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PARTEA TEORETICA

Limfomul Hodgkin (LH) este o afectiune malignd relativ rara, care a inspirat in mod
considerabil oamenii de stiintd de-a lungul timpului in primul rand datoritd, heterogenitatii sale
clinice, intrunind pe de-o parte aspecte caracteristice de malignitate, dar si aspecte aflate intr-o
stransa legatura cu procesele infectioase, iar in al doilea rand, datoritd complexitatii histologiei
sale, incluzand celulele maligne specifice Hodgkin Reed-Sternberg (HRS) situate intr-un infiltrat
inflamator bogat format dintr-o mare varietate de celule non-maligne care se constituie intr-un
micromediu dirijat de celulele HRS in sensul asigurarii supravietuirii si protectiei fata de sistemul imun.

LH a fost impartit in doua mari grupuri — LH clasic (LHc), care cuprinde majoritatea
subtipurilor histologice (95%) si LH nodular (LHn) in aproximativ 5% din cazuri, o boalad
neobisnuitd, considerata un limfom cu celulele B, in pofida prezentei celulelor HRS. Chiar si asa,
pentru LHc, caracteristica centralda a epidemiologiei sale raméane concentratd pe urmarirea
heterogenitatii din punct de vedere al incidentei acesteia si al factorilor de risc.

In partea generala sunt prezentate pentru inceput cteva date privind istoricul limfomului
Hodgkin, dar ulterior cea mai mare parte a informatiilor se axeaza pe date de actualitate In ceea ce
priveste epidemiologia (incidenta bolii, influenta unor factori precum varsta, sexul, rasa, influenta
infectiilor, expunerea profesionald, incidenta familiald si susceptibilitatea geneticd), patogenia
(originea celulelor specifice Hodgkin-Reed-Sterberg, prezentarea pricipalelor caracteristici ale
subtipurilor histologice de limfom Hodgkin, modele de progresie a bolii si stadializare), date
clinice si paraclinice asupra acestei neoplazii limfoproliferative cronice.

In prezent modul de stabilire a strategiei terapeutice se bazeaza pe scoruri prognostice
care iau In calcul mai mult elemente clinice, determinari uzuale de laborator si explorari imagistice
(stadiul bolii, varsta, determinarile de boald, nivelul hemoglobinei, numarul de leucocite,
eozinofile, limfocite, nivelul albuminei, valoarea VSH), iar deciziile de tratament au in vedere in
mare parte substante citostatice deja cunoscute care si-au dovedit eficacitatea de-a lungul anilor.
Acest model de stratificare al pacientilor, care nu fine cont de caracteristicile procesului tumoral
din LH, are valoare predictiva redusa asupra evolutiei bolii Intr-o proportie importana a cazurilor
si duce la lipsa unei conduite terapeutice diferentiate si personalizate. Din acest motiv pacientii cu
LH pot fi tratati insuficient sau Tn exces. De aceea, cercetarea actuald in domeniu se concentreaza

pe identificarea unor factori de prognostic asociafi caracteristicilor patogenice ale procesului



tumoral, care sa permita adaptarea terapiei la gradul de risc al fiecarui pacient, cum ar fi, spre
exemplu, noi molecule din clasa anticorpilor monoclonali, inhibitori de PD-1, inhibitori

checkpoint, imunomodulatoare si multe alte abordari moderne care vizeaza micromediul tumoral.

PARTEA SPECIALA

Limfomul Hodgkin reprezintd un tip aparte de cancer, prin faptul ca celulele maligne
(celulele Hodgkin-Reed-Sternberg - HRS) reprezintd doar 2% din masa tumorala, restul fiind
reprezentat de un infiltrat inflamator bogat format dintr-o mare varietate de celule non-maligne
care se constituie Intr-un micromediu dirijat de celulele HRS in sensul asigurarii supravietuirii $i
protectiei fatd de sistemul imun. Cercetarile ultimilor ani au identificat o serie de caracteristici
imunofenotipice ale celulelor HRS si ale celulelor non-maligne care intretin micromediul tumoral
cu semnificatie prognostica: supraexpresia BCL2 in celulele maligne, prezenta PD1 la nivelul
limfocitelor si antigenul CD68 la nivelul macrofagelor din micromediul tumoral, precum si
prezenta EGFR. Recrutarea celulelor din micromediu este dirijatd de celulele HRS prin intermediul
secretiei de citokine si chemokine, iar nivelele serice ale unora dintre acestea se pot corela cu
prognosticul bolii.

Rezultatele publicate pana in prezent asupra diverselor tipuri de biomarkeri au dovedit ca
acestia pot fi utili in ameliorarea scorurilor prognostice actuale, iar incorporarea lor In modele
prognostice noi bazate pe caracteristici fenotipice §i genice va creste capacitatea de predictie a
raspunsului terapeutic. Toate aceste date au fost insa analizate in cadrul restrans al unor studii

clinice sau experimentale utilizand metodologii accesibile doar in conditii de cercetare.

Scopul si obiectivele studiului

Lucrarea 1si propune evaluarea caracteristicilor micromediului tumoral si ale celulelor
maligne utilizdnd tehnici care sunt deja disponibile sau care pot fi implementate cu succes in
laboratoarele asociate clinicilor de hematologie din tara. Realizarea proiectului vizeaza tehnici de

histopatologie, imunohistochimie (IHC) pentru caracterizarea fenotipica a celulelor micromediului



si a celor maligne, pentru evidentierea asocierii EBV si pentru studiul expresiei unor gene
caracteristice celulelor maligne i non-maligne din masa tumorala.

Studiul de fata este de tip observational analitic retrospectiv/prospectiv si cuprinde pacienti
diagnosticati cu limfom Hodgkin clasic (LHc) in perioada 2005 — 2018, aflati in evidenta Clinicii
de Hematologie a Spitalului Clinic Coltea, Bucuresti, urmariti in evolutie pana in Decembrie 2019
(sau pana la survenirea decesului), la care am dorit selectionarea parametrilor clinici, biologici si
de raspuns terapeutic, cu valoare prognostica dovedita.

Obiectivele urmarite in aceasta lucrare au fost:

e Urmarirea evolutiei clinice si a raspunsului la tratament in limfoamele Hodgkin, corelate
cu posibili factori de prognostic, clinici si biologici.
e Compararea evolutiei pacientilor in functie de subtipul histologic, stadiul bolii si
tratamentul aplicat, corelate cu factori de prognostic prezenti la debut.
e Studii comparative cu datele din literatura pentru identificarea unor particularitati privind
incidenta, evolutia si raspunsul la tratament.
Aprecierea cat mai reald a prognosticului unui pacient in momentul stabilirii diagnosticului,
reprezintd premisa unei abordari terapeutice optime cu efecte secundare pe termen lung cat mai
reduse.

Am analizat anumiti factori de risc (clinici, paraclinici) si am evaluat supravietuirea
pacientilor cu LHc in functie de acestia, de stadiul evolutiv al bolii si de mijloacele terapeutice
utilizate. Evolutia diferitd a pacientilor cu LH, aflati in acelasi stadiu clinic, se explicd nu numai
prin terapiile diferite folosite, dar si prin caracteristici ale organismului gazda cat si ale proliferarii
tumorale.

Scopul este de a descrie un model prognostic bazat pe caracteristicile biologice ale LHc cu
valoare predictiva asupra raspunsului terapeutic si care sa permitd o terapie adaptatd gradului de
risc al fiecarui pacient.

Evidentierea expresiei EBV in celulele tumorale pentru stabilirea implicatiilor prognostice
si a unei abordari terapeutice diferentiate in LH nu sunt uzuale 1n investigatiile patologice curente.
Identificarea markerilor asociati procesului tumoral este extrem de importanta deoarece aceste

molecule pot constitui tinte ale terapiilor biologice performante.



Prin urmare, abordarea complexa, cu totalitatea factorilor clinici, biologici si terapeutici cu
posibila influentd asupra prognosticului pacientului si individualizarea fiecarui caz In parte

orienteaza in alegerea unei terapii cit mai eficiente.

Material si metoda

Lotul de studiu a fost alcatuit din 93 de pacienti diagnosticati cu limfom Hodgkin clasic
(LHc) pe o perioada de 14 ani, intre anii 2005-2018, in Clinica de Hematologie a Spitalului Clinic
Coltea, urmariti in evolutie pand in Decembrie 2019 (sau pana la survenirea decesului).

In analiz au fost inclusi in mod aleator pacienti diagnosticati cu LHc cu toate cele patru
subtipuri histologice (conform clasificariit WHO) anterior, dar si pe parcursul derularii studiului,
pe baza criteriilor de includere definite anterior selectionarii acestora:

De mentionat ca in lotul de analizat nu a fost inrolati pacienti pierduti din observatie pe
parcursul studiului si nici pacienti diagnosticati cu limfom Hodgkin variantd nodulara.

Culegerea datelor s-a facut din fisele de observatie ale pacientilor, care, ulterior au fost
inregistrate intr-o fisa de cercetare a cazului. Tipul de studiu a fost retrospectiv si prospectiv, din
momentul diagnosticului si pana la deces sau pana in momentul incheierii studiului. Unitatea de
observare a fost persoana. S-au studiat caracteristici cantitative (masurabile) si calitative
(nemasurabile), alternative si nealternative.

Studiul s-a efectuat pe baza unei fise, o prima etapa constituind-o analiza datelor de
identificare a pacientilor (nume, prenume, varsta, sex, mediul de provenientd, conditii de viata si
munca, anul diagnosticului).

Ulterior a urmat diagnosticarea limfomului Hodgkin, determinarea parametrilor clinici si
paraclinici, realizarea corelatiilor posibile (clinico - histologice, clinico-paraclinice, histologico-
paraclinice, clinico-evolutive), urmarirea impactului asupra prognosticului si stabilirea
implicatiilor terapeutice.

In scopul realizarii corelatiilor clinico-histologice la pacientii cu LHc, lotul a fost
subdivizat, in functie de raspunsul la tratament la finalul studiului, in doud subloturi si anume:

e Lotul 1 alcatuit din 58 de pacienti cu evolutie favorabila de boala — aflati in remisiune

completa dupa prima linie de tratament;



e Lotul 2 alcatuit din 35 de pacienti cu evolutie nefavorabila de boala sau cazuri refractare —
in care am introdus pacienti aflati in remisiune partiala, pacienti cu boala progresiva, cat si
pacienti cu boala stabild dupa prima linie de tratament.

Studiul s-a bazat pe analiza factorilor care tin de pacient (varsta, sexul, statusul de performanta
clinica, antecedente patologice personale semnificative), a parametrilor ce evalueazd masa
tumorald (localizarea biopsiei, prezenta simptomelor B, stadiul Ann Arbor, numarul ariilor
ganglionare afectate, prezenta maselor tumorale voluminoase Bulky, tipul si numarul
determindrilor extraganglionare, prezenta determinarii medulare, prezenta hepatomegaliei/
splenomegaliei, nivelul seric al LDH, nivel seric al beta-2 microglobulinei), a factorilor prognostici
legati de stadiu, subtip histologic, parametrii biologici (hemograma, sideremia, nivelul VSH,
nivelul albuminei serice, prezenta virusului Ebstein-Barr), a factorilor prognostici care tin de
tratament (tipul chimioterapiei utilizate in inductie, scaderea masei tumorale cu mai mult de 50%
dupa prima cura, utilizarea radioterapiei, a anticorpilor monoclonali, a transplantului autolog de
celule stem hematopoietice, necesitatea PET-CT-ului intermediar) si a noilor factori prognostici
care apreciaza evolutia bolii (supraexpresia BCL2 in celulele maligne, prezenta PD1 la nivelul
limfocitelor si antigenul CD68 la nivelul macrofagelor din micromediul tumoral, precum si
prezenta EGFR).

Diagnosticul histopatologic a fost stabilit pe baza analizei probelor din ganglionul limfatic
sau din alt tesut, recoltate prin biopsie incizionald sau excizionald. Prima etapa in stabilirea
diagnosticului histopatologic a fost examenul anatomo-patologic al fragmentelor tumorale
reprezentative recoltate, prin care, pe de o parte, s-au exclus proliferarile non-hematologice si
limfoproliferarile benigne, pe de altd parte s-a incercat definirea tipului histologic. Ulterior, s-a
stabilit profilul imunofenotipic al limfoproliferarii prin efectuarea de teste imunohistochimice pe
preparatele tumorale incluse la parafind. Analiza profilului expresiei genice in celulele maligne si
studiul citogenetic nu s-au putut realiza din cauza lipsei de accesibilitate a acestor metode, desi ar
fi Tmbunatatit considerabil acuratetea predictiei prognosticului si ar fi fost utila in particularizarea
abordarii terapeutice, in functie de caracteristicile micromediului tumoral.

Anamneza a urmarit:

» antecedente personale semnificative;

= aprecierea conditiilor de viata si de munca;

= evaluarea statusului de performanta;
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* modul de debut cu determinare ganglionard sau extraganglionara;

= prezenta semnelor B de boala (febra, transpiratii profuze nocturne, scadere ponderala

mai mult de 10% din greutatea corporala, in ultimele 6 luni);

= depistare acuzelor sugestive pentru determinari extraganglionare;

» simptome legate de determinarea medulara..

Examenul obiectiv a permis:

= examinarea tuturor ariilor ganglionare (occipitale, retro- s§i preauriculare,

submentoniere, submandibulare, laterocervicale, supraclaviculare, axilare,
epitrohleene, inghinale si poplitee) si descrierea caracterelor adenopatiilor;

= aprecierea dimensiunilor ficatului si splinei,

= examinarea directd a tesutului limfoid orofaringeal (inel Waldayer) si/sau prin

laringoscopie indirecta;

= evidentierea semnelor clinice care sugereaza prezenta determindrilor extraganglionare

(glande salivare, cutanate, digestive, orbita, tiroida, etc);

= decelarea complicatiilor (infectioase, autoimune, metabolice, compresive,

postterapeutice).

Evaluarea statusului de performantd clinicd, important in stabilirea prognosticului si
alegerea conduitei terapeutice si care ilustreaza relatia gazda - tumora. Statusul de performanta
(SP) este o evaluare numerica a starii generale de sanatate a pacientilor si a capacitatii lor de a
desfasura activitati zilnice normale (cum ar fi spalarea si imbracarea, mersul la serviciu si
efectuarea treburilor). Asa cum se aratd in Tabelul nr.10, SP este notat pe o scara de la 0 la 4,
numarul mai mic indicand o stare de sdnatate mai buna. Grupele ECOG 0-1 corespund scorurilor
prognostice Karnofsky> 80, iar grupele ECOG 2-4 corespund scorurilor prognostice Karnofsky<
70.

Stadializarea limfomului, utilizand clasificarea Ann Arbor (CotSwalds modificat, 1989),
importantd pentru stabilirea prognosticului cat si pentru alegerea protocolului terapeutic, s-a
efectuat la disgnostic pentru determinarea extensiei bolii (forma localizatd sau avansata de boald).
Examenul CT toraco-abdomino-pelvin si, mai rar, tomografia cu emisie de pozitroni (PET-CT)
precum si biopsia-aspirat de maduva osoasa au fost necesare atat pentru stadializare cat si pentru

evaluarea raspunsului la tratament.
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Investigatiile de laborator efectuate:

» La tofi pacientii:

examenul histopatologic si imunohistochimic al preparatelor tumorale incluse la parafina
hemograma

teste functionale hepatice (AST, ALT, GGT, LDH, bilirubine, fosfataza alcalina serica)
teste renale (uree, creatinind, acid uric)

probe biologice inflamatorii (VSH, fibrinogen)

sideremie

albumina serica

nivelul beta-2-microglobulinei serice

biopsie/ aspirat de maduva osoasa hematogena

markeri hepatici virali (VHB, VHC) si serologia HIV

> fn cazuri selectate:

Ac anti EBV/LMPI, PDI1, EGFR si CD68 prin tehnica de colorare imunohistochimica
manuala

Investigatii imagistice :

» La toti pacientii :

= radiografie toracica
= ecografie abdominala

= examen CT toraco- abdomino-pelvin

» In cazuri selectionate :

= Endoscopie digestiva superioara cu biopsie
= (Colonoscopie

= Tomografie cu emisie de pozitroni (PET) - rar

Biopsia ganglionara a celui mai accesibil ganglion limfatic, de preferinta periferic, a fost

metoda utilizatd in majoritatea cazurilor pentru stabilirea diagnosticului anatomo-patologic si

imunohistochimic. Sectiunile din ganglionul limfatic excizat au fost colorate cu hematoxilina-

eozind pentru obtinerea diagnosticului histopatologic.

Biopsia unei determindri extraganglionare s-a efectuat cand aceasta a fost unica localizare

a bolii la diagnostic.
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Biopsia si aspiratul maduvei osoase hematogene s-a realizat pentru stadializare, afectarea
medulard ducand la incadrarea pacientului in stadiul IV Ann Arbor. A fost preferatd biopsia
osteomedulara de cate ori a fost posibil. Biopsia de maduva osoasa s-a efectuat din creasta iliaca
postero-superioara. Fragmentul recoltat a fost prelucrat in mai multe etape: fixare in fixator
sublimat acetic; decalcifiere 48 de ore in acid azotic 5%; includere in parafina; sectionare la 5 mm
si colorare standard cu hematoxilind-eozind, reactiv von Gieson - pentru evidentierea fibrelor de
colagen - si impregnare argenticd Gomori- pentru evidentierea fibrelor de reticulind. Afectarea
maduvei osoase este prezenta la momentul diagnosticului in 10-15% dintre cazuri. Acesti pacienti
sunt de obicei Intr-un stadiu clinic avansat. Criteriile histopatologice pentru diagnosticul afectarii
medulare la pacientii cu limfom Hodgkin stabilit Tn urma biopsiei limfo-ganglionare au fost
recomandate de Comitetul pentru Criterii Histopatologice contribuind la Stadializarea LH, la
Simpozionul de la Ann Arbor in 1971. In ultimii 5 ani s-a luat in discutie chiar inlocuirea biopsiei
osteomedulare cu PET-CT-ul in ceea ce priveste posibila determinare medulara din LH,
investigatia imagisiticd contribuind astfel semnificativ la stadializarea LH. Cea mai mare incidenta
a afectarii medulare este Intalnitd in LH cu DL (50-75% din cazuri) si cu CM (20-25% din cazuri).
Mai putin de 10% dintre pacientii cu LH-SN au afectare medulara in momentul diagnosticului si
doar rare cazuri de LH-BL prezinta afecatare a maduvei.

Studiul imunofenotipic prin imunohistochimia pe tesutul inclus la parafina s-a efectuat de-
a lungul timpului In mai multe laboratoare: in cadrul Laboratorului de Anatomie Patologica al
Institutului “Victor Babes”, Bucuresti, apoi in cadrul Laboratorului OncoTeam Diagnostic de la
Spitalul Monza, ulterior din cadrul Clinicii Royal Hospital Bucuresti. Foarte rar s-au obtinut
rezultate si de alte laboratoare private.

Imunohistochimia pe tesutul inclus la parafina permite folosirea tesutului preparat obisnuit
si studiul materialului de arhiva. Celulele Hodgkin-Reed-Sternberg reprezintd doar o proportie
scazuta din populatia celulara total din biopsii. Intrucit majoritatea celuleor un au un substrat
malign, este esential sd se stabileascd trasaturile citologice ale celulelor care reactioneaza cu
diferiti anticorpi. De aceea, este de preferat sd se foloseasca sectiuni de parafina pentru studierea
imunofenotipicd a LH, ce permit aprecierea atat a arhitecturii leziunii, cat si a detaliilor citologice
ale celulelor ce reactioneaza cu un anumit anticorp. Majoritatea subtipurilor de LHc au un fenotip
distinct, alcatuit dintr-o combinatie unica a unui antigen de activare limfoida (CD30) si un antigen

mielomonocitar (CD15), cu absenta antigenului comun leucocitar (LCA, CD45). Acest fenotip



13

caracteristic, intdlnit Tn 85% din cazuri, nu are corespondent normal printre celulele
limfoganglionului. CD15 si CD30 se localizeaza caracteristic atat in complexul Golgi, cat si In
membrana celulara a celulelor RS si a variantelor lor. Combinatia reactivitatii pentru complexul

(13 X9

Golgi si suprafata confera aspectul caracteristic “in tinti”. In afara de acest fenotip unic si de
localizarea celulara , LHc poate avea un aspect histologic distinct, mai ales in subtipul cu scleroza
nodulara. In acest subtip, celulele lacunare formeaza grupuri, sugerand un sincitiu celular. Astfel,
o plaja sincitiald de “tinte” CD15+CD30+CD45- este caracteristica LH cu scleroza nodulari. in
cele din urma, chiar daca un marker este prezent sau absent, cel mai bun criteriu pentru diagnosticul

LHc este contextul histologic sau imunoarhitectura, care este patognomonica.

Coloratiile IHC reprezinta o tehnica de fenotipare indirecta bistadiald efectuata pe sectiuni
din materialul tisular inglobat la parafina. Au fost efectuate coloratii IHC utilizdnd doua paneluri

de anticorpi (Ac) — Tabel nr.1 si Tabel nr.2:

1. Panelul de cinci Ac pentru stabilirea diagnosticului imunofenotipic de LHc:

Nr | Acanti | Clona | Specificitate Sursa Dilutie | Metoda

1 CD30 | BerH2 | Marker de activare Ventana, Roche | prediluat | automata
limfocitara; pozitiv in Diagnostics,
>95% dintre cazurile de | Arizona, USA

LHc in celulele RS

2 CDI5 | MMA | Marker granulocitar; Leica prediluat | automata
pozitiv in ~70% dintre | Biosystems,
cazurile de LHc in Buffalo Grove,

celulele RS USA

3 CD20 | L26 Marker panB; pozitiv Ventana, Roche | prediluat | automata
in ~20% dintre cazurile | Diagnostics,

de LHc in celulele RS, | Arizona, USA
pozitivare de intensitate

variabila




4 PAXS5 | SP34 | Marker panB; pozitiv Ventana, Roche | prediluat | automata
in >95% dintre cazurile | Diagnostics,
de LHc in celulele RS Arizona, USA
5 CD3 2GV6 | Marker panT; negativ | Ventana, Roche | prediluat | automata
in celulele RS din LHc | Diagnostics,
Arizona, USA

Tabel nr.1 — Anticorpi utilizati pentru stabilirea diagnosticului imunofenotipic de limfom Hodgkin clasic

2. Panelul aditional de sase Ac pentru investigarea expresiei in celulele tumorale, respectiv la

nivelul micromediului peritumoral:

Nr | Ac anti Clona | Specificitate Sursa Dilutie | Metoda
1 | EBV/LMP1 | CSl1 Epstein-Barr virus, | Leica Biosystems, | 1:100 manuala
proteina latenta de | Buffalo Grove,
membrana 1 USA
2 | BCL2 SP66 | Proteina oncogenei | Ventana, Roche prediluat | automata
bcl2 Diagnostics,
Arizona, USA
3 | PDI1 CD279 | Limfocit T helper | BioSB, Santa 1:50 manuala
folicular Barbara, USA
4 | EGFR 29.11 | Factor de crestere | Sigma Aldrich, 1:1000 | manuala
epidermald; marker | Merck KgaA,
vascular Darmstadt,
Germany
5 | CD68 KP1 Marker histiocitar; | BioSB, Santa 1:500 manuala
macrofage Barbara, USA

Tabel nr.2 — Anticorpi utilizati pentru investigarea expresiei in celule tumorale si la nivelul micromediului

peritumoral

Aprecierea reactiei pentru panelul de Ac aditional:

- reactia pentru EBV/LMPI in celulele tumorale RS a fost notata cu “+”, respectiv “-, fara

cuantificarea procentuald a numarului de celule tumorale pozitive (reactie calitativa);

14
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- reactia pentru BCL2 in celulele tumorale RS a fost notata cu “+”, respectiv “-; pentru cazurile
“+”, s-a facut o apreciere calitativa a intensitdtii reactiei (pe o scala de la + la +++, raportat la
reactia BCL2 din limfocitele mici reactive) si o apreciere cantitativa, a procentului de celule
tumorale BCL2 pozitive;

- reactia pentru PD1 a fost notata in micromediul peritumoral, apreciindu-se, cantitativ, procentul
de limfocite mici PD1+ si dispozitia acestora raportat la celulele tumorale RS (eventuala rozetare
peritumorald);

- reactia pentru CD68 a fost notatd in micromediul peritumoral, apreciindu-se, cantitativ,
procentul de celule CD68+ si dispozitia acestora raportat la celulele tumorale RS (eventuald
rozetare peritumorald);

- reactia pentru EGFR: pentru fiecare sectiune au fost selectate cinci cdmpuri cu cea mai mare
densitate vascularad (selectate cu obiectiv 10x, ocular 20x cu microscoppul Leica DMC 2900);
acestea au fost captate cu camera digitald cu software-ul Leica Application Suite (LAS); au fost

numadrate vasele marcate prin reactia pentru EGFR pe fiecare dintre cadmpuri si s-a facut o medie.

Hemograma s-a efectuat pe analizoare de hematologie si examenul frotiului de sange
periferic prin microscopie optica, dupa colorare May-Grunwald-Giemsa. Poate evidentia:
= anemie secundard unei mobilizari defictare a fierului din macrofagele de depozit (anemie
cronica simpld), dar poate fi si urmarea directd a hiposieremiei concomitent cu o deficienta
nutritionasa. Prezenta Hb< 10.5g/dL la debutul LH este asociatd cu un prognostic negativ.
= leucocitoza (Le> 15000/mmc se asociaza cu un prognostic negativ in stadiile avansate)
* limfopenie (Ly< 8% se asociazd cu un prognostic negativ in stadiile avansate)
= cozinofilie

= peutrofilie

Nivelul seric al LDH a fost efectuat la toti bolnavii inclusi in lotul studiat. Valoarea LDH-
ului la diagnostic constituie:
= factor de prognostic independent; nivelul seric crescut la debut este asociat cu o ratd mai mica
de remisiuni complete si partiale;
= se coreleazd cu raspunsul la tratamentul conventional §i reprezintd un parametru de

monitorizare a evolutiei limfomului.
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Beta-2-Microglobulina serica a putut fi determinata intr-un numar semnificativ de cazuri,
mai ales in ultimii 5 ani. Nivelul seric ridicat se coreleaza cu un volum tumoral mare si cu

deficienta sistemelor imune anti-tumorale. Este un indicator al rezistentei la tratament.

Indicatorii sindromului biologic inflamator (VSH, fibrinogen) au fost determinati la
majoritatea pacientilor lotului studiat atat la diagnostic cat si la reevaluarile ulterioare, in scopul
monitorizarii raspunsului la tratament. Cresterea VSH semnifica boala agresiva si/sau activa si are
semnificatie prognostica negativa. Fibrinogenul nu are valoare prognostica, cresterea acestuia
corelandu-se mai degraba cu tendinta la hipercoagulabilitate.

Testul HIV, cand a fost posibil, s-a efectuat la toti pacientii lotului studiat.

Markerii hepatici virali s-au determinat la cei mai multi dintre pacientii lotului studiat.

Radiografia toracica s-a efectuat de rutina la tofi pacientii lotului studiat, in vederea
identificarii adenopatiilor hilare, mediastinale §i a detectarii eventualelor determinari pulmonare,
revarsatelor pleurale sau pericardice.

Ecografia abdomino-pelvina s-a efectuat de rutind la pacientii lotului studiat in vederea
detectarii la diagnostic a adenopatiilor profunde subdiafragmatice, hepatosplenomegaliei,
proceselor localizate (intrahepatice, intrasplenice, etc) cat si pentru aprecierea raspunsului la
tratament $i monitorizarea evolutiei pacientilor.

Ecografia cardiaca cu determinarea fractiei de ejectia a ventriculului stang (FEVS) s-a
efectuat la toti pacientii care au beneficiat de tratament cu antracicline.

Tomografia computerizata toraco-abdomino-pelvind a fost efectuatad pentru detectarea
adenopatiilor profunde, hepatomegaliei, splenomegaliei, a proceselor localizate in ficat, splina,
alte organe interne, in marea majoritate a cazurilor, mai ales in ultimii 5-8 ani.

Tomografia cu emisie de pozitroni (PET-CT) a fost efectuatd mai rar, dar cu preponderenta
in ultimii ~5 ani (cand a devenit mult mai accesibila in tard) pentru acuratetea stadializarii initiale,
evaluarea postterapeuticd intermediara, a diferentierii bolii reziduale de fibroza sau necroza.

Endoscopia digestiva superioard sau inferioara a fost metoda folosita pentru evidentierea
leziunilor tractului gastrointestinal din cadrul LH (localizari destul de rare).

Laparatomia exploratorie a fost o metoda investigationald invaziva la care s-a recurs, de
asemenea, foarte rar , la pacientii cu mase tumorale abdominale sau pelviene palpabile, evidentiate
echografic si/sau tomografic si la care laparatomia a constituit singura variantd posibila de

diagnostic. Avantajul acestei metode este ca a realizat o apreciere obiectiva a extensiei procesului
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limfomatos, permitdnd biopsierea ganglionilor abdominali din diverse grupe si eventual,

prelevarea de biopsii hepatice.

Prelucrarea statistica a datelor s-a realizat pe calculatorul personal, in programul OFFICE
versiunea 18.2006.1031.0.

Pentru loturile studiate am considerat cd inregistrarile sunt independente intrucét parametrii
provin de la pacienti diferiti, iar lotul initial indeplineste conditiile de aleatorizare impuse de
metodele statistic utilizate.

Variabilele utilizate in analizd au fost, in mare masura, parametrii biologici masurabili
(hemoglobina, numar de leucocite, numar de limfocite, VSH, LDH seric, beta-2-microglobulina
sericd, sideremie, albumina serica etc.), insa 1n unele cazuri, datorita necesitatii surprinderii unor
fenomene sau caracteristici calitative s-au introdus valori categoriale binare. La variabilele cu mai
mult de doud valori (stadiul bolii, status de performanta, etc) s-a avut in vedere si transformarea
lor 1n variabile primare.

Pentru parametrii sau variabilele utilizate in aceasta lucrare au fost prezentate valorile
extreme, media si deviatia standard, coeficientul de variatie, eroarea standard si a fost verificata
ipoteza normalitatii, atdt prin aprecierea existentei unei simetrii cu ajutorul medianei si a
cuartilelor, cat si prin utilizarea mai multor teste de normalitate.

In cazurile in care, pentru o anumita variabild/parametru s-a constatat existenta unei abateri
evidente de la curba lui Gauss, s-a testat posibilitatatea existentei unui alt tip de repartitie a
valorilor parametrului respectiv (repartitie exponentiala, chi patrat). In aceste cazuri, s-a avut in
vedere, la analiza corelatiilor existente intre parametrii, determinarea coeficientilor de corelare
neparametrici.

Testul Chi patrat este un test neparametric si este utilizat in special in cazul datelor
nenumerice (nemasurabile) - ordinale si nominale - a caror distributie nu se poate determina, cat
si In cazul datelor masurabile cu distributie necunoscuta. Testul Chi patrat este utilizat pentru a
evalua asociatia dintre doud variabile. Principiul testului Chi patrat constd In compararea
frecventelor absolute (numarul de aparitii) rezultate din observatii cu frecventele absolute asteptate
sau frecventele absolute teoretice.

Dupa calcularea valorii Chi patrat pe baza frecventelor observate, aceastd valoare se
compard cu valorile teoretice din tabelele statistice. Daca valoarea Chi patrat calculata este mai

mare sau egald cu valoarea Chi patrat din tabele, atunci respingem ipoteza nula si acceptam ipoteza
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alternativa la nivelul pragului de semnificatie statistica de cel putin p < 0.05. Daca valoarea Chi
patrat calculatd este mai mica decat valoarea Chi patrat din tabele, atunci respingem ipoteza
alternativa si acceptdm ipoteza nuld si afirmdm cad nu putem stabili nici o legaturd statistic
semnificativa intre cele doud variabile.

Pragul semnificatiei statistice p este riscul sau probabilitatea de a respinge ipoteza nula
cand aceasta este adevarata. In medicin, pragul semnificatiei statistice este p= 0.05. Sau, altfel
spus, atunci cand afirmdm ca respingem ipoteza nuld, ca fiind falsa, la pragul de p< 0.05 ne
asumam sa gresim Tn mai putin de 5% din cazuri.

In lucrarea de fata, testul Chi patrat a fost folosit pentru compararea pacientilor in functie
de evolutia bolii si influenta factorilor de prognostic asupra evolutiei favorabile sau nefavorabile

a bolii.

Rezultate si discutii

Esantionul studiat a fost compus din 93 de pacienti cu diagnostic confirmat de limfom
Hodgkin clasic, conform criteriillor WHO internationale, la care s-au analizat o serie de parametrii
clinici si paraclinici cu rol prognostic dovedit, dar si potentiali factori de prognostic corelati cu
evolutia bolii, care a fost notata in dinamica. Raspunsul la terapie a fost urmarit pe parcursul unei
perioade relativ indelungate in care s-a derulat studiul, intre 2005 si 2018, in cadrul Clinicii de

Hematologie Coltea.

Limfomul Hodgkin este o malignitate a tesutului limfoid destul de rara la nivel mondial
(1% din totalul neoplasmelor si 10% din totalul limfoamelor). Din punct de vedere al tendintei
evolutive, am constatat o rati crescutd in timp a dignosticirii pacientilor cu limfom Hodgkin. In
lotul studiat, s-a evidentiat o incidenta crescatoare Tn ultimi 5-6 ani ai perioadei de studiu, aproape
douad treimi din cazurile de LH clasic - aproximativ 65% (60 de pacienti), rezultate concordante cu
datele din literatura de specialitate. Aceasta distributie neuniforma este posibil sa se datoreze atat
cresterii reale a incidentei LH, dar si cresterii acuratetii diagnosticului.

Varsta medie a pacientilor cu LHc din lotul luat in discutie este de 38.08 +/- 15.89 ani, cu
un minim de 18 ani si un maxim de 78 de ani, rezultat concordant cu datele din literatura. In ceea

ce priveste repartitia pacientilor in functie de varsta in cadrul celor 2 subloturi, se evidentiaza ca
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varsta medie a pacientilor din lotul 1, cu evolutie favorabild, este mai mica (36.47 ani +/- 1.71)
fatd de media de varstd a pacientilor din lotul 2, cu evolutie nefavorabild de boald (40.61 ani +/-
2.91).

In ceea ce priveste variatia specific pe grupe de varsti a incidentei limfomului Hodgkin clasic in
lotul nostru de studiu se observa faptul ca intre 18 si 28 ani limfomul Hodgkin afecteaza in aproape
in egala masurd ambele sexe, lucru intalnit discret si in preajma intervalului de varsta 38-40 ani,
ulterior peste 40 ani, afectiunea predomini la barbati. In literaturd este mentionata predominenta
sexului masculin in orice decada de varsta.

Subtipurile histologice predominante in lotul studiat sunt scleroza nodulara si celularitate

mixta, cu o usoara inclinare a balantei In favoarea primului subtip histologic — aproximativ 50%
(date comparabile cu cele din literatura in acest sens). Subtipul celularitate mixta inregistreaza o
proportie mult mai mare de cazuri decat cele mentionate in cartile de specialitate (circa 45%) - in
tarile industrializate, aproximativ 20-25% din cazurile de LHc prezintd subtip de celularitate mixta,
cu un procent mai mare observat in tarile in curs de dezvoltare. De remarcat ar fi ca in lotul de
studiu exista si un procent foarte scazut de 2.2% pacienti cu subtip histologic neclasificabil.
Din analiza lotului general reiese cu particularitate faptul ca subtipul histologic bogat limfocitar a
fost diagnosticat doar la pacientii cu varste cuprinse Intre 41-50 ani (1 caz). De asemenea, subtipul
histologic majoritar, celularitate mixta, predomina la pacientii de peste 65 de ani (80%). Subtipul
histologic scleroza nodularad apare predominant la pacientii sub 40 ani (de 3 ori mai multi pacienti
cu SN au varsta sub 40 ani), pe cand subtipul histologic depletie limfocitara este prezent doar la
pacienti sub 65 ani si In proportii relativ egale pe grupe de varsta.

Repartitia pe sexe a lotului studiat aratd o predominantd a sexului feminin in subtipul
histologic sclerozd nodulard (~62%), raportul inversandu-se in cazul subtipului histologic
celularitate mixta, in care predomina sexul masculin (~53%). De asemenea, in categoria celor
incadrati in subtipul histologic depletie limfocitara predomind sexul feminin (4.8%), iar in cazul
pacientilor cu subtip histologic bogat limfocitar se regisesc numai barbati. in studiul de fata
raportul barbati/ femei este de 1.2:1. In literatura de specialitate, pe baza studiilor efectuate, se
mentioneaza faptul ca subtipul histologic SN reprezinta 60-70% din cazuri si spre deosebire de
predominenta masculind observata la celelalte subtipuri de LHc, raportul barbati/femei al LH-SN

este aproape egal.
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In lotul studiat, existd o diferentd semnificativa in privinta mediului de provenienti al
pacientilor, 62 dintre ei (2/3 din total) fiind din mediul urban si 1/3 provenind din cel rural. In ceea
ce priveste incidenta subtipurilor histologice pe medii de provenientd, in ambele cazuri predomina
subtipurile histologice SN si CM.

Cei mai multi pacienti au fost incadrati la debut in stadiul IV de boala (45.16%), procentul
pacientilor crescand direct proportional cu cresterea gradului de stadializare (std. I —3.23%, std. II
— 24.73% si std. III — 26.88%). Repartitia pacientilor din lotul general in forme limitate si
avansate evidentiaza un numar de cazuri semnificativ mai mare in favoarea celor cu forme extinse
de boala (aprox. 72%). Din analiza intregului lot reiese ca indiferent de subtipul histologic,
majoritatea pacientilor au fost diagnosticati in stadiul IV de boala (SN — 22 de cazuri, CM — 16
cazuri, DL — 2 cazuri). Exceptie a facut subtipul histologic bogat limfocitar reprezentat de un
singur caz diagnosticat in stadiul II, iar in cazul pacientilor cu subtip neclasificabil (2 cazuri) se
remarca diagnosticarea in stadiul IV.

La nivelul intregului lot studiat, aproximativ 56% dintre pacientii cu limfom Hodgkin au
prezentat semne generale de boala. Conform rezultatelor obtinute in analiza de fatd, prezenta
semnelor generale de boala la debut este proportionalda cu evolutia stadiului bolii. Astfel, la
pacientii aflati in stadiul I nu s-au Inregistrat semne generale de boala, in stadiul II simptomele B
sunt prezente in procent de 8.60%, in stadiul III 12.90%, iar in stadiul IV 34.41%. In literaturi se
mentioneaza faptul cd febra, scaderea ponderald sau transpiratiile profuze nocturne apar in 25%
din cazuri la debut, dar in evolutie sunt semnalate in 50% din cazuri. In lotul studiat semnele
generale de boala sunt prezente in cazul a 52 de pacienti din 93 (55.91%)).

Analiza tuturor cazurilor a relevat ca 21.51% dintre pacienti au prezentat la debut
formatiune tumorald voluminoasa (Bulky) sau bloc ganglionar cu dimensiuni > 7cm.

La nivelul intregului lot studiat, aproximativ 56% dintre pacientii cu limfom Hodgkin au
prezentat la debut hiposideremie, mecanismul fiind de tip inflamator. Hiposideremia joaca un rol
prognostic negativ in evolutia cazurilor de limfom Hodgkin, astfel ca in lotul 2, cu evolutie
nefavorabila, au fost inregistrate mai multe cazuri de pacienti cu sideremie scazuta (68.57%) decat
cu sideremie normala (31.43%). Totodatd s-au inregistrat mai multe cazuri de pacienti cu
sideremie scdzuta in lotul 2 comparativ cu lotul 1 (68.57%), in care avem pacienti cu evolutie
favorabila (48.28%). Putem concluziona ca hiposideremia se coreleaza statistic cu evolutia

nefavorabila a pacientilor cu limfom Hodgkin (p< 0.05).
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Trecand mai departe, la analiza factorilor de prognostic deja cunoscuti asupra cazurilor din
lotul de studiu alcatuit, am observat urmatoarele:

Distributia pacientilor din lotul general in functie de valoarea hemoglobinei este relativ
egald, cu o usoard predominenti in randul celor cu anemie (normocroma normocitara). In lotul 2,
cu evolutie nefavorabild, se afla un procent mai mare de pacienti cu anemie (52.78%) comparativ
cu lotul 1, cu evolutie favorabila (45.61%), iar in lotul 1 sunt mai multi pacienti cu valori normale
ale Hb (54.39% fata de 47.22%), putand concluziona ca anemia la diagnostic este un factor de
prognostic negativ in evolutia cazurilor de limfom Hodgkin, dar fara semnificatie statisticd (p=
0.601585).

Desi a fost identificatd la putin peste o treime din cazurile analizate (39.78%), leucocitoza
(Le >15000/mmc) s-a Inregistrat intr-o proportie mult mai mare in randul pacientilor cu evolutie
nefavorabila (45.71%) comparativ cu cei cu evolutie favorabila (36.21%). Cu toate acestea,
analizdnd datele obtinute, nu s-a evidentiat o corelatie statistica intre valoarea crescutd a
leucocitelor si evolutia bolii (p= 0.364132). Acest lucru ar putea fi cauzat si de faptul cé cele 2
subloturi alcatuite sunt formate atat din pacienti aflati in stadii limitate, cat si pacienti aflati in
stadii extinse de boald, iar leucocitoza este un factor de prognostic ce se ia in calcul cu
preponderenta 1n cazul formelor extinse.

In lotul studiat, procentul pacientilor cu limfopenie (Ly< 8%) a fost relativ similar cu cel
al pacientilor cu valoarea limfocitelor n limite normale, cu o discretd crestere in favoarea celor cu
limfopenie (51.61%). Iar in ceea ce priveste distributia pe cele doua subloturi, se observa o usoara
crestere a procentului de pacienti cu limfopenie in lotul 2 (57.14%) fata de lotul 1 (48.28%), o
valoare nesemnificativa statistic (p=0.407121)

Existd o pondere semnificativd a pacientilor diagnosticati cu limfom Hodgkin si VSH
crescut in lotul studiat (75%). VSH-ul crescut este un indice inflamator frecvent intalnit in randul
pacientilor cu limfom Hodgkin, mai ales in cazul celor cu evolutie de boald nefavorabila din lotul
2 (88.57%) fata de lotul 1 cu evolutie favorabild (65.52%), dar diferenta semnificativa statistic
(p<0.05) se inregistreaza in cadrul lotului 2 1n ceea ce priveste procentul de pacienti cu VSH
normal (11.43%) fata de cei cu VSH crescut (88.57%).

Cei mai multi pacienti au prezentat la diagnostic o valoare normalda a LDH-ului
(aproximativ 60%), iar In distributia pe subloturi s-a inregistrat, de asemenea, in mod surprinzator

un procent mai scazut de pacienti cu LDH crescut in lotul 2 cu evolutie nefavorabila (37.14%) fata
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de lotul 1 (43.10%). Datele obtinute nu prezintd semnificatie statistica (p= 0.571049), in cadrul
studiului efectuat, valoarea LDH-ului necorelandu-se cu gradul de evolutie a bolii.

Majoritatea pacientilor din lotul studiat au prezentat la diagnostic o valoare a albuminei in
limite normale (77.42%). Cu toate acestea se observa o proportie discret mai mare de pacienti cu
hipoalbuminemie in cazul lotului 2 (28.57%) comparativ cu lotul 1 (18.97%), insa fara
semnificatie statistica (p=0.283102).

Desi mai mult de jumatate dintre pacientii lotului general au prezentat la diagnostic o
valoare normald a beta-2-microglobulinei serice (de obicei, un factor de prognostic negativ in
cazul limfoproliferarilor cronice), se poate observa cd un procent crescut (54.29%) dintre pacientii
cu evolutie de boald nefavorabild au prezentat o valoare ridicatd a beta-2-microglobulinei serice
(p< 0.05) fata de cei cu evolutie favorabila din lotul 1 (36.21%), acest parameru corelandu-se
statistic cu evolutia bolii (p= 0.037999).

Pacientii incadrati in forme limitate prezintd o pondere mai mare a cazurilor cu evolutie
favorabila (36.21% fata de 14.29%), asa cum cei incadrati in forme avansate au avut un procent
mai mare de cazuri cu evolutie nefavorabila (85.71% fata de 63.79%), date ce se coreleaza cu cele
din literatura si prezinta semnificatie statistica (p= 0.022485). In randul pacientilor lotului general
cu forme limitate se inregistreaza un numar de aproximativ 3 ori mai mare de cazuri cu factori de
risc (73.08%) comparativ cu cele fara factori de risc (26.92%). Pe de alta parte, in grupul
pacientilor cu forme limitate si fard factori de risc au fost doar cazuri cu evolutie favorabila
(33.33%), iar In randul pacientilor cu forme limitate si factori de risc, balanta a Inclinat in favoarea
cazurilor cu evolutie nefavorabila. In functie de indicele prognostic international (IPI), ce se
calculeaza doar pentru formele avansate de limfom Hodgkin (std. I[II+IV), am trasat o distributie
a pacientilor lotului general in forme cu prognostic favorabil (62.69%) si forme cu prognostic
rezervat (37.31%), cu un scor IPI>3. Dintre cazurile cu forme avansate, se observa un procent
mai mare de pacienti cu evolutie favorabila in grupul celor cu IPI= 0-3 (67.57%) si, asa cum era
de asteptat, un procent mai mare de pacienti cu evolutie nefavorabild in grupul celor cu indice
prognostic intre 4-7 (43.33%). Analiza cazurilor de limfom Hodgkin cu forme extinse din lotul
general a relevat un procent mai mare de pacienti cu evolutie favorabild (10.81%) cu IPI=1 fata de
cei cu evolutie nefavorabila (3.33%), de asemenea si in cazul celor cu IPI= 2 (29.73%), dar pe
masura cresterii valorii indicelui prognostic international se observa si o crestere a procentului de

cazuri cu evolutie nefavorabild - se evidentiaza totodata o distributie gaussiana a cazurilor de
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limfom Hodgkin cu forme extinse in functie de valoarea indicelui prognostic international - date
ce se coreleaza statistic (p< 0.05). Cei mai multi dintre acestia au avut un IPI=3 (33.33%), urmati
de cei cu IPI=4 (16.67%) si cei cu IPI=6 (13.33%). Un lucru interesant de remarcat este ceea ce se
intampla in randul pacientilor cu IPI=5, o repartitie relativ egala a cazurilor in privinta evolutiei
bolii (~13%).

Analiza lotului general studiat a evidentiat ca aproximativ jumatate dintre pacienti au fost
diagnosticati cu limfom Hodgkin pe baza biopsiei ganglionare din adenopatii latero-cervicale
(46.24%) si de 2 ori mai putini din adenopatii situate la nivel supraclavicular (20.43%).

Aproximativ jumadtate (46.24%) dintre pacientii inrolati in studiu nu au asociat la debut
determinare extraganglionara, 19.35% dintre acestia au avut doar determinare medulara (fara
implicarea splinei, ficatului etc.), 12.90% au prezentat determinare pulmonara/ pleurald si doar
5.38% determinare splenica. In urma rezultatelor obtinute se remarcd faptul ci un procent
semnificativ de pacienti (aproximativ 75%) din lotul 2 au asociat determinare extranodala la
diagnostic, ceea ce vine in sprijinul ideii de factor predispozant negativ si se coreleaza statistic cu
evolutia bolii (p< 0.05).

Din numarul total de pacienti care au beneficiat de examinare medulara la debut marea
majoritate nu au prezentat determinare de boald (77.42%). Proportia pacientilor care a avut
determinare medulara la diagnostic este mai importantd in randul pacientilor cu evolutie
nefavorabila din lotul 2 (31.43%) fata de 17.24% in lotul 1, asociere slabd semnificativa statistic
(p=0.062899).

Desi cea mai mare parte dintre pacientii studiati au avut un status de performanta foarte
bun - ECOG 0, rezultatele au aratat ca pacientii cu status de performanta ECOG 1 si 2 sunt mai
numerosi in lotul 2 (31.43% comparativ cu 17.24%, respectiv 14.29% comparativ cu 3.45%), ceea
ce scoate 1n evidenta faptul ca odatd cu cresterea statusului de performanta creste si predispozitia
la o evolutie nefavorabila (p< 0.05).

Toti pacientii au beneficiat de scheme polichimioterapice, 26.88% dintre pacienti au
beneficiat de radioterapie asociatd chimimioterapiei, 34.41% dintre pacienti au Intreprins
transplant autolog de celule stem hematopoietice, iar 23.66% au efectuat tratament cu anticorp
monoclonal anti-CD30, brentuxiamb vedotin (fie pre-transplant, fie ca tratament de Intretinere

post-autotransplat etc).
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Cea mai mare parte dintre pacienti au efectuat ca prima linie terapeuticd schema tip ABVD
(68.82%) dupd stabilirea diagnosticului si doar o tremie polichimioterapie tip BEACOPP
(31.18%). Protocolul terapeutic preferat a fost ABVD, alegerea intre curele ABVD si BEACOPP
ca tratament de prima linie fiind Tncd un subiect controversat. Desi schema BEACOPP ar fi mai
eficientd in stadiile avansate Ann-Arbor, este grevata de complicatii mai frecvente, uneori severe.
La pacientii peste 60 de ani se opteaza preferential pentru cure tip ABVD, data fiind toxicitatea
mai mare a curelor tip BEACOPP.

La nivelul intregului lot aproximativ doud treimi dintre pacienti (61.29%) au obtinut
remisiune completa dupa prima linie terapeuticd, in timp ce 16.13% au obtinut remisiune partiala.
19.35% din cazuri au progresat ca boald in ciuda tratamentului efectuat, iar 3.23% au ramas
stationari. Dintre pacientii care au obtinut remisiune completd dupa prima linie terapeuticd, au
reusit sa-si mentind raspunsul mai mult de jumatate (52.63%), restul au recazut in proportii relativ
echivalente, la mai putin de 1 an 22.81% si peste 1 an 24.56%.

Schema utilizata cel mai frecvent ca tratament de linia a II-a in lotul de pacienti studiat este
protocolul polichimioterapic tip IGEV (41.67%) — urmat in mod ideal de chimioterapie high-dose
si transplant autolog de celule stem hematopoietice, acolo unde exista cazuri eligibile.

Doar aproximativ un sfert dintre pacientii analizati au beneficiat de tratament cu
brentuximab vedotin.

In lotul 2, cu evolutie nefavorabild, mai mult de jumdtate dintre pacienti au avut intre 3-5
linii de tratament - chimio/ imuno/ radioterapie si/ sau transplant de celule stem hematopietice
(54.29%).

In urma analizei lotului general, s-a demonstrat ci mai mult de 70% dintre pacienti nu au
beneficiat de PET-CT intermediar pe parcursul tratamentului. Totusi 17.20% au prezentat un
PET-CT de etapa pozitiv. Desi nu avem un procent mare de pacienti cu PET-CT intermediar
pozitiv, 22.86% dintre acestia s-au inregistrat in lotul 2 cu evolutie nefavorabild comparativ cu
2.86% dintre pacientii cu PET-CT intermediar negativ, astfel incat putem concluziona ca rezultatul
PET-CT-ului intermediar influenteazd prognosticul bolii, avand semnificatie statistica (p=
0.026716).

La nivelul intregului lot peste jumatate dintre pacienti (62.37%) au obtinut remisiune
completa la finalul studiului (dupd cel putin o linie de tratament), In timp ce 2.15% au obtinut

remisiune partiald. 23.66% din cazuri au progresat ca boala in pofida tratamentului administrat, iar
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11.83% au ramas stationari. Cea mai mare parte dintre pacientii incadrati in lotul cu evolutie de
boala nefavorabila (62.86%) prezintd boald progresiva, 31.43% boald stabila si doar 5.71%
remisiune partiala.

In urma studiului, se observid o distributie gaussiana a cazurilor analizate in functie de
durata de supravietuire, atingadndu-se un varf pentru pacientii aflati in intervalul de supravietuire
5-10 ani (31.18%), cele mai mici procente inegistrandu-se pentru pacientii care au supravietuit sub
1 an (1.08%) si pentru cei cu supravietuire mai mare de 10 ani (6.45%), iar 18.28% dintre pacineti
au decedat. De mentionat ca dintre cei 6 pacienti cu perioada de supravietuire mai mare de 10 ani
(6.45%), toti aveau varste sub 40 ani, 5 pacienti se Incadreazd In subtipul histologic scleroza
nodulara la momentul diagnosticului, adica cel considerat majoritar in literatura de specialitate. In
lotul 1 durata medie de supravietuire a fost de 61.56 luni (cu un min de 12 luni si un max de 130
de luni) fata de lotul 2 in care a fost de 48.58 (cu un min de 7 luni si un max de 132 de luni).

Din esantionul total de 93 de pacienti, s-a reusit analiza la 34 dintre acestia si a unei serii
de noi factori prognostici care apreciaza evolutia bolii (investigatii suplimentare), precum:
prezenta virusului Ebstein-Barr, supraexpresia BCL2 in celulele maligne, prezenta PD1 la nivelul
limfocitelor si antigenul CD68 la nivelul macrofagelor din micromediul tumoral, precum si
prezenta EGFR.

In aproximativ 68% dintre cazurile analizate suplimentar, celulele tumorale au fost pozitive
pentru EBV/LMP1; reactia a fost difuza citoplasmatic, mai accentuata granular paranuclear la
nivelul aparatului Golgi. Doar o treime din pacientii lotului general de studiu au fost testati pentru
infectia cu virus Ebstein-Barr, iar dintre cei testati sunt EBV pozitivi de ~2 ori mai multi decat cei
negativi (24.73% fatd de 11.83%). Desi In ambele subloturi, ponderea pacientilor cu EBV+ a fost
mai mare decat a celor negativi, se poate observa cu claritate ca procentul pacientilor pozitivi din
lotul 2 (81.82%) este mai mare decat cel al cazurilor pozitive din lotul 1 (60.87%), si mai mult,
analizand lotul 2 al pacientilor cu evolutie nefavorabild comparativ cu lotul 1 al pacientilor cu
evolutie favorabila se evidentiaza o ratd semnificativ mai mare a cazurilor pozitive (81.82%) fata
de cea a cazurilor negative de doar 18.18%, putdnd sublinia impactul negativ al infectiei EBV 1n
evolutia pacientilor cu limfom Hodgkin si asocierea semnificativa statistic (p= 0.021895).

Exista o relatie intre limfomul Hodgkin si infectia cu EBV, asa cum o arata si datele din
literatura de specialitate. Mecanismele care stau la baza acestei asocieri sunt necunoscute, dar

studiile efectuate au relevat ca pacientii cu antecedente de mononucleoza infectioasa cauzata de
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virusul Epstein-Barr pot avea risc crescut de a dezvolta limfom Hodgkin, EBV fiind principalul
virus incrimat 1n aparitia limfomului Hodgkin. Cu toate acestea, tot din literaturd aflam ca genomul
EBV afost izolat in interiorul tumorii doar in aproximativ 20-40% din cazurile de limfom Hodgkin
cu un diagnostic anterior de mononucleoza infectioasd. Mai multe studii sugereazd ca EBV poate
fi un agent de transformare in limfom Hodgkin. Pacientii cu antecedente infectioase de EBV
prezintd un risc de 2-3 ori mai mare pentru dezvoltarea limfomului Hodgkin.

Majoritatea pacientilor cu LH testati pentru EBV au fost barbati, atat in randul cazurilor pozitive
de EBV, cit si in cazul celor negative, asa cum se specifica si in literatura. Continuand analiza
datelor obtinute, se observa o distributie semnificativ crescutd a cazurilor de LH-SN EBV-pozitive
fata de cele negative (72.22% compartiv 27.78%), o situatie asemanatoare pentru cazurile de LH-
CM (71.43% comparativ cu 28.57%), iar in cazul celorlalte 2 subtipuri histologice (BL, DL) se
inregistreaza cate 1 caz cu EBV(-). Totodatd comparand cazurile EBV(+) in functie de subtipul
histologic se deceleaza o proportie relativ crescutd a pacientilor cu SN fatd de cei cu CM. Ultimele
date obtinute se coreleaza doar patial cu cele din cartile de specialitate, acestea din urma sustinand
ca cele mai multe cazuri de LH-CM sunt EBV pozitive (75%), dar ca majoritatea cazurilor de LH-
SN sunt EBV negative, cu rate de pozitivitate raportate variind in intervalul 10-40%.

Celulele tumorale au exprimat BCL2 in 21 dintre cazurile studiate (61.76%). Procentul de
celule tumorale BCL2 pozitive a fost variabil, intre 20% si maxim 90%. Raportat la reactia BCL2
in limfocitele mici reactive, expresia BCL2 in celulele Reed-Sternberg a fost de intensitate redusa
(notata +) n 47.62% dintre cazurile BCL2 pozitive, foarte intens pozitive (notatd +++) in
aproximativ 33% dintre cazuri si de aceeasi intensitate cu reactia BCL2 in limfocitele mici (notata
++) 1n restul de ~19% dintre cazuri (comparatia a fost facutd pentru cea mai mare intensitate a
reactiei). In general o intensitate crescutd (+++) a reactiei pentru BCL2 s-a corelat cu un procent
mare (90%) de celule RS pozitive. In ceea ce priveste repartitia pe cele 2 subloturi, se observi o
pondere discret crescuta a pacientilor cu BCL2 prezent in randul celor cu evolutie de boald
nefavorabila (63.64% fata de 60.87%) — asociere slaba semnificativa statistic (0.076578). Dar, este
interesant de observat procentul semnificativ crescut pe cele 2 subloturi in functie de intensitatea
redusa a exprimarii BCL2 (+) cu p< 0.05.

Reactia pentru PD1 in micromediul peritumoral a fost de intensitate mai redusa comparativ
cu reactia in limfocitele mici T helper foliculare din centrii germinativi reactivi restanti. In

majoritatea cazurilor studiate (20 de cazuri, 60%) procentul de limfocite mici T helper foliculare
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PDI pozitive in micromediul peritumoral a fost redus (<10%). In rare cazuri (5 cazuri, 15%)
procentul de limfocite mici PD1 pozitive a fost intre 30 si 50% dintre celule, cu rozetarea acestora
in jurul celulelor tumorale. De remarcat numarul foarte redus de limfocite mici T helper foliculare
in ariile cu densitate mare a celulelor tumorale. Se observa un procent majoritar de pacienti care
prezintd in micromediul tumoral PD1 la distanta (~80%), iar in privinta repartitiei pe subloturi, se
inregistreaza o crestere nesemnificativd a pacientilor din lotul 2 comparativ cu cei din lotul 1 in
functie de prezenta PDI la distantd si, in mod surprinzétor, o pondere scazuta a pacientilor cu
evolutie nefavorabild de boald fata de cei cu evolutie favorabila in cazul PD1 cu rozetare, fara
semnificatie statistica (p=0.810339).

Procentul de histiocite si macrofage din micromediul peritumoral a fost variabil intre 10%
si 40% din celularitate; in cazurile cu procent mai redus de celule CD68 pozitive acestea au fost
dispuse la distanta de celulele RS; daca procentul de celule CD68 pozitive a fost mare (40-50%)
acestea s-au dispus si in proximitatea celulelor RS, uneori (3 cazuri — 12%) cu rozetare incompleta
in jurul acestora. In urma analizei cazurilor se evidentiaza o distributie relativ egala a proportiei
de pacienti cu celule CD68+ din micromediu dispuse la distantd de celulele RS in functie de
evolutia bolii (69.57% si 63.64%) si o proportie mai mare a pacientilor cu celule CD68+ cu
rozetare 1n lotul 2 comparativ cu lotul 1 (p< 0.05).

Numarul de vase a fost variabil, intre 21 de vase si 78 de vase. Pentru cazurile de LHc-
SN, densitatea vasculara a fost mai mare in scleroza peritumorald comparativ cu ariile de infiltrare
tumorala. De remarcat, in acelasi caz, si numarul mai redus de vase In ariile cu densitate celulara
tumorald mare comparativ cu ariile cu rare celule tumorale, argument in favoarea faptului ca
neoangiogeneza este un important factor de crestere tumorald si in LHc, corelandu-se cu procentul
mai mare de cazuri refractare din lotul 2 comparativ cu lotul 1 (p< 0.05) atat in cazul numarului
de vase mai mic de 50 (45.45% fata de 21.74%), cat si In cazul numarului mai mare de 50 de vase

(27.27% fata de 13.04%).
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Concluzii

1.

10.

Limfomul Hodgkin a devenit una dintre cele mai posibil curabile neoplazii hematologice,
atat in cazul pacientilor adulti, cat mai ales in cazul celor cu varsta pediatricd cu o rata
generald actuala inalta de vindecare

Micromediul este o componentd fundamentald din masa tumorala si un factor patogenetic
esential in limfomul Hodgkin, furnizand celulelor tumorale factori de crestere si inhiband
raspunsurile imune antitumorale.

Studiul continuu al celulelor Hodgkin-Reed Sterberg caracteristice acestui tip de limfom, cat
mai ales analiza micromediului tumoral inconjurator, in mod special in cazul pacientilor cu
boald 1n stadii avansate au stat la baza a diferite activititi de cercetare care au ajutat la
intelegerea limfomului Hodgkin din punct de vedere fiziopatologic, imunulogic si molecular,
dar si asupra relevantei de infectie cu EBV si a eliberarii de citokine 1n cazul a cel putin unei
proportii de pacienti.

Celulele tumorale manipuleaza micromediul, permitdndu-le sa-si dezvolte propriul fenotip
malign si sa se sustragd atacului de raspuns imun al gazdei, astfel cd interactiunea dintre
celulele tumorale si micromediul reactiv determind nu numai trasaturile histologice, dar si
caracteristicile si prognosticul clinico-patologic ale acestor pacienti.

In studiul efectuat se inregistreazi o incidentd crescitoare in ultimii ani a cazurilor de LH —
pondere semnificativ ridicata a pacientilor cu forme avansate (~72%, 67 cazuri din 93
analizate), cea mai mare parte prezentdnd semne generale de boald, subtip histologic
predominant scleroza nodulara, preponderent barbati, din mediul urban.

Se observa o distributie liniard (nu bimodala) a cazurilor in functie de varsta.

Se evidentiaza o pondere crescutd a pacientilor cu duratd de supravietuire Intre 3-10 ani.
Desi prognosticul relativ bun si rata generala inalta de vindecare generald actuald a LH, este
important de subliniat faptul ca factorii clinico-biologici rdman in continuare principalii
piloni 1n ghidarea strategiilor terapeutice.

Peste 70% dintre pacienti pot fi vindecati cu tratament adaptat factorilor de prognostic,
incluzand chimioterapie si radioterapie.

Schema terapeutici ABVD reprezinta tratamentul standard al LH in scop curativ la nivel

mondial si putine lucruri s-au schimbat in practica clinicd in ultimele doua decenii, dar cu
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toate acestea, existd loc de imbunatatire, deoarece un procent semnificativ de pacientii vor
recidiva in final dupa un tratament de succes.

Analiza datelor colectate in lucrarea de fatd aduce in prim-plan urmatorii parametrii cu
valoare prognostica si semnificatie statistica: hiposideremia, sindromul biologic inflamator
(VSH), nivelul crescut al beta-2-microglobulinei serice, determinarea extraganglionara la
debut, statusul de performantd ECOG, PET-CT-ul intermediar, infectia cu EBV la
diagnostic, asocierea cu BCL2 de intensitate redusa (+), prezenta CD68 cu rozetare, prezenta
EGFR.

Pe de alta parte, printre parametrii cu valoare prognostica, dar fard semnificatie statistica s-
au numarat: anemia la debut, numarul crescut de leucocite la diagnostic, limfopenia la debut,
valoarea LDH, hipoalbuminemia, determinarea medulara la diagnostic, asocierea cu BCL2
de intensitate medie (++) si crescuta (+++), prezenta PD1, asocierea CD68 la distanta si de
vecinatate.

Directiile viitoare includ imbunatatirea scorurilor prognostice clinice cu integrarea de noi
markeri moleculari prognostici si ale rezultatelor PET-CT-ului intermediar, pentru a
identifica mai exact pacientii cu risc crescut, precum si incorporarea unor noi agenti, cum ar
fi anticorpii monoclonali si inhibitori check-point in tratamentul de prima linie si cel de
salvare, dar si dezvoltarea terapiei pe baza de celule T care tintesc diferite alte componente
celulare ale micromediului tumoral.

Utilizarea PET-CT-ului in algoritmii de diagnostic si de monitorizare ai LH, utilizarea pe
scara larga a noilor factori prognostici biologici si moleculari la diagnosticare, noile molecule
extrem de eficiente si cunostintele recente cu privire la efectele chimioterapice asupra
micromediului, ar permite o abordare terapeutica diferitd si personalizatd a LH pe termen

scurt si lung.

skoksk
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