diagnostic sau de
screening pentru SA la pacientii care prezinta dureri lombare sau artrita.
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HLA si spondilita ankilopoietica

* Prezenta HLA-B27 poate identifica persoanele cu risc crescut pentru SA dar
valoarea practica a screening-ului in populatia generala este limitata:

» Nu exista mijloace de prevenire a aparitiei bolii;

» Cei mai multi indivizi cu B27 nu vor dezvolta niciodata SA;
De retinut:

1. Daca ex. clinic sugereaza diagnosticul de SA dar aspectul radiologic este
normal/echivoc, prezenta HLA-B27 permite diagnosticul prezumtiv de
SA;

2. La pacientii cu dureri lombare/artrita dar la care ex. clinic si radiologic
nu sugereaza SA, tiparea HLA-B27 nu este recomandata pentru ca un
rezultat pozitiv tot nu permite enuntarea diagnosticului de SA
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Polimorfismul HLA-B*27

Se cunosc 74 de alele specifice HLA-B*27
B*27:05, B*¥27:04 si B*27:02 sunt puternic asociate cu SA.

B*27:01, B*27:03, B*27:07, B*27:08, B*27:10, B*27:14, B*27:15,
B*27:19si B*27:24 —> cel putin cate un pacient cu SA a fost raportat.

HLA-B*27:15 este prezent la populatia asiatica = toti cei 5 pacienti cu
SA cu acest genotip au avut un debut juvenil al bolii

* nu este pe deplin elucidat de ce anumite numai genotipuri HLA-
B27 se asociaza cu SA.
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Ipoteze privind rolul patogenic al HLA-B*27

 HLA-B27 prezinta peptide antigenice catre LT CD8+ cu o eficienta mult mai
mare decat alte antigene HLA de clasa | = protectie fata de unele infectii
virale

» Clearence viral spontan in infectia VHC
» Rol protectiv in infectia HIV -> progresie lenta a bolii

1. HLA-B27 prezinta un peptid microbian “artritogenic”? -> nu a putut fi
identificat un astfel de peptid

o Pacientii cu HLA-B*27:05 poseda celule T specifice fata de o peptida self
(peptidul intestinal vasoactiv-VIP) pe cand cei cu HLA-B*27:09 nu prezinta astfel
de celule T.

o Prezentarea unei proteine virala derivata din membrana EBV determina o
conformatie structurala a B*27:05 identica cu cea intalnita la prezentarea VIP 2>
crosreactivitate—> activarea clonelor de celule T
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Ipoteze privind rolul patogenic al HLA-B*27

2. HLA-B27 devine autoantigenic din cauza unor omologii
structurale cu anumite proteine microbiene?

3. Moleculele B27 au tendinta de a se impacheta lent si distorsionat
la nivelul reticulului endoplasmic = studiile pe soareci au aratat

ca un exces de astfel de molecule defecte reprezinta un trigger al
RI.

4. Lanturile grele din compozitia moleculei B27 pot forma
homodimeri la suprafata celulei -> similitudini cu moleculele HLA
de clasa a ll-a => pot fi recunoscute de celulele T CD4+
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Alte gene care predispun la SA

* Gene HLA:
 HLA-B*40:01 -> creste de 3x riscul de SA, independent de HLA-B*27
* HLA-B*14:03 -> populatia din vestul Africii

* Gene non-HLA:

e Supraexpresia genei receptorului de IL-23

* Polimorfisme ale genei ERAP1 — implicata in scindarea peptidelor

antigenice in RE, la lungimea optima pentru a fi prezentate de catre
moleculele HLA cls. |

* Polimorfisme ale genei IL-1A -> modulator al raspunsului Th1.
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Imunogenetica artritei reumatoide (AR)

* AR = boala cronica caracterizata prin inflamatia sinovialei articulatiilor =>
disabilitatea articulatiilor

* Boala autoimuna — factor reumatoid (FR) si atc anti-peptide ciclice citrulinate.

* Boala multifactoriala - predispozitie genetica + factori de mediu (contributie
relativ egala)

* Asociere in general cu HLA clasa a ll-a (DRB1, DQB1)
» DRB1*04:01/04:04/04:05/04:08 — susceptibilitate la boala
» DRB1*04:02 — rol protectiv
» DRB1*01:01/ 01:02/10:01/14:02 — susceptibilitate la boala

e Susceptibilitatea prezinta variatii etnice: DRB1*04:01/04:04 la caucazieni,
DRB1*04:05 la asiatici (japonezi), DRB1*03:01 (arabi), DRB1*09 (chilieni)



*04 'f,"merosoz | onarmos-oaa-:-

DRB1°0405-DQB"
(Jap, Ind

DRB1’04Q&§QB@
DRB1°0407-DQB1:0301 |

Genotipurile HLA-DRB1 *04 si susceptibilitatea pentru artrita reumatoida
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Imunogenetica artritei reumatoide (AR)

La pacientii cu AR care sunt negativi pentru HLA-DRB1*04 exista o
probabilitate foarte mare ca mamele lor sa fie purtatoare ale acestor gene

Microchimerismul din timpul sarcinii

Antigenele paternale se pare ca nu influenteaza susceptibilitatea la AR.

Alte gene asociate cu AR:

» Genele TNF
» TRAF-1 (tumor necrosis factor associated factor 1)

» PTPN22 (Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22)- proteina
ce regleaza receptorii de pe suprafata celulelor Bsi T
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Genele HLA sI infectia HIV

 Mutatii ale genelor unor proteine implicate in raspunsul imun sunt
implicate in rezistenta la infectia HIV, ritmul de progresie a bolii,
eficacitatea medicamentelor antiretrovirale.

* Genele HLA cls. | au cea mai puternica asociere cu progresia bolii si
nivelul incarcaturii virale.

* In infectia HIV, moleculele HLA au rol in:

Rl dobandit mediat celular -> prezentarea epitopilor HIV catre
limfocitele T citotoxice

* Rl innascut -> activarea celulelor NK prin interactiunea cu receptorii
KIR
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Genele HLA sI infectia HIV

e 1999 —studiu facut pe 498 indivizi infectati HIV cu seroconversie:

» Homozigotii pentru cel putin 2 locusuri HLA cls. | au evoluat
semnificativ mai rapid catre SIDA decat heterozigotii.

» Homozigotii pentru un singur locus au avut o rata de progresie
intermediara

» Homozigotismul la nivelul locusului B are cea mai puternica asociere cu
progresia accelerata catre SIDA, in timp ce homozigotismul numai la
nivelul locusului C se pare ca nu are un efect semnificativ.
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Efectul alelelor HLA individuale asupra progresiei SIDA

* Pe baza efectului asupra progresiei SIDA, alelele HLA pot fi impartite in trei
categorii:

1. Asociate cu progresie lenta a bolii
2. Asociate cu progresie rapida a bolii
3. Farainfluenta semnificativa asupra bolii — majoritatea alelelor

* Alelele HLA-B*27, B*35 si B*¥57 — au fost identificate in toate studiile ca fiind
alelele care influenteaza cel mai semificativ evolutia bolii.

» HLA-B*27 si B*57 ofera protectie puternica
» Epitopul public HLA-Bw4 are rol protector
» HLA-B*35 confera un risc foarte ridicat de progresie rapida a bolii

* Alte asocieri HLA sunt in general slabe si inconsistente in diferite studii
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Rolul protectiv al HLA-B*27 in infectia HIV

* Efectul protectiv al B*27 rezulta din faptul ca el recunoaste si prezinta
epitopul HIV KK-10.

* Blocarea epitopului KK-10 suprima replicarea virala si astfel intarzie progresia
bolii.

* Nu exista dovezi clare ca un anumit subtip HLA-B27 ar fi mai protectiv decat
altul.

* HLA-B*27 exercita un efect protectiv si in alte infectii virale:
* Clearence viral spontan dupa infectie VHC acuta

e Risc scazut de cc nasofaringian dupa infectia cu EBV
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Rolul protectiv al HLA-B*57 in infectia HIV

 HLA-B*57:01 la europeni si HLA-B*57:03 la africani sunt alelele care
confera cea mai puternica protectie privind progresia catre SIDA a
infectiei HIV.

 Molecula HLA-B57 leaga trei epitopi imunodominanti: TW10, KF11,
ISW9 => activarea LT citotoxice specifice mentine un nivel scazut al
viremiei.

 B*57 este si ligand pentru receptori KIR => implicat in imunitatea
mediata de celulele NK => sporeste efectul protectiv
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Rolul HLA-B*35 in infectia HIV

* Alelele HLA-B*35 sunt primele alele care au fost asociate cu progresia rapida spre
SIDA

* Susceptibilitatea este dependenta de subtipul B*35, mult mai puternica la B*35:02 si
B*35:03 decat la B*35:01

HLA clasa a ll-a si progresia spre SIDA

* Haplotipul DRB1*13- DQB1*06 = asociat cu supresia infectiei HIV

Haplotipuri HLA si progresia spre SIDA

* Haplotipuri asociate cu evolutie rapida spre SIDA: A1-B8-DR3-DQ2, A11-Cw4-B35-
DR1-DQ1

* Haplotipuri asociate cu evolutie lenta spre SIDA: A1-B57-DR1, A2-B44-DR4, A11-B35-
DR1
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HLA si hipersensibilitatea la tratamentul antiretroviral

* Exista o mare variabilitate in ceea ce priveste hipersensibilitatea la terapia
HAART.

e Abacavirul poate fi fatal la pacienti cu o anumita predispozitie genetica =>
HLA-B*57:01, mai ales daca se prezinta ca haplotip B857:01-DRB1*07 > 2-
8% din pacienti prezinta sindromul de hipersensibilitate la Abacavir

e Ghidurile privind tratamentul HIV recomanda ca obligatoriu screening-ul
pentru HLA-B*57:01 inainte de a prescrie abacavir.
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HLA si hipersensibilitatea la medicamente

* Reactiile adverse la medicamente sunt:

* Tip A — predictibile, dependente de doza, determinate de actiunea
farmacologica a medicamentului

* Tip B — impredictibile, mediate imunogenetic (alele HLA de cls | si a ll-a):
antiretrovirale, alopurinol, anticonvulsivante, AINS

* Reactiile de tip B mai frecvente:

e Reactii de hipersensibilitate

Sdr. Stevens-Johnson/Necroliza epidermala toxica

Inflamatii ale organelor interne: hepatita, pancreatita

Eruptii cutanate/exanteme

Lupus indus medicamentos



________ sindom | HlAasociat

Sdr. Stevens-Johnson/Necroliza epidermala toxica

Alopurinol
Carbamazepin, Fenitoin
Sulfonamide

Reactii de hipersensibilitate

Abacavir
Alopurinol
Nevirapine

Rash cutanat tardiv

Aminopeniciline
Carbamazepin

Afectare hepatica

Amoxicilina-clavulanat
Flucloxacilin

Agranulocitoza

Clozapin
Levamisol

Lupus indus medicamentos

Hidralazina, Procainamida, lzoniazida, Metildopa, Quinidina

B*58:01
B*15:02
A29, DR7, B38

B*57:01
B*58:01
DRB1*01:01

A2, DRw52
A*31:01

DRB1*15:01
B*57:01

B38, DR4, DQ3
B27

DR4
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Sindromul de hipersensibilitate indus de medicamente

e Sdr. caracterizat clinic prin febra, rash cutanat, anomalii hematologice
(limfocitoza, eozinofilie) si afectarea organelor interne (hepatita, pancreatita,
nefrita interstitiala).

* Simptomele apar dupa 1-3 saptamani de administrare a medicamentului si
dispar dupa intreruperea tratamentului.

e La unii pacienti, pot apare la cateva lui de la rezolutia sindromului, manifestari
autoimune: tiroidita autoimuna, LES

* Patogeneza:
1. Ipoteza haptenei

2. Ipoteza interactiunii farmacologice — in anumite circumstante,
medicamentul interactioneaza direct cu moleculele HLA si receptorul
celulei T (TCR)
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HLA sI Imunitatea feto-materna

e Sarcina este o alogrefa naturala -> paradox imunologic care implica o
imunomodulare si o imunosupresie locala fara compromiterea raspunsului
imun sistemic al mamei.

* Dereglari ale acestui delicat echilibru duc la esecul implantarii ovulului, avort
spontan si complicatii ca preeclampsia sau anomalii placentare.

* Mecanismul tolerantei sarcinii: lipsa expresiei moleculelor HLA de cls. | (A, B)
la nivelul trofoblastului => tesuturile care sunt in contact cu circulatia
maternala nu pot fi recunoscute de catre celulele T citotoxice si ca urmare
acestea nu pot fi activate.

* Lipsa moleculelor HLA la nivelul trofoblastului face ca aceste celule sa fie
susceptibile la liza mediata de celulele NK => se gasesc molecule HLA cls. Ib
(G, E, F) dar acestea au un polimorfism redus.
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HLA-G si imunitatea feto-materna

* Moleculele HLA-G sunt recunoscute de catre imunoglobulin-like receptori care sunt
exprimati de limfocitele T si B, celulele NK si macrofage si exercita un efect inhibitor
asupra acestor celule = induc apoptoza limfocitelor T CD8+ alloreactive pe calea Fas-
Fas ligand si previn proliferarea limfocitelor T CD4+.

* Expresia diminuata/aberanta a antigenelor HLA-G este asociata cu complicatii ale
sarcinii: esec al implantarii la FIV, preeclampsie, avort spontan.

e Mecanismul tolerantei mediat de HLA-G:

* Limfocitele T materne specifice recunosc moleculele solubile HLA-G (sHLA-G) si sunt
fortate sa se “sinucida” .

* sHLA-G interactioneaza cu receptorii KIR inhibitori si previn atacul celulelor NK asupra
placentei.

* O mare parte a sHLA-G sunt produse de celulele imunocompetente ale mamei, nivele
sacute fiind observate la femeile cu avorturi spontane repetate.
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HLA si avortul spontan recurent (ASR)

* Patogeneza ASR nu este complet elucidata. Au fost emise 2 observatii/teorii:

* Teoria genetica: cu cat potrivirea antigenelor HLA intre parinti este mai mare
cu atat creste riscul de ASR (probabilitatea ca un fetus sa fie neviabil in cazul
in care parintii au alele comune la nivelul a trei locusuri HLA este de %). HLA-
DR si DQ (in special DQA1*05:05) comune la parinti, predispun la avort.

* Teoria imunotrofica: postuleaza ca, pentru o crestere fetala corespunzatoare,
este necesar ca mama si fatul sa aibe antigene HLA diferite si sa existe un
raspuns imun. S-a observat ca celulele materne care recunosc antigene fetale
produc anumite citokine care induc proliferarea trofoblastului si sustin
sarcina.

Incompatibilitatea HLA intre mama si fat, confera un avantaj in ceea ce
priveste fertilitatea si succesul reproductiv.
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CANCERUL ESTE O PROBLEMAA SISTEMELOR DE CONTROL
DIN ORGANISM

e Odata ce o persoana ajunge la maturitate, proliferarea majoritatii celulelor
inceteaza.

* Proliferarea celulelor de-a lungul ciclului lor de viata trebuie sa fie controlata
cu atentie pentru a se asigura ca se produce la locul si la momentul potrivit.

e Cancerul apare atunci cand mai multe sisteme de control dintr-o celula sunt
afectate. Aceste sisteme de control sunt de doua tipuri:

* sisteme care promoveaza inmultirea celulelor (proliferare) si

* sisteme de aparare care protejeaza impotriva cresterii “necontrolate” a
celulelor.

* Ocazional unul dintre sistemele de control ale proliferarii poate functiona
eronat si o celula incepe sa se inmulteasca in mod inadecvat - acea celula a
facut primul pas spre a deveni o celula canceroasa.
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* Deoarece sistemele de control sunt alcatuite din proteine, de obicei o
functionare defectuoasa apare cand o gena specifica uneia dintre aceste

proteine este mutanta.

* O gena care in urma mutatiilor poate determina o inmultire necontrolata a
celulelor se numeste proto-oncogena iar versiunea mutanta a acestei gene
este numita oncogena.

* Pentru a se proteja impotriva functionarii defectuoase a sistemelor care
promoveaza proliferarea, celulele dispun de sisteme interne de aparare.
Aceste sisteme de aparare sunt de doua tipuri generale: sisteme care ajuta la
prevenirea mutatiilor si sisteme care gestioneaza aceste mutatii odata ce ele
au loc.

* Proteinele care asigura protectia impotriva cresterii necontrolate a celulei,
sunt numite proteine supresoare tumorale iar genele care le codifica se
numesc anti-oncogene sau gene supresoare tumorale.
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De retinut:

e fiecare celula normala are atat proto-oncogene cat si gene
supresoare tumorale. Lucrurile devin periculoase atunci cand
proto-oncogenele sufera mutatii, astfel incat celulele
prolifereaza in mod inadecvat si genele supresoare tumorale
sunt mutante astfel incat celula nu mai poate sa se apere
impotriva proto-oncogenelor - cancerul apare atunci cand
sistemele de control din interiorul unei celulele, atat cele de
promovare a cresterii, cat si cele de aparare sunt “corupte”.
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Prevenirea si corectarea mutatiitlor ADN

e Exista 3 mecanisme principale de corectare sau de reparare a
erorilor de replicare a ADN-ului:

» “Proofreading” — corecteaza erorile in timpul replicarii AND-
ului

» “Mismatch repair” — care repara erorile de imperechere a
bazelor nucleotidice dupa terminarea replicarii

» Mecanisme de reparare a leziunilor ADN-ului — care
detecteaza si corecteaza leziunile aparute in timpul ciclului
celular
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Proofreading

e Este procesul prin care, in timpul replicarii ADN-ului, ADN-polimeraza isi
verifica permanent “munca”, verifica fiecare baza nucleotidica pe care o
adauga =2 un nucleotid gresit inserat este imediat indepartat si inlocuit cu cel
corect, inainte de a continua sinteza de ADN.

5 = o S H T
GG T/ IS T e Polimeraza adauga
LI Vi L | nucleotide incorecte
ClICIIAY T [CIIAlIGI T G

3 5

3

5 Polimeraza detecteaza
G| |6 TAA]|G] T T perechile de nucleotide
LU | I m n ' incorecte
Cl Gl AT T LCIIALIG T €

3 5

5" 3 T
G G| T/A G T Polimeraza actioneaza ca
LT [ ‘ endonucleazasi indeparteaza
Ci[C|IAl T [CliA] 6] T € nucleotide incorecte
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Mismatch repair

* Procesul se desfasoara imediat dupa sintetizarea unui lant ADN.

* |In acest mod se repara si insertiile sau deletiile mici care pot apare cand
polimeraza “aluneca” pe template-ul de ADN.

* Etape:

1. Un complex de proteine recunosc si se leaga |la perechile de nucleotide
imperecheate gresit

2. Un alt complex de enzime taie lantul de ADN in apropierea defectului
si inlatura secventa respectiva

3. ADN-polimeraza reface sectiunea cu nucleotide corecte

4. ADN-ligaza etanseizeaza lantul ADN



5

ADN nou

l

A
I

J, Lipirea bresei

$

3

O greseala de imperechere este
detectata in ADN-ul nou sintetizat

Lantul ADN nou este taiat si
nucleotidele gresite impreuna cu alte
cateva alaturate sunt indepartate

Secventa lipsa este inlocuita cu
nucleotide corecte de catre ADN-
polimeraza

ADN-ligaza etanseizeaza legaturile
intre secventa nou formata si restul
lantului nucleotidic
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Mecanisme de reparare a leziunilor ADN-ulul

e Leziunile ADN-ului pot apare in orice moment pe parcursul ciclului de viata al unei
celule ca urmare a unor reactii chimice care pot apare spontan in celula sau sub
influenta unor factori externi (UV, radiatii X, substante chimice).

* Procesele de reparare a leziunilor includ:
1. Inversarea reactiilor chimice care au produs leziunea — Ex.: demetilarea guaninei

2. Excizia de nucleotide si reparare — corecteaza leziuni care distorsioneaza dublul
helix

3. Repararea rupturilor lantului dublu de ADN (rupturi cromozomiale)
* Cele doua capete se pot lipi = se pot pierde/adauga nucleotide => mutatii

e ADN-ul de pe cromozomul omolog, neafectat, este folosit ca tempalte pentru
refacerea secventei din cromozomul rupt



Excizia de nucleotide

"

<\ F
A A

5
i r

Odata detectati dimerii de timina, ADN-ul
T inconjurator se desface ca o bula

A A

-

T
2
0 Enzimele taie regiunea lezata in afara bulei
I

A A

-
ADN nou

1

-

LE U ADN-polimeraza reface lantul excizat si
LT A [ T T T TR T . .

Al A ligaza il lipeste
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Raspunsul imun antitumoral
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* Una din functiile sistemului imun innascut este de a preveni
proliferarea si de a distruge celulele transformate malign -
supraveghere imuna.

* Celulele canceroase au 2 trasaturi importante care explica in parte
patogeneza cancerului:

1. Capacitatea de a-si modifica metabolismul celular astfel incat
sa suporte ritmul de proliferare intens

2. Abilitatea de a evita recunoasterea imuna si distructia de
catre limfocitele T si B, macrofage si celulele NK.



POCU -
= ~af

JNIUNEA S UROFEAMNA laszma?;-‘: syucmn'm

Proiect cofinantat din FONDUL SOCIAL EUROPEAN prin Programul Operational Capital Unsan 20142020 Axa pricritard 4 Incluziunea socialll % combaterea sificici - Obiectiv specific: 4.8 - ImbunZtiTrea nivelului de competen®
al profesioni iloe din sectorul medical
Titlul prosectulur: Formarea PROfestionala a personalului medical in GENetica medicala- PROGEN - SMIS 107623
Contract POCT: 91/4'8/'107623/08.12.2017
INSTITUTUL CLINIC FUNDENI

Antigene tumorale

e Celulele maligne exprima diferite tipuri de molecule care pot fi recunoscute de catre
sistemul imun ca si antigene straine.

» experimental s-a observat ca aceste antigene tumorale sunt de multe ori variante
mutante ale unor proteine normale

* in cancerele umane spontane, acest tip de proteine mutante se intalneste mult mai rar
—> mutatii ale unor oncogene sau gene supresoare tumorale

* Uneori antigenele tumorale sunt proteine normale dar care sunt fie supraexprimate,
fie exprimate in tesuturi unde n-ar trebui sa se gaseasca in mod normal

* In neoplaziile induse de virusuri oncogene, antigenele tumorale sunt de obicei
produse ale virusului

» Antigene specifice tumorii — sunt exprimate numai in/pe celulele tumorale: AFP —
exprimata in carcinomul hepatocelular

» Antigene asociate tumorii — exprimate si pe celule normale: antigenul asociat
melanomului (MAGE) este exprimat in melanom dar in testicul



Proteine self
mutante

Produsul unor
oncogene sau gene
supresoare
mutante

Supraexpresia sau
expresia aberanta a
unor proteine self

Virusuri oncogene

P
_ CD3+ CTL
Celulele tumorale exprima diferite tipuri de antigene tumorale
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Mecanismul imun al rejetului tumoral-1

* Citoliza mediata de LT citotoxice (CTL) = principalul mecanism imun prin care
sunt distruse celulele tumorale

* Majoritatea antigenelor tumorale care induc un Rl sunt proteine sitetizate
endogen in citosol care sunt expuse apoi la suprafata celulei ca peptide
asociate moleculelor HLA de cls. I.

e Sub aceasta forma, antigenele sunt recunoscute de catre limfocitele T
citotoxice CD8+ (CTL).

e Celulele tumorale deriva virtual din orice tip de celula nucleata => aceste
celule sunt capabile sa prezinte peptide asociate HLA cls. |, insa deseori
celulele tumorale nu exprima molecule HLA de cls. | sau molecule
costimulatoare.

* Raspunsul CTL impotriva tumorii este mai frecvent indus de recunoasterea
antigenelor tumorale pe APC care au ingerat celule sau antigene tumorale.
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Mecanismul imun al rejetului tumoral-2

* APC (ex: celule dendritice) proceseaza antigenele tumorale si le expun
pe suprafata celulei asociate cu molecule HLA de cls. | si cls. || => astfel
sunt recunoscute de limfocitele T CD4+ si CD8+.

* In acelasi timp, APC exprima molecule costimulatoare care transmit
un “semnal secundar” de activare a LT (proces numit cross-
prezentare).

e Odata ce LT CD8+ naive se diferentiaza in celule CTL efectorii, ele sunt
capabile sa distruga celulele tumorale fara a avea nevoie de
costimulare sau de ajutorul LTh.
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Alte mecanisme imune anti-tumorale

* La unii pacienti a fost evidentiat si un raspuns imun mediat de LT CD4+ cu
detectia de anticorpi specifici antitumorali dar studiile nu au adus dovezi
clare ca acesti anticorpi protejeaza efectiv impotriva cresterii tumorale.

* Studiile experimentale in vitro au aratat ca macrofagele activate si celulele
NK sunt capabile sa distruga celulele tumorale dar, rolul protector al acestor
mecanisme in vivo nu este clar.

* La oameni, exista exemple de terapii pentru cancer in care macrofagele
activate joaca un rol major in distructia tumorii. De fapt, unul dintre
tratamentele standard pentru cancerul de vezica este injectia cu BCG, un
tratament care este extrem de eficient in eliminarea tumorilor superficiale,
probabil prin actiunea macrofagelor hiperactivate.



Inducerea raspunsului celulelor T CD8+ impotriva celulelor tumorale

Inducerea raspunsului Faza efectoare a
limfocitelor T impotriva raspunsului CTL impotriva
celulelor tumorale celulelor tumorale
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Mecanisme de evitare a raspunsului imun de catre tumori

Raspunsul imun esueaza deseori in a stopa cresterea tumorala deoarece:

1. Este ineficient

e celulele prolifereaza intr-un ritm mult mai rapid decat sunt distruse de
catre CTL

* Rl este slab pentru ca multe antigene tumorale sunt slab imunogene, ele
fiind foarte asemanatoare cu proteinele self

2. Celulele tumorale evita sistemul imun

* Nu mai exprima antigenele care sunt tinta atacului imun (“antigen loss
variants”)

» Scad expresia moleculelor HLA cls. | —> aici pot interveni celulele NK
care detecteaza tocmai lipsa acestor molecule.

* Unele tumori sitetizeaza citokine (TGF-) care inhiba Rl
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RELATIA INTRE IMUNITATEA
INNASCUTA, INFLAMATIE S| CANCER
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Introducere

1863 - Rudolf Virchow a evidentiat prezenta leucocitelor in tesuturile
neoplazice si a facut prima conexiune intre inflamatie si cancer

e 1966 — Peyton Rous — premiul Nobel pentru descoperirea virusului
sarcomului Rous.

* In anii urmatori au fost descoperite alte virusuri ARN/ADN oncogene, care
produc tumori maligne la rozatoare dupa o latenta scurta.
* La om, evidentierea relatiei virus-cancer este mai dificila:
» Limfomul Burkitt — particule virale EBV
» Carcinoame hepatocelulare — VHB, VHC
» Cancerele cervicale — HPV 16 si 18
» Sarcomul Kaposi — HHV-8
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Relatia intre inflamatie si cancer-1

* Micromediul inflamator este ocupat de o gama larga de celule, care include
macrofage, celule dentritice, celule T si celule NK.

* Dintre acestea, macrofagele asociate tumorii (TAM, tumor-associated
macrophages) si celulele T sunt adesea celulele predominante in tumori.

* Microorganismele infectioase declanseaza inflamatia prin activarea unor
receptori care recunosc anumite pattern-uri structurale specifice bacteriilor
cum sunt componentele peretelui celular si acizii nucleici = scopul major
consta in eliminarea organismelor invadante.

* Eradicarea inadecvata a patogenilor ]
Inflamatie

* Semnalizarea inflamatorie prelungita ' cronica

* Defecte ale mecanismelor inflamatoare
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Relatia intre inflamatie si cancer-2

* Starile inflamatorii cronice = leziuni genomice -2 initiaza tumorigeneza

* Mecanism efector antibacterian = producerea radicalilor liberi (specii
reactive de oxigen, radical hidroxil, superoxid, intermediari reactivi ai
nitrogenului)

» Radicalii liberi = leziuni oxidative si nitratarea bazelor ADN = creste riscul
mutatiilor ADN

* NF-kB este un factor de transcriptie ADN, care regleaza expresia multor gene
si care joaca un rol cheie in reglarea Rl in infectii.

e Supraexpresia NF-kB induce tumorigeneza prin 2 cai principale:
» Prevenirea mortii celulelor cu potential malign

» Stimularea producerii de citokine proinflamatorii de catre celulele mieloide si
limfoide = promoveaza proliferarea neoplazica
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Rolul citokinelor in progresia tumorala-1

* TNF-a produs de celulele tumorale sau de celulele inflamatoare din
micromediul tumoral

»induce genele care codifica molecule antiapoptotice dependente de
NF-kB = promoveaza supravietuirea celulelor

» Promoveaza angiogeneza si metastazarea

» Deprima supravegherea imuna prin supresarea celulelor T si a
macrofagelor activate

* |L-6 — majoritateta genelor tinta ale IL-6 sunt implicate in progresia ciclului
celular si in apoptoza =2 rol in promovarea proliferarii si antiapoptotic.
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Rolul citokinelor in progresia tumorala-2

e |L-12 — activitatile antitumorale ale IL-12 se bazeaza pe capacitatea de a
promova imunitatea adaptativa Thl si raspunsurile CTL.

* |[L-10 — efectele sunt de obicei antitumorale (mediaza apoptoza si
supreseaza angiogeneza)

* TGF-B — poate sa accelereze progresia tumorala

» Carcinoamele secreta adesea in exces TGF-B si raspund la el prin
invazie tisulara si metastazare

» Inhiba celulele specifice CD8+

» modificarile induse de TGF-B in micromediu favorizeaza angiogeneza
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Rolul macrofagelor in progresia tumorala

* Macrofagele deriva din celulele stem medulare CD34+, ajung in torentul
circulator ca monocite si apoi sunt extravazate in tesuturi unde se
diferentiaza in macrofage tisulare complet diferentiate, cu fenotipuri diferite:

» Celulele microgliale in creier
» Celulele Kupffer in ficat

» Celulele Langerhans in piele
* Indiferent de fenotip, au functii comune:
» Capacitatea de a actiona impotriva infectiilor bacteriene

» Reglarea turnover-ului celular normal

» Participarea la activitatea de reparare si remodelare tisulara
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Tumor-associated macrophages (TAM)

 Monocitele intra in nodulii tumorali prin vasele sangvine ca urmare a
chemoatractiei realizata de chemokine cum ar fi factorul 1 de stimulare a
coloniilor (CSF-1) sau VEGF

* Macrofagele de la nivelul situsului inflamator din tumorile primare si
secundare prezinta un fenotip distinct si sunt denumite macrofage asociate
tumorilor (tumor-associated macrophages-TAM)

» Proceseaza si prezinta antigenele tumorale catre celulele T

» Produc citokine imunostimulatoare care induc proliferarea si activarea
functiilor antitumorale ale limfocitelor T si celulelor NK.

* Numarul TAM este in general mai ridicat in tumorile care prezinta niveluri
ridicate ale hipoxiei.
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Rolul TAM in progresia tumorala-1

 Rol in invazia tumorala

» TAM sunt prezente in ariile de distructie a membranei bazale in leziunile
incipiente

» Mcf din aceste arii au un nivel crescut al enzimelor proteolitice

* Rol in cresterea tumorala

» Infiltratia cu TAM se coreleaza cu proliferarea celulelor tumorale determinata
prin valoarea Ki-67 si a indicelui mitotic

* Rol in metastazare

» Prezenta unui numar mare de TAM in tumorile primare se coreleaza cu
precocitatea metastazarii = favorizeaza eliberarea celulelor metastatice si
stabilirea tumorilor secundare
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Rolul TAM in progresia tumorala-2

* Rol in angiogeneza

» TAM elibereaza citokine proangiogenice si factori de crestere: VEGF, TNF-q,
IL-8

»TAM  exprima enzime modulatoare ale angiogenezei (matrix
metaloproteinaze, ciclooxigenaza-2)

» TAM migreaza in ariile hipoxice unde vascularizatia este necesara pentru
supravietuirea celulelor tumorale si sintetizeaza reglatori angiogenici.
* Imunosupresia TAM

» Celulele tumorale secreta IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1 care inhiba activitatea
citotoxica a TAM

» IL-10, TGF-B1 scad expresia HLA cls. Il pe Mcf => limiteaza capacitatea de
prezentare a antigenelor tumorale catre limfocite
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MicroARN — implicatii in
carcinogeneza
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Introducere

* microARN-urile sunt molecule de ARN mici (20-22 nucleotide), non-
codante, inalt conservate, care sunt implicate in reglarea expresiei
unor gene cruciale in proliferarea, diferentierea, metabolismul sau
apoptoza celulara.

* microARN-urile se formeaza initial in nucleu prin transcrierea unor
secvente de ADN, de obicei de la nivelul intronilor, apoi transcriptul
este exportat in citoplasma unde mai sufera niste procese de clivare
enzimatica => miARN matur

* miARN interactioneaza cu ARN-ul mesager (mARN) si inhiba expresia
acestuia =2 in infectiile virale, miARN derivate din virusuri regleaza
infectia virala.
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Mecanismul de actiune al miIARN

* miARN se leaga la capatul 3’"UTR al mARN tinta pe baza complementaritatii
secventiale dintre primele 5-7 nucleotide.

* Un miARN poate avea situsuri de legare pe mai multe tinte iar o tinta poate fi
represata de mai multe miARN.

* Actioneaza prin clivarea sau inhibarea translatiei mARN tinta

Functiile biologice ale mIARN
* Rolurile biologice ale miARN in celulele mamiferelor nu sunt inca bine
cunoscute:
» miR-1 si miR-133 — functii in dezvoltarea muschilor scheletici
» miR-223 - rol in diferentierea granulocitara
» miR125b si miR124a — rol in diferentierea celulelor SNC
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MIARN si cancerul - 1

 Studiile sugereaza ca mai multe miARN tintesc transcripte care codifica
proteine implicate direct sau indirect in progresia in ciclul celular si in
proliferarea celulara.

* miARN sunt exprimate diferit in tesuturile normale si in tesuturile
tumorale. Aceste diferente sunt tumor-specifice si deseori asociate cu
prognosticul.

» Supraexpresia miR-155 = supravietuire scazuta in cc pulmonar
» Supraexpresia miR-21 in glioblastoame, cc de san si pancreas
» Supraexpresia miR-221, miR-222 si miR-146 in carcinomul tiroidian

» in LLC se observa depletia miR-15 si miR-16 si o supraexpresie a proteinei
antiapoptotice Bcl-2.
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MIARN si cancerul - 2

* |potetic, un MiARN care are ca tinta o oncogena, va actiona ca un supresor
tumoral, in timp ce un MiARN care are ca tinta o gena supresoare sau o0 gena
implicata in diferentierea celulara, va actiona ca o oncogena.

» miR-15 si miR-16 inhiba oncogena Bcl-2
» let-7 inhiba expresia protooncogenei Ras in cc pulmonar

» mMiR-17-92 este supraexprimat in limfoamele cu celule B. el pare sa
actioneze printr-un efect antiapoptotic in tumorile induse de oncogena c-
myc

» miR-21 functioneaza ca o oncogena. Blocarea miR-21 in culturi de celule
de glioblastom, determina activarea caii caspazelor => cresterea apoptozei
celulelor
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Specii de mARN studiate in Centrul de Imunogenetica Fundeni

microARN Locus Rolul in dezvoltarea tumorala Semnificatia clinica

miR-152 17921.32 | Proliferare celulara, invazivitate, | Biomarker de diagnostic de precizie
angiogeneza

miR-145 5932 Proliferare celulara, apoptoza, Biomarker de diagnostic
invazivitate, metastazare

miR-182 7932 Invazivitate, migrare Biomarker de diagnostic si prognostic
miR-124 8p23.1 | Migrare si invazivitate Biomarker pentru diagnostic sau
pentru predictia raspunsului la
tratament
miR-126 9g34.3 | Crestere si proliferare celulara, | Biomarker de prognostic pentru
adeziune, invazivitate, progresia tumorala
metastazare
miR-139 11913.4 | Invazivitate, migrare si Biomarker de prognostic pentru

angiogeneza recurenta si metastazare
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Analiza nivelului de expresie a miR-182

- Supraexpresia = cresterea
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Analiza nivelului de expresie a miR-124
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Analiza nivelului de expresie a miR-152
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Concluzii

* Datele preliminare arata ca selectia speciilor de microARN este
importanta pentru diagnosticul de precizie, stadializarea si
prognosticul pacientilor.

* Nivelurile expresiei microARN-urilor selectate sunt asociate cu
recurenta, metastazarea oferind informatii prognostice.

 Cercetarea profilurilor microARN aduce o contributie
importanta in stadializare, prognostic, evaluarea recurentei si a
raspunsului la tratament.
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Telomeraza — implicatii in oncologie
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Telomerele

* Telomerul reprezinta o regiune de ADN repetitiv situat la capatul fiecarui
cromozom, avand rolul de a impiedica unirea a doi cromozomi si de a
reduce la minim pierderea informatiei genetice in timpul procesului de
replicare.

* Telomerii sunt alcatuiti din cateva mii de repetitii ale unei secvente scurte
de ADN -TTAGGG.

* Deoarece ADN-polimeraza este incapabila sa copieze capetele ADN-ului
din cromozomi, cu fiecare replicare celulara se pierd aproximativ 30-200
repetitii => scurtarea telomerelor

* Cand telomerele ajung la o anumita lungime critica, celula nu se mai
divide si intra intr-un stadiu de latenta/imbatranire.
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Telomeraza

 Telomeraza este o enzima speciala care controleaza si restabileste
secventele repetitive pierdute. Este alcatuita dintr-o proteina (TERT) si un
lant de acid ribonucleic (TR).

* La majoritatea celulelor, producerea telomerazei este blocata, cu exceptia
celulelor stem si leucocitelor.

* mutatiile aparute in genele responsabile de sinteza telomerazei determina
predispozitie la cancer precum si defecte in procesul de reinoire a celulelor
stem—> supraexpresia genei TERT a fost observata in > 90% din cancerele
umane.

 Telomeraza este implicata si in reglarea expresiei genice, proliferare
celulara, apoptoza, adeziune celulara si migrare => contributie importanta
la procesul de oncogeneza
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Rolul telomerazei In cancer

* Mecanismele prin care gena hTERT este activata si cum contribuie ea la
progresia tumorala nu sunt inca elucidate.

* Regiunea promoter a genei hTERT este constituita numai din secvente GC si
lipsesc nucleotidele T si A.

* In cazurile cu supraexpresia hTERT s-au observat 2 mutatii frecvente: C>T in
pozitia -124 si -146

 Mutatiile au fost detectate in toate stadiile sau gradele de cancer =>
reprezinta un eveniment care apare precoce in procesul de carcinogeneza

* Expresia telomerazei poate fi influentata si de alti factori care actioneaza
posttranscriptional sau la nivel epigenetic: remodelarea cromatinei,
metilarea AND-ului, modificarea histonelor.
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Telomeraza - tinta terapeutica in neoplazii

 Deoarece telomeraza este exprimata in majoritatea tipurilor de cancer =
prima tinta in dezvoltarea unor terapii antineoplazice.

e Obiectivul principal al terapiilor anti-telomeraza este de a induce selectiv
apoptoza celulelor canceroase cu un efect minim pe celulele normale.

 Multiple abordari: vaccinuri, oligonucleotide antisens, molecule mici
inhibitoare a genei hTERT

» BIBR1532 este un inhibitor de telomeraza care actioneaza prin ruperea
legaturii dintre componenta proteica TERT si ARN - necesita trialuri
clinice

» Imetelstat este o oligonucleotida antisens care se leaga la TR => inhibitia
completa a activitatii enzimei = este in studii clinice
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Telomeraza - tinta terapeutica in neoplazii

* Principalul dezavantaj al terapiilor care tintesc activitatea telomerazei
este timpul lung necesar de administrare continua a tratamentului
pana se obtine o reducere semnificativa a masei tumorale.

e Scurtarea telomerelor necesita mai multe cicluri de diviziune celulara
pana se ajunge la lungimea critica ce induce moartea celulara =2 in
acest timp, multe celule tumorale continua sa creasca ceea ce necesita
asocierea unei alte metode terapeutice.

* O strategie noua este de a incorpora nucleotide modificate in structura
telomerelor => disfunctii ale telomerelor => moarte celulara
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Vaccinuri anti-telomeraza

* In celulele canceroase, degradarea telomerazei la nivelul proteasomilor
determina formarea de fragmente peptidice care sunt expuse la suprafata
celulei tumorale ca antigene asociate cu moleculele HLA cls. | = astfel pot
deveni tinta celulelor T citotoxice.

 =» scopul imunoterapiei anti-telomeraza este de a sensibiliza sistemul imun
astfel incat sa genereze si sa activeze celule CD8+ specifice pentru hTERT care
sa atace celulele tumorale ce exprima peptide hTERT

* 3 vaccinuri in studiu:

* GV1001 si Vx001 — peptide cu structura similara cu cea din situsul activ al
TERT

* GRNVAC1 - are la baza celule dendritice autologe carora li s-a incorporat
MARN ce codifica hTERT si LAMP1 (adjuvant) -> TERT este degradat la
nivelul lizozomilor => raspuns imun CTL policlonal pentru toti epitopii
exprimati de TERT
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Vaccinuri anti-telomeraza

* Trialurile clinice au aratat rezultate promitatoare cu toate 3
vaccinurile in tumorile telomeraz-pozitive, cu efecte minime pe
celulele normale si fara fenomene de autoimunitate =2 sunt

necesare studii multicentrice pentru a determina toxicitatea pe
termen lung.



