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INTRODUCERE

Limfomul Hodgkin reprezintd o malignitate hematologica derivata din limfocitul B
din centrul germinal al ganglionilor limfatici sau din limfocitul B post-centru germinal, si in
cazuri rare din limfocitul T. Celulele tumorale specifice acestei afectiuni, cunoscute sub
numele de celule Hodgkin si Reed-Sternberg (HRS), sunt patognomonice si se caracterizeaza
prin dimensiuni mari, fiind fie multinucleate, fie mari mononucleare. Aceste celule
reprezintd Insd doar o minoritate din masa tumorala, fiind inconjurate de un micromediu

celular, acesta joaca un rol crucial in patogeneza si evolutia bolii [1].

Limfomul Hodgkin constituie aproximativ 10% din totalul limfoamelor nou
diagnosticate, cu o incidentd in Europa de 2,2 cazuri la 100.000 de persoane pe an si o rata
a mortalitatii de 0,7 cazuri la 100.000 de persoane pe an. Boala este mai frecvent intalnita la
barbati decat la femei, prezentand o distributie bimodala a incidentei, cu un varf in randul
adultilor tineri si al celor peste 60 de ani. Diagnosticul limfomului Hodgkin trebuie realizat
conform clasificariit WHO. Histologic, limfomul Hodgkin se imparte in doud subtipuri

principale: varianta clasica si tipul cu predominanta limfocitara nodulara [1].

Tratamentul limfomului Hodgkin clasic a devenit unul dintre cele mai mari succese
ale hematologiei moderne, cu o ratd de vindecare care depaseste 90% pentru pacientii cu
boald in stadiu incipient si se apropie de aceeasi valoare pentru pacientii cu boald avansata,
atunci cand se utilizeazd o terapie adaptatd factorilor de risc [1]. Totusi, prognosticul
favorabil al limfomului Hodgkin depinde in intregime de accesul la un sistem de sanatate
modern, cu ingrijire medicald adecvata, care este, din pacate, indisponibild in multe regiuni

ale lumii [1].

Prezenta lucrare oferd o sintezd a epidemiologiei limfomului Hodgkin si rezuma
cunostintele actuale privind factorii de risc asociati, tratamentul personalizat, precum si
complicatiile imediate si la distanta ale tratamentului. Alegerea acestei teze de doctorat se
fundamenteaza pe importanta studierii interactiunilor complexe dintre micromediul tumoral

si celulele Reed-Sternberg, elemente centrale in patogeneza limfomului Hodgkin.



PARTEA GENERALA

1. Generalitati in Limfomul Hodgkin

Conform clasificarii Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), limfomul Hodgkin este
impartit in douad variante principale: Limfomul Hodgkin clasic (cHL) si Limfomul Hodgkin
tip predominanta limfocitard nodulara (NPLHL)[1]. Aceste doud forme de limfom Hodgkin
se disting prin caracteristici clinice, morfologice, imunologice si moleculare specifice, care
permit diferentierea lor prin examinare histopatologica si imunohistochimicd. Limfomul
Hodgkin clasic, care reprezinta aproximativ 95% din cazuri, se subclasifica in patru subtipuri
histologice: scleroza nodulara, celularitate mixtd, limfom Hodgkin clasic bogat in limfocite

si limfom Hodgkin clasic sdrac in limfocite, sau depletie limfocitara [2].

Incidenta si mortalitatea Limfomului Hodgkin variaza considerabil geografic, fiind
mai ridicate in tarile industrializate comparativ cu cele in curs de dezvoltare. Mortalitatea
este, de asemenea, mai mare in tdrile in curs de dezvoltare, reflectand accesul limitat la

terapiile moderne, care pot vindeca majoritatea pacientilor cu Limfom Hodgkin [3].

Pana la 40% dintre Limfoamele Hodgkin sunt asociate cu prezenta virusului EBV.
Genomul viral poate fi gasit in celulele tumorale Reed Sternberg. Prezenta genomului viral
intracelular arata ca infectia s-a produs inaintea transformarii tumorale. La pacientii cu
Limfom Hodgkin asociat infectiei cu HIV, prezenta genomului viral s-a evidentiat in 80-
100% cazuri. De asemenea, infectia cu EBV a fost asociata si cu alte malignitati de centru
germinativ, Limfoame Burkitt, Limfoame debutate posttransplant. Impactul infectiei cu

EBYV este controversat [4].

Diagnosticul LH este stabilit prin examinarea histopatologica si imunohistochimica a
sectiunilor din blocul de parafina care contine un fragment din biopsia ganglionara sau
tumorala. Celula caracteristica a limfomului Hodgkin clasic (¢cHL), denumita celula Reed-
Sternberg (RS), este mare, cu cel putin doi nuclei si nucleoli frecvent eozinofili, iar varianta
mononucleara este cunoscutd drept celula Hodgkin. Imunohistochimic, celulele HRS sunt
pozitive pentru CD30, iar CD15 este coexprimat in majoritatea cazurilor, desi poate fi absent

in 20-25% din cazuri. CD45, BOB.1 si OCT-2 sunt de obicei negative, dar PAX5/BSAP



indica originea B celulara, desi expresia este mai slaba decét in celulele B reactive. CD20

este prezent in 30-40% din cazuri, dar adesea limitat la un subset de celule HRS [2]

Limfomul Hodgkin clasic (cHL) reprezinta un model complex al interactiunilor dintre
celulele tumorale Hodgkin-Reed Sternberg (HRS) si un micromediu tumoral (TME) imun
activ, dar ineficient. Activarea aberantd a celulelor HRS, cauzatd de mutatii somatice,
declangeaza interactiuni complexe cu diverse subseturi de celule imune, influentand
progresia tumorii si rezistenta la tratament. TME este esential in cHL, unde celulele HRS,
desi rare, sunt sustinute de un microambient inflamator care constituie cea mai mare parte a
masei tumorale. Genomul alterat al celulelor HRS activeaza cai de semnalizare care induc
secretia de factori de crestere, chemokine si citokine, remodeland astfel TME si influentand

migrarea si activarea leucocitelor [5], [6], [7].

Factorii de prognostic in Limfomul Hodgkin sunt esentiali pentru aprecierea evolutiei
bolii si pentru individualizarea tratamentelor in vederea obtinerii celor mai bune rezultate
terapeutice. Factori legati de mediu, includ statusul socio-economic, accesul la ingrijire
medicala si disponibilitatea unei terapii adecvate. Pacientii din tarile dezvoltate beneficiaza
de acces rapid la investigatiile necesare pentru diagnostic, la cele mai eficiente si moderne
tratamente, inclusiv transplant medular in caz de recidiva, si la trialuri clinice pentru pacientii
recazuti sau refractari [8], [9]. Factori legati de extensia bolii si incarcatura tumorala, se
referd la extinderea anatomicd a tumorii, biologia tumorald si impactul tumorii asupra
organismului gazdd. Extinderea bolii si volumul tumoral sunt factori esentiali pentru
stratificarea strategiilor de tratament in limfomul Hodgkin. Factori legati de pacient cuprind:
varsta este cel mai important factor atunci cind este analizatd supravietuirea globala si
ramane un factor independent si pentru supravietuirea fara progresie si genul barbatii au un

prognostic mai prost decat femeile [9], [10].

Simptomele constitutionale, definite prin febra inexplicabila >38°C, transpiratii
nocturne abundente si pierdere in greutate >10% din greutate, sunt un semn prezent in
aproximativ 10-25% din pacientii cu boala in stadiu limitat si pana la 70% din pacientii cu
boala in stadiu avansat. Prezenta simptomelor B este un factor de risc, in special in boala in
stadiul II cu mase voluminoase, care nu este consideratid o boala in stadiu limitat. Semnele
B sunt cauzate de productia de citokine proinflamatorii de catre tesutul tumoral Hodgkin, in

special IL-1, TNF-alfa si IL-6 [11], [12], [13].



Caracteristicile biochimice ale LH: Anemia este frecvent intdlnitd la pacientii cu HL,
la aproximativ 40% dintre pacienti. De obicei, este 0 anemie normocitara usoard pand la
moderata, cu caracteristici de anemie cronicd simpld. Pragul pentru prognostic in IPS este
10,5 g/dl [11]. Modificarile numarului si compozitiei celulelor albe din sdngele periferic sunt
frecvente la diagnosticul HL si reprezintd factori prognostici. Modificarile specifice sunt
reprezentate de cresterea numarului de leucocite prin cresterea numarului de neutrofile,
sciderea numarului limfocite, aparitia monocitozei si eozinofiliei. In IPS, pragul prognostic
pentru leucocite este 15.000/microL, pentru limfocitopenie este 600/microL. sau mai putin
de 8%. Nivelurile scazute de albumind sericd sunt asociate cu un prognostic mai prost in
multe neoplazii hematologice, inclusiv HL. Scorul IPS defineste nivelurile de albumina de
4.0 g/dl ca prag. Rata de sedimentare a hematiilor, in ciuda caracterului sau nespecific, este
unul dintre cei mai vechi factori cu importanta prognostica pentru HL. Este inca utilizata
pentru a defini HL in stadiu incipient ca favorabil sau nefavorabil. nivelurile crescute de
B2M pot fi datorate eliberarii crescute din activarea sau proliferarea sistemului imunitar sau
scaderii clearance-ului renal. B2M este un marker prognostic in multe limfoame, inclusiv

HL [7], [8], [11], [12].

Micromediul celular este o componenta esentiald a tesutului tumoral, jucand un rol
crucial n patogeneza cHL si NLPHL. Acesta furnizeaza celulelor tumorale factori de
crestere si suprimd raspunsul imun antitumoral. Pe masurd ce celulele tumorale si cele
reactive prolifereazd Tmpreuna, se dezvoltd o interactiune complexa intre ele. Celulele
tumorale manipuleaza activ si adapteaza mediul inconjurdtor in favoarea lor, dezvoltand

mecanisme care le permit sa evite raspunsul imun antitumoral [7].
2. Tratamentul Limfomului Hodgkin

Tratamentul limfomului Hodgkin este determinat printr-o evaluare detaliata a stadiului
bolii, a factorilor de prognostic, a varstei si a comorbiditatilor pacientului. Regimul
terapeutic ales respectd recomanddrile actuale din ghidurile nationale si internationale,
asigurand o abordare standardizata si optimizata in managementul acestei afectiuni Pentru
stadializarea initiala este necesard anamneza completd, examenul clinic, imagistica completa

care sd includa FDG PET si CT al gatului, toracelui, abdomenului si pelvisului [1].



Tratamentul de prima linie in stadiul incipient de boala

Pacientii cu stadiu limitat de boala fara factori de prognostic nefavorabili, semne B sau
mase tumorale bulky, se recomanda reducerea numarului de cicluri de chimioterapie (ABVD
) la 2 cicluri pentru a limita toxicitatea la distanta, strategie urmata de iradiere 30 Gy la nivelul

campului implicat (IFRT) [14], [15],[16],[17] .
Tratamentul de prima linie in stadiul intermediar de boala

Terapia combinatd, ce include atit chimioterapie, cat si radioterapie, s-a dovedit ca
ofera o supravietuire fara progresie (PFS) si o supravietuire fara recidivd mai bune, desi nu
s-au observat diferente semnificative in supravietuirea globald comparativ cu chimioterapia
singurd. Totusi, radioterapia nu a fost omisd din protocolul terapeutic, mentinandu-se ca
parte integranta a strategiei de tratament [15], [18], [19]. Optiuni de prima linie: ABVD x 2
cicluri urmate de restadializare, cu urmatoarele optiuni terapeutice in functie de rezultatul

PET-CT:

. Daca PET-CT prezinta un scor Deauville de 1-3: se continud fie cu 2 cicluri
suplimentare de ABVD urmate de radioterapie, fie cu 4 cicluri de AVD 1n cazul in care

se opteaza pentru omiterea radioterapiei [15], [18], [19].

. Daca PET-CT este pozitiv (scor Deauville 4-5): se recomanda trecerea la 2 cicluri de
BEACOPP escaladat, urmate de restadializare si radioterapie ISRT 30 Gy (scor
Deauville 1-3) [15], [18], [19].

. In cazul in care, dupa cele 2 cicluri de BEACOPP escaladat, la examinarea PET-CT
avem un scor Deauville de 4-5, se recomandd rebiopsierea. Daca biopsia nu
evidentiazd prezenta celulelor tumorale, se continud cu radioterapie; In schimb, daca
biopsia confirma prezenta celulelor tumorale, boala trebuie considerata refractara, iar

pacientul va continua tratamentul conform ghidurilor pentru boala refractara [15], [18],

[19].
Tratamentul de prima linie in stadiul avansat de boala

Dupa un deceniu de dezbateri cu privire la terapia de prima linie, fie cu sase sau opt

cicluri de ABVD, fie cu BEACOPP escaladat, pentru a echilibra optim sansele de vindecare



si riscul de complicatii, abordarile terapeutice individualizate, ghidate de factorii de risc si
de raspunsul timpuriu la chimioterapie ghidat de FDG PET CT, au devenit standardul
terapeutic[20][21].

O altad abordare o reprezinta asocierea brentuximab vedotin la AVD, rezultatele aratand
usoara imbunatatire a raspunsului la tratament, dar regimul este Insotit de toxicitate si costuri
crescute. Dupa decenii de progrese semnificative, dar lente, in tratamentul HL in stadiu
avansat, strategiile terapeutice personalizate au dus la imbunatatirea optiunilor de tratament

[22], [23].

in eventualitatea bolii primar refractare, se recomandi confirmare histologica, daci
progresia are loc la nivelul altei grupe ganglionare. Biopsia nu este obligatorie daca progresia

e confirmata imagistic la nivelul localizarii initiale [21], [23], [24].

Terapia de salvare la pacientii cu boala recazuta/refractara trebuie insotita intotdeauna
de consolidare cu autotransplant de celule stem periferice. Aceasta abordare reprezinta
standardul terapeutic in aceasta situatie. Terapia de salvare trebuie personalizatd fiecarui
pacient in parte, luand in calcul terapia initiald, toxicitatea cumulativa a dozelor,
comorbiditatile pacientului, si necesitatea de a obtine recolta de celule stem periferice.
Inainte de inceperea chimioterapici trebuie evaluati obligatoriu functia cardiaca si

pulmonara, si trebuie efectuat consult privind conservarea fertilitatii [1], [25].

Obiectivul terapiei de salvare il reprezintd obtinerea raspunsului complet la tratament
confirmat PET CT, ce are impact major asupra supravietuirii ulterioare, post autotransplant
celule stem periferice. Toate terapiile de linia a doua sunt insotite de toxicitate hematologica.
Infectiile si neutropenia febrila apar la 10-24% dintre pacienti. Nefrotoxicitatea,
hepatotoxicitatea, mucozita, toxicitatea digestiva sunt observate la mai putin de 10% dintre

pacienti. Recolta de celule stem este adecvata cu toate regimurile terapeutice [1], [25].

Autotransplantul de celule stem periferice reprezinta tratamentul standard pentru
pacientii cu Limfom Hodgkin recdzuti sau refractari. Celulele stem hematopoietice
mobilizate in sangele periferic reprezinta sursa de celule stem. Regimul de conditionare
preferat depinde de experienta centrului, dar cel mai utilizat este regimul tip BEAM [26],

[27], [28].



Allotransplantul de celule stem hematopoietice (allo-HCT) ramane o strategie curativa
importantd pentru pacientii cu Limfom Hodgkin clasic (cHL) care recidiveaza sau
progreseaza dupa un transplant autolog (auto-HCT). Eficacitatea curativa a allo-HCT se
bazeaza pe date obtinute din analize retrospective si studii clinice de faza II, desi acestea au
inclus un numar relativ mic de pacienti. Analizele comparative Intre pacientii care au efectuat
allo-HCT si cei care nu au efectuat transplant din lipsa unui donator evidentiaza un beneficiu
semnificativ in ceea ce priveste supravietuirea fara progresie (PFS) si supravietuirea globala
(OS) la pacientii allotransplantati. Indicatiile actuale ale EBMT pentru allo-HCT in cHL sunt

prezentate Tn Anexa 8 [29].

Supravietuitorii Limfomului Hodgkin prezintd un risc semnificativ de complicatii
cardiovasculare si pulmonare pe termen lung, precum insuficientd cardiacd si fibroza
pulmonara, asociate cu utilizarea antraciclinelor si radioterapiei toracice. [30], [31], [32],
[33]. Preventia primara a riscului cardiovascular poate fi realizatd prin masuri de baza de
gestionare eficientd a comorbiditatilor existente, precum hipertensiunea arteriala,
disfunctiile cardiace (sistolice sau diastolice), aritmiile si tulburdrile metabolice [33], [34],

[35], [36],[37], [38].

De asemenea, acesti pacienti au un risc crescut de a dezvolta neoplazii secundare,

incluzand leucemie mieloidd acutd si cancere solide, ceea ce subliniazd necesitatea

monitorizdrii continue i a managementului eficient al comorbiditatilor.[39], [40], [41].

II. PARTEA ORIGINALA

Ipoteza de lucru si obiective generale

Prezenta lucrare ofera o sintezd a epidemiologiei Limfomului Hodgkin si rezuma
cunostintele actuale privind factorii de risc asociati, tratamentul personalizat, precum si
complicatiile imediate si la distanta ale tratamentului. Alegerea acestei teze de doctorat se
fundamenteaza pe importanta studierii interactiunilor complexe dintre micromediul tumoral
si celulele Reed-Sternberg, elemente centrale in patogeneza limfomului Hodgkin.
Intelegerea detaliatd a modului in care micromediul influenteaza riaspunsul la terapie este
esentiala pentru optimizarea regimurilor terapeutice si imbundtdtirea prognosticului

pacientilor. Celulele Reed-Sternberg exercitd un rol pivotal in interactiunile cu diverse



populatii celulare din micromediul tumoral, incluzand celulele imune si stromale,
determinand astfel nu doar evolutia tumorald, ci si sensibilitatea la tratamente. Prin
identificarea markerilor prognostici asociati acestor interactiuni, teza propusd poate
contribui la o stratificare mai precisd a pacientilor pe baza riscurilor individuale si la
dezvoltarea unor abordari terapeutice personalizate. Desi regimurile actuale de tratament
pentru limfomul Hodgkin au demonstrat eficacitate, acestea sunt asociate frecvent cu
toxicitati semnificative. Astfel, elucidarea mecanismelor prin care micromediul tumoral
moduleaza raspunsul la tratament ar putea facilita dezvoltarea unor strategii terapeutice mai
selective, cu un profil de toxicitate redus. Aceasta directie de cercetare are potentialul de a
imbundtdti nu doar prognosticul pacientilor, ci si de a avansa cunostintele in hematologie,
deschizand noi perspective in ceea ce priveste modularea terapeuticd a micromediului

tumoral pentru a potenta eficienta tratamentelor existente.

In partea generala a lucrarii am prezentat pe scurt date teoretice reprezentand stadiul
actual al cunoasterii Limfomului Hodgkin, accentuand particularitatile legate de
caracteristicile clinico-biologice ale pacientilor, factorii de prognostic, optiunile terapeutice
si rezultatele terapiilor adaptate stadializarii corecte si factorilor de risc. Am introdus un
subcapitol in care am subliniat importanta micromediului tumoral in evolutia ulterioara a

bolii si mecanismele celulei tumorale de scapare imuna.

Lucrarea este esentiald pentru Tmbunatatirea managementului clinic al pacientilor cu
Limfom Hodgkin clasic, oferind date valoroase despre raspunsul la tratament si factorii de
prognostic dintr-o cohorta tratata in Romania. De asemenea, contribuie la personalizarea
terapiilor si la dezvoltarea unor ghiduri clinice bazate pe dovezi, avand potentialul de a

imbundtati supravietuirea si calitatea vietii pacientilor.

Teza de doctorat consta in 3 studii care au analizat datele pacientilor diagnosticati si
tratati in cadrul Clinicii de Hematologie Fundeni, in perioada 2017-2023 folosind platforma
Registrului National de Limfom Hodgkin, registru patronat de Societatea Romana de

Hematologie.



Studiul I: Experienta Unicentrica in Analiza Retrospectiva a Registrului
National de Limfom Hodgkin din Roméania

Limfomul Hodgkin (HL) este o afectiune hematologicd malignd a ganglionilor
limfatici si a sistemului limfatic. Existd doud subtipuri principale: LH clasic (cHL) si HL cu
predominantd limfocitarda nodularda [42]. HL reprezintd aproximativ 10% din toate
limfoamele. La nivel global, in 2020, aceasta boala reprezenta 0.2% spre 0.4% din numarul
total de cazuri de cancer nou diagnosticate [42]. Din pacate, in ultimul deceniu, literatura de
specialitate existentd nu a oferit informatii suficiente cu privire la evolutia bolii, rata de
raspuns la tratament, rata de supravietuire, si supravietuirea fara progresie, protocoalele de
tratament folosite si existenta studiilor clinice pentru pacientii cu Limfom Hodgkin din zona
Balcanilor. In urma examindrii literaturii de specialitate, se poate constata un numar limitat

de articole publicate in aceasta zona geografica.

Asadar, acest studiu 1si propune sd analizeze in mod cuprinzdtor gradul de aderenta la
tratament in randul pacientilor diagnosticati cu limfom Hodgkin din Romania. In plus,
studiul 1si propune sd evalueze datele demografice, factorii de prognostic, sa clasifice acesti
pacienti in functie de factorii de risc, sa urmareasca folosirea protocoalelor internationale in
ceea ce priveste alegerea tratamentului, sa evalueze ratele de raspuns, supravietuirea si
supravietuirea fara progresie, precum si folosirea metodelor moderne in decizia terapeutica.
De asemenea, studiul urmareste sa compare aceste informatii cu date publicate din zona

Balcanilor, oferind astfel o imagine de ansamblu a situatiei acestei regiuni geografice.
Materiale si metode

Studiul este retrospectiv, de tip observational, de cohortd. In studiu au fost inclusi 182
de pacienti cu varsta peste 18 ani care au fost diagnosticati cu Limfom Hodgkin in perioada

2017 — 2023 la Institutul Clinic Fundeni.

Criterii de excludere: pacientii ce nu au fost diagnosticati la Institutul Clinic Fundeni,
pacientii care au decedat la prima internare sau care nu au revenit in clinica pentru

continuarea tratamentului, pacientii cu varsta sub 18 ani

Datele au fost preluate din Registrul National de Limfom Hodgkin creat de Societatea

Roméand de Hematologie. Studiul a fost aprobat de catre Comisia Locala de Etica din cadrul



Institutului Clinic Fundeni (Nr. 24768). Toate datele din registru au fost revizuite si

actualizate pana la 31 decembrie 2023.
Analiza statistica

Studiul a utilizat date de pe platforma nationald privatd limfom.srh.org.ro, care este o
baza de date specializata utilizatd de catre medici din toata tara pentru a gestiona cazurilor
de limfom. Platforma utilizeaza un sistem de management al bazelor de date relationale
structurate, mai exact MySQL, pentru a stoca si organiza informatiile clinice. Extragerea si
prelucrarea datelor s-au realizat utilizand limbajul de programare PHP, fara a se folosi
framework-uri suplimentare. Un set specific de criterii de selectie a fost utilizat pentru a crea
un esantion reprezentativ al tuturor cazurilor inregistrate pe platforma. Analiza a implicat
dezvoltarea unor interogari SQL personalizate pentru a extrage date relevante, filtrarea si

asocierea acestora. Ulterior, au fost utilizate scripturi PHP pentru manipulare si agregare.

Masurile de securitate in platformd au fost sporite pentru a oferi o protectie
suplimentard extragerii si utilizarii datelor, asigurand o securitate cuprinzatoare. Datele
colectate au fost anonimizate complet pentru a le proteja impotriva accesului neautorizat.
Analiza statistica ofera informatii valoroase privind tendintele si tiparele dintr-un subset
specific de date, oferind o perspectivd axatd pe cazurile care indeplinesc criteriile de

incluziune stabilite.

Rezultatele analizei sunt rezumate pe scurt in tabele si grafice statistice folosind
instrumente HTML si MS Excel, facilitdnd interpretarea clara si prezentarea concluziilor
studiului. Metodologia de prelucrare a datelor a fost dezvoltatd cu meticulozitate pentru a
garanta acuratetea si relevanta rezultatelor, aliniindu-se indeaproape cu obiectivele specifice

de cercetare.

Pentru a estima supravietuirea fard progresia bolii (PFS), supravietuirea fara boald
(DFS) si supravietuirea globald, a fost utilizata metoda Kaplan-Meier implementata in
biblioteca lifelines in Python 3, in timp ce pentru vizualizarea curbelor a fost utilizata
biblioteca matplotlib. Probabilititile de supravietuire au fost extrase la puncte de timp
specifice (6, 12 si 36 de luni) si s-au efectuat teste log-rank pentru a compara statistic
distributiile de supravietuire intre etape. In aceastd analizi, Supravietuirea fara progresie

(PFS) a insemnat timpul pana la inregistrarea raspunsului la boala progresiva (PD) sau a
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decesului. Pacientii care au prezentat raspuns complet (RC), raspuns partial (PR) sau boala
stabila (SD) nu au fost numarati drept pacienti care au progresat; supravietuirea fara boala
(DFS) a insemnat timpul dupa RC, fara recidiva ulterioara a bolii sau deces. n cazul in care

prima linie de tratament nu a produs un raspuns CR, a fost atribuitd o DFS de 0.
Rezultate

Din totalul pacientilor studiati 75,27% au avut varsta < 45 de ani, 19,78 % dintre
pacienti au avut varsta cuprinsa intre 45 si 65 de ani, iar 3,85% au avut varsta > 65 de ani.
Datele indica faptul ca varsta pacientilor cu limfomul Hodgkin din Romania prezintd o
distributie bimodala a varstei, similar tendintelor globale, cu varfuri de incidenta la adultii
tineri si adultii In varsta. Acest model demografic subliniazd necesitatea unor initiative de
sandtate publica tintite catre cdtre aceste grupe de varstd, pentru a imbunatati strategiile de

depistare precoce si interventie (7).

Din populatia de pacienti studiata, 47.25% au fost barbati, iar 52.75% femei, raportul
barbati-femei a fost 0.90:1. Exista o diferenta fata de distributia prezentat in literatura de
specialitate unde sexul masculin este preponderent. Aceasta disproportie de gen este posibil
legatd de anxietatea crescuta in randul femeilor din Romania in legaturd cu diagnosticul si

preferintei acestora de a apela la un centru medical universitar pentru tratament (87).

Datele din registru indica faptul ca pacientii din mediul urban au, de obicei, un acces
mai bun la ingrijire medicald, motiv pentru care majoritatea pacientilor din studiu provin din
zone urbane (61%). Aceasta discrepanta intre mediul urban (61%) si rural (39%), in ceea ce
priveste accesul la asistentd medicald, duce la disparitdti in rezultatele tratamentului,
pacientii din zonele rurale confruntandu-se cu diagnostice intirziate, aderenta redusa si

complianta scazuta la tratament, si scheme terapeutice suboptimale.

Datele arata ca 82 pacienti (45,06%) au fost diagnosticati cu boald in stadiu limitat
(IA, IB, IIA, 1IB), in timp ce 54,94% au fost diagnosticati cu boala in stadiu avansat (IIIA,
IIIB, IVA, IVB). Exista o diferenta semnificativa fata de literatura de specialitate, unde
pacientii diagnosticatii in stadiile I si II, au reprezentata majoritatea. Aceasta diferenta se
pastreaza si in cazul prezentei semnelor B, in prezentul studiu s-a observat un procent
semnificativ de pacienti ce au prezentat semne B de boala la diagnostic 62.64%, fata de

literatura de specialitate [43].
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S-a observat ca 60,99% din pacientii inclusi in studiu au prezentat subtipul histologic
cu scleroza nodulara, 28.57% au prezentat subtipul histologic cu celularitate mixta, 3.85%
au prezentat subtipul histologic bogat in limfocite, iar 2.20% subtipul histologic nodular cu
predominanta limfocitara. Fenotipul imunohistochimic al celulelor HRS in NSCHL este cel
clasic, insa asocierea cu virusul Epstein-Barr (EBV) este mai putin frecventd in comparatie
cu alte subtipuri de cHL, in special cu celularitatea mixta (MCCHL)[1], [42], [44]. Acest tip
de distributie este similar cu cel descris in literatura de specialitate [43]. De mentionat ca in
lotul studiat s-a observat si un procent scdzut de pacienti (3,85%) cu subtip histologic
neclasificabil. Subtipul histologic nu a putut fi clarificat, datorita cantitdtii reduse de tesut

tumoral (biopsie pe ac) sau folosirii pentru diagnostic a biopsiei osteomedulare.

IPS (Scorul International de Prognostic) este cel mai utilizat instrument pentru
determinarea prognosticului, publicat de Grupul German de Studiu si folosit de mai bine de
25 de ani. IPS-ul este important pentru ca ofera o metoda de a evalua riscul si de a anticipa
evolutia bolii la pacientii cu limfom Hodgkin in stadiu avansat. In prezentul studiu in cazul
pacientilor diagnosticati in stadiu avansat de boala s-a observat ca 66.67% au prezentata scor

IPS 1.

In ceea ce priveste masa tumorala de tip Bulky s-a observat un numar mai mare de
pacienti ce nu au prezentat masa tumorala de tip Bulky la diagnostic 84,62%. Cu toate
acestea 15,38% dintre pacienti au prezentata masa de tip Bulky, o valoare aproape dubla
fata de cea prezentata in studiul celor din Balkan Medical Journal , unde a existat un procent
de 9% dintre pacienti diagnosticati acest tip de tumora[43]. Din aceasta diferenta
semnificativa se poate deduce o problema de adresabilitate catre serviciile de sanatate a
pacientilor din Romania, fapt ce se traduce prin prezentare la medic intr-un stadiu avansat

de boala.

Simptomele B au fost selectate conform NCCN, fiind reprezentate de: simptomele
constitutionale, definite prin febrd inexplicabila >38°C, transpiratii nocturne abundente si
pierdere in greutate >10%. S-a observat in acest studiu faptul ca majoritatea pacientilor ce
au prezentat semne B la diagnostic au fost diagnosticati in stadiul IV (66.67%) si in stadiul
III (65,22%) de boala. Acest lucru subliniaza faptul ca in mod real, procentul pacientilor cu
Limfom Hodgkin stadiu limitat favorabil este mic, fapt ce ar putea explica rata mai mica de

vindecare fata de rata de vindecare raportata de literatura de specialitate. Totusi, prezenta
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semnelor B de boala poate fi subiectiva, in functie de anotimp, profilul psihologic al

pacientului, statusul hormonal.

Aspectele biochimice ale Limfomului Hodgkin

Nivelurile scazute de albumina serica sunt asociate cu un prognostic mai prost in multe
neoplazii hematologice, inclusiv HL. Scorul IPS defineste nivelurile de albumina de 4.0 g/dl
ca prag. Majoritatea pacientilor au prezentat la diagnostic valori normale ale albuminei
(90,7%). Se observat ca majoritatea pacientilor ce au prezentat valori scazute ale albuminei
au fost diagnosticati in stadiul III si IV de boala (6,60%). In ceea ce priveste
hipoalbuminemia se poate observa o diferenta intre pacientii diagnosticati cu stadii limitate
de boala ce prezinta un procent mai scazut de hipoalbuminemie fata de cei diagnosticati in
stadii avansate de boala si se datoreaza probabil afectarii hepatice in cadrul bolii, fapt ce

scade sinteza de albumina.

Anemia este frecvent intalnita la pacientii cu HL, la aproximativ 40% dintre pacienti
conform datelor din literatura. De obicei, este 0 anemie cronica simpla, usoara pana la
moderata, cu caracteristici de anemie cronica simpla. Pragul pentru prognostic in IPS este
10,5 g/dl [1]. Din totalul pacientilor studiati s-a observat o predominanta a anemiei in randul
pacientilor diagnosticati in stadiul III si IV de boala (22,50%) fata de cei diagnosticati in
stadiu I sau II de boala. Din aceste rezultate se poate deduce faptul ca anemia reprezinta un
indicator pentru prezenta unor stadii avansate de boala. Dupa cum este descrisa si in

literatura, anemia fiind chiar un factor de prognostic negativ [43].

Modificarile numarului si compozitiei celulelor albe din sangele periferic sunt
frecvente la diagnosticul HL si reprezinta factori prognostici. Modificérile specifice sunt
reprezentare de numarului leucocite cu cresterea numarului neutrofile, scaderea numarului
limfocite, aparitia monocitozei si eozinofiliei [1]. Leucocitoza (leucocite > 15000/mmc) a
fost inregistrata la putin peste o treime din totalul pacientilor, cu cea mai importanta
preponderenta in randul celor diagnosticati in stadiul III B si IVB de boala. Cu toate aceste
nu exista o diferenta semnificativa statistic intre incidenta leucopeniei in randul pacientilor
diagnosticati in stadiile incipiente fata de cei diagnosticati in stadii avansate de boala (p <

0,05). Procentul celor ce au prezentata limfopenie a fost de 33,50% cu cea mai importanta
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preponderenta in randul celor diagnosticati in stadiul IIIB si IV B de boala (19.80%)

caracteristica similara cu distributia hipoalbuminemiei si a anemiei in randul pacientilor.

In patologia limfoamelor prezenta valorilor crescute ale proteinei C reactive (CRP)
reflecta cresterea citokinelor inflamatorii, in particular valori crescute ale IL-6 (aceasta fiind
asociata cu dezvoltarea proceselor maligne). In acest studiu la fel cum este prezentata si in
literatura de specialitate, valoarea CRP-ului crescuta de regaseste in stadiile avansate de
boala (IIT B, IVB) 28,60% fata de stadiile incipiente I A, IIA (5,50%), dar fara a atinge

semnificatia statistica (p >0,05).

Valorile LDH-ului reprezintd un important factor de prognostic in cazul limfomului
non-Hodkin, in cazul limfomului Hodkin a fost destul de putin studiat desi s-a demonstrat
ca ar putea avea o valoare destul de mare ca si factor independent cu o semnificatie mai
importanta chiar fata de alti parametrii precum ar fi varsta. In plus este un parametru obiectiv
si usor accesibil. In studiul nostru s-a demonstrat ca valorile crescute ale LDH-ului se
asociaza cu stadii avansate de boala IIIB, IVB (24,70%) fata de stadiile incipiente 1A, ITA
(2,70%), dar fara a atinge semnificatia statistica (p<0,05).

Tratamentul in LH

Au existat multe dezbateri cu privire la terapia de prima linie, fie cu administrarea a
sase sau opt cicluri de ABVD, fie cu BEACOPP escaladat, pentru a echilibra optim sansele
de vindecare si riscul de complicatii. In prezent abordarile terapeutice individualizate,
ghidate de factorii de risc si de raspunsul timpuriu la chimioterapie ghidat de FDG PET CT
, au devenit standardul terapeutic Tn multe tiri dezvoltate[45]. In prezentul studiu s-a
observat ca terapiile de tip ABVD cat si de tip BEACOPPesc au fost cel mai frecvent utilizate
in stadiul II de boala, 49,60% respectiv 56,30% din totalul pacientilor la care s-au utilizat

aceste terapii. Rezultatele se aliniaza cu informatiile prezentate in literatura [43].

Stadii A, ITA prognostic favorabil, in acest stadiu de boala sunt inclusi pacienti ce
prezinta afectare de o singura parte a diafragmei si de asemenea nu prezinta factori de
prognostic negativ precum: masa tumorala de tip Bulky, semne B de boala sau un numar
mare de grupuri ganglionare afectate. In prezentul studiu tuturor pacientilor le-a fost
administrat tratament chimioterapic. In stadiile initiale de boala , terapia de tip ABVD a fost

administrata in toate cazurile ca prima linie terapeutica; s-a observat ca 26 din 34 de pacienti
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(76.5%) au prezentat un raspuns complet la evaluarea intermediara. Patru pacienti ce nu au
obtinut initial un rdspuns complet si a fost nevoie de escaladarea tratamentului catre
BEACOP (1 pacient, 2.94%) sau BEACOPesc (3 pacienti, 8.82%), obtindndu-se un raspuns
complet. In concluzie, 29 pacienti, reprezentand 85.3% din numarul total, au obtinut un
raspuns complet. Desi radioterapia in prezent este considerata parte obligatorie a schemei
terapeutice pentru stadiile limitate, nu a fost administrata tuturor pacientilor din acest studiu,
cel mai probabil motivul fiind faptului ca unii pacienti au ales sa nu le fie administrata si au
preferat administrarea a doua cicluri de chimioterapie suplimentare. 93% dintre pacientii la
care s-a folosit radioterapie in schema initial, au avut raspuns complet la final de tratament.
Majoritatea specialistilor de radioterapie evitd folosirea radioterapiei pe zona principala

afectatd si prefera sa o administreze pe restul tumoral.

Stadiul IA, Il A cu masa tumorala Bulky, | B, IIB, stadiu limitat de boala, dar cu
prognostic nefavorabil prin prezenta de masa tumorala Bulky, sau semne generale de boala,
stadiile I B, 1I1B. Abordarea terapeutica este mai agresiva decat cea utilizata in stadiile 1A,
ITA. Se initiazd 1n general administrarea regimului de tip ABVD pentru doua cicluri, urmat
de restabilizare imagistic. In functie de rezultatul examenului PET-CT se decide viitoarea
atitudine terapeutica. Tuturor pacientilor cu acest stadiu de boala din totalul pacientilor
studiati (48, 26,4 %) le-a fost administrati regim chimioterapic. In aceste stadii, terapia
ABVD a fost administrata la 37 de pacienti (77,1 %) in prima linie; S-a observat cd 25 din
48 de pacienti (52,1 %) au prezentat un raspuns complet la evaluarea intermediard cu
mentinerea acestuia. Trei dintre acestia nu au obtinut initial un raspuns complet si a fost
nevoie de escaladarea tratamentului catre BEACOPP (1 pacient) sau BEACOPPesc (2
pacienti), ceea ce a dus la un raspuns complet in ambele situatii. In concluzie, 28 de pacienti

carora le-a fost administratd terapia ABVD au obtinut un raspuns complet.

Stadiul I1I si IV de boala, in aceste stadii sunt inclusi pacienti cu limfom Hodgkin ce
prezinta afectare regiunilor ganglionare de ambele parti ale diafragmului si/sau cu boala
extinsa la nivelul unuia sau mai multor organe extra limfatice. Tn aceste stadii standardul este
administrarea a 6 cicluri de chimioterapie indiferent de regimul terapeutic selectat.. Regimul
standard si cel mai utilizat este ABVD, dar in cazuri cu factori de prognostic nefavorabili,
este necesar un tratament mai agresiv, precum pana la 6 cicluri de regim BEACOPPesc. in
cadrul acestui studiu, toti pacientii aflati in acest stadiu de boala (100) au urmat initial

tratament de tip chimioterapic. Majoritatea pacientilor au fost tratati cu regimul ABVD, cu
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o ratd de raspuns complet la evaluarea intermediard de 52.54%. Sapte pacienti nu au obtinut
initial un raspuns complet si a fost nevoie de escaladarea tratamentului catre BEACOPPesc
(6 pacienti) sau IGEV (1 pacient), ce a dus la un raspuns complet pentru acesti pacienti. in
concluzie in total, 62,7 % din pacientii cu limfom Hodgkin stadiu I1I sau IV tratati cu terapie
ABVD au obtinut un raspuns complet. Tratamentul BEACOPPesc a fost folosit in 6% din
cazuri ca prima linie, in aceste stadii de boala cu o rata finala de raspuns complet de 33.33%.
De asemenea pentru 17 pacienti s-a administrat tratament AVD plus Brentuximab vedotin
ca tratament de prima linie, cu cea mai buna rata de raspuns (70.6%). Radioterapia a fost
folosita mai rar pentru pacientii cu limfom Hodgkin aflati in stadiu III, IV datoritd unei rate
ridicate de raspuns complet dupa administrarea tratamentului chimioterapic, fara boala

reziduala activa, confirmata prin examinarea PET CT cu un scor Deauville de < 3.

Limfomul Hodgkin rezistent sau refractar (RRHL) prezintd provocari clinice
semnificative, necesitdnd adesea strategii de tratament mai agresive si multifatetate. Boala
primar refractara este caracterizata prin lipsa de raspuns la terapia initiald, in timp ce recidiva
se refera la reaparitia bolii dupa o perioada initiala de remisiune [46], [47], [48]. Din cazurile
urmadrite in acest studiu, 38.46% (n=70) au avut nevoie de continuarea tratamentului din
cauza unui raspuns suboptimal la tratament sau recidivei dupa terapia de prima linie. In
stadiile IA si IIA, terapia folosita cel mai frecvent a fost ABVD, reprezentand 70.7% din
cazuri. Pentru stadiile avansate, BEACOPesc a fost terapia predominanta de linia a doua,
reprezentand 45.5%. ICE/IGEV/DHAP a fost utilizata, de asemenea in stadiile avansate, ca
terapie de linia a doua, in 41.7% din cazuri. Dintre pacientii care au avut nevoie de a doua

linie de tratament, 17.1% au fost tratati cu auto transplant.

Pentru a estima supravietuirea fard progresia bolii (PFS), supravietuirea fara boald
(DFS) si supravietuirea globald, a fost utilizatd metoda Kaplan-Meier implementata in
biblioteca lifelines in Python 3, in timp ce pentru vizualizarea curbelor a fost utilizata
biblioteca matplotlib. Probabilitatile de supravietuire au fost extrase la puncte de timp
specifice (6, 12 si 36 de luni) si s-au efectuat teste log-rank pentru a compara statistic
distributiile de supravietuire intre etape. In aceastd analizi, Supravietuirea fira progresie
(PFS) a insemnat timpul pana la inregistrarea raspunsului la boala progresiva (PD) sau a
decesului. Pacientii care au prezentat raspuns complet (RC), raspuns partial (PR) sau boala
stabild (SD) nu au fost numadrati drept pacienti care au progresat; supravietuirea fard boala

(DFS) a insemnat timpul dupa RC, fira recidiva ulterioara a bolii sau deces. In cazul in care
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prima linie de tratament nu a produs un raspuns CR, a fost atribuitd o DFS de 0. Similar
situatiilor descrise si in literatura de specialitate, in acest studiu, pacientii diagnosticati in
stadii incipiente au avut o supravietuire fara progresia bolii mai mare fata de cei diagnosticati
in stadii avansate de boala. Intre stadiul II si IV de boala existand o diferenta ce atinge

semnificatia statistica (p=0,0431) in ceea ce priveste supravietuirea fara progresia bolii.

Rezultatele studiului nostru sunt similare cu cele ale studiului US SEER 1in ceea ce
priveste tipul histologic predominant, varsta medie la diagnosticare, raportul barbati: femei
si prevalenta stadiului avansat de boala la diagnostic. O diferenta semnificativa intre studiul
nostru si studiul US SEER este numarul mic de pacienti diagnosticati cu stadiul I. Aceasta
discrepantd poate fi atribuita in mare parte absentei examindrilor PET-CT la momentul
diagnosticului in studiul nostru, efectudndu-se doar examinari CT. Aceasta limitare a dus la
o tendintd de supra stadializare din cauza ingrijorarilor legate de o posibild subestimare ce
ar duce la tratament insuficient si rata mai mare de esec terapeutic, subliniind rolul crucial
al imagisticii avansate in stadializarea precisa [49], [50][51](2). Stadiul avansat la
diagnosticare este similar celui inregistrat in registrele din Balcani, o situatie atribuita in
principal reticentei pacientilor de a se supune examinarilor medicale suplimentare, precum
si lipsei de educatie medicala. Pacientul evita prezentarea la medic, se auto trateazd si
temporizeaza prezentarea la medicul specialist. O alta problema este lipsa de implicare a
medicului de familie in orientarea pacientului, si prescrierea de antibiotice si terapie

antiinflamatorie[49], [50][51]
Concluzii

o Varsta medie a pacientilor diagnosticati a fost de 35 ani, dintre care 47.25%
barbati si 52.75% femei, rezultdnd un raport barbati-femei de 0.90:1. Cei mai
multi dintre pacienti (75.27%) aveau 45 de ani sau sub 45 de ani, In concordanta
cu tendinta globala a HL de a afecta predominant indivizi mai tineri.

o Cel mai frecvent subtip histologic observat a fost scleroza nodulard,
reprezentand 60.99% din cazuri, urmat de celularitate mixtd cu 28.57%.

. La momentul diagnosticarii, stadiul II a fost cel mai frecvent (43.41%), urmat de
stadiul IV (29.67%), indicand faptul ca o proportie semnificativa de pacienti a

fost diagnosticata 1n stadiu avansat. Boala 1n stadiu limitat (stadiile I si IT) a fost

17



diagnosticata la 45.06% din pacienti, in timp ce boala in stadiu avansat (stadiile
III 51 I'V) a fost prezenta in 54.94% din cazuri.

In stadiul initial, toate cazurile au fost tratate cu terapia ABVD ca prima linie de
tratament si s-a constatat cd 26 din 34 de pacienti (76.5%) au prezentat un
raspuns complet la evaluarea intermediara. Dintre pacientii ramasi, 4 nu au
obtinut un raspuns initial complet si au necesitat intensificarea tratamentului,
lucru care a rezultat intr-un raspuns complet pentru toti. Pe scurt, 29 pacienti,
reprezentand 85.3% din total, au obtinut un raspuns general complet.

In stadiile IA, IT A cu Bulky, I B, 1IB, terapia ABVD a fost administrata la 37 de
pacienti (77,1 %) 1n prima linie; s-a constatat cd 25 din 48 pacienti (52,1 %) au
prezentat un raspuns complet la evaluarea intermediara si l-au mentinut. 4
pacienti nu au obtinut un raspuns initial complet si au necesitat intensificarea
tratamentului, lucru care a rezultat intr-un raspuns complet pentru toti (82,4 %).
In concluzie, 28 pacienti tratati cu terapia ABVD au obtinut un raspuns complet.
In cohorta de pacienti cu limfom Hodgkin in stadiul IV, 45.9% (17) indivizi au
urmat terapia de prima linie cu schema AVD (Adriamicind, Vinblastina si
Dacarbazind) si Brentuximab vedotin. La evaluarea intermediard s-a constatat ca
76.5% din pacienti au obtinut un raspuns complet, indicand o ratd globala de
raspuns Tmbunatatita.

In stadiile IIT si IV, rata globald de riaspuns la ABVD a fost de 50.85%,
semnificativ mai mica decét rata de raspuns la AVD-Brentuximab, care a fost de
76.5%.

Una dintre diferentele majore dintre studiul nostru si alte studii, precum studiul
US SEER, este numarul mic de pacienti diagnosticat cu stadiul 1.

Aceasta discrepanta poate fi atribuitd in mare parte absentei examindrilor PET-
CT la momentul diagnosticului in studiul nostru, efectudndu-se doar examinari
CT. Aceastd limitare a dus la o tendintd de supra stadializare din cauza
ingrijorarilor legate de o posibild subestimare, subliniind rolul crucial al

imagisticii avansate 1n stadializarea precisa.
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Studiul II. Impactul Expunerii la terapia cu Brentuximab Vedotin asupra
Populatiilor de Celule T si Rezultatele Clinice ale Pacientii cu Limfom Hodgkin

Avansat

Limfomul Hodgkin (LH) este o afectiune maligna hematologica, localizata in principal
la nivelul ganglionilor limfatici si mai putin preponderent la nivel extra ganglionar . LH este
clasificat in LH clasic (LHc), care reprezintad in jur de 95% din cazuri, si un subgrup mai
redus, limfomul Hodgkin nodular cu predominanta limfocitard (NLPHL), care reprezintd in
jur de 5% din cazuri. Histologic LHc este caracterizat printr-un numar redus de celule
Hodgkin mononucleare si celule Reed-Sternberg multinucleate (HRS), iar celulele

predominant limfocitare (LP) sunt mai frecvente fiind o caracteristica a LHNPL [53], [54].

Micromediul tumoral prezent in LHc este modelat activ prin recrutarea de celule
antrenate de un profil complex de factori de crestere, chemokine si citokine eliberate de
celulele HRS. Mecanismele dezvoltate de celulele HRS creeaza un mediu imunodeprimat
benefic pentru dezvoltarea tumorala dar in acelasi timp pentru evitarea detectarii de catre
sistemul imun [55]. Micromediul tumoral dezvoltat in LHc cuprinde in principal infiltrate
de celule T, incluzand limfocite T citotoxice CD8+ (CTLs), celule T helper CD4+ (Th) si
celule T reglatoare CD4+ (Tregs) [7].

Terapiile emergente, inclusiv blocarea punctelor de control imunitar si tratamentele
tintite, pot influenta activitatea limfocitelor Tregs si pot duce la aparitia de reactii adverse.
Prin urmare, este crucial sa se gaseasca un echilibru Intre cresterea imunitatii antitumorale
si minimizarea reactiilor adverse, pentru a imbunatati rezultatele tratamentului in viitor.
Eficacitatea BV a fost stabilita printr-un studiu clinic randomizat de faza III in care au fost
studiati pacientii cu LH nou diagnosticati, precum si pacientii cu boala recidivantd sau

refractara [56] .
Obiectivele studiului

Pentru a explora relatia potentiald dintre BV si Tregs in limfo mul Hodgkin, studiul
nostru a avut ca scop examinarea micromediului imun la pacientii cu HL stadiul IV Tnainte
si dupa tratamentul cu BV. Mai exact, ne-am axat pe analizarea biomarkerilor exprimati in
micromediul tumoral, analiza ce s-a demonstrat a avea semnificatie prognostica in studiile

recente. Biomarkerii evaluati In sangele periferic au fost reprezentati de: markeri ai celulelor
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T reglatoare (Tregs) (CD4+CD25+CD127low/-, FOXP3+), markerul celulelor B (CD19+)
si markerii celulelor T CD3, CD4 si CD8 care identifica celule T nespecifice, cellule T-

helper si respectiv celule T citotoxice si celulele NK.
Materiale si metode

Studiul este unul prospectiv, de cohorta. Au fost inclusi in studiu 15 pacienti
diagnosticati cu Limfom Hodgkin clasic stadiul IV (stadiul avansat subliniind natura
agresiva si diseminata a bolii la momentul diagnosticului). Studiul a aderat la principiile
etice Tnscrise in Declaratia de la Helsinki si a primit aprobare Consiliul de Etica al Institutului
Clinic Fundeni (15417/29.03.2024). Consimtdmantul informat scris a fost obtinut de la toti
pacientii, in conformitate cu cerintele Regulamentului General privind Protectia Datelor
(GDPR). Tuturor pacientilor li s-a administrat ca si tratament de prima linie: doxorubicina,
vinblastind, dacarbazina (AVD) plus Brentuximab vedotin, conform Ghidurilor

Internationale.

Mostre de sénge periferic au fost colectate Tn cadrul Departamentului de Hematologie
al Institutului Clinic Fundeni, Bucuresti, Romania, inainte si dupa tratament (cu o perioada
de urmarire de la 6 la 20 de luni). Pentru doi pacienti a fost nevoie de schimbarea

tratamentului din cauza raspunsului partial si progresia bolii.
Tehnici utilizate:

o Izolarea celulelor mononucleare din sangele periferic: celulele mononucleare
din sangele periferic (PBMCs) au fost izolate prin separare pe gradient de
densitate cu Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Biosciences, USA) cu o
densitate de 1.077 g/ml. Numarul de PBMCs a fost estimat manual folosind

albastru de tripan si hemocitometru.

o Analiza viabilitatii celulelor, s-a utilizat un kit Stem de reactivi (Beckman
Coulter, USA), care a inclus un anticorp monoclonal murin (CD45-FITC
Isoclonic Control-PE) si o vopsea de viabilitate (7-AAD) pentru a identifica si
numara leucocitele viabile (populatii CD45+) din PBMC proaspete sau

decongelate prin citometria in flux.
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o Analiza subseturilor de limfocite, pentru a calcula numadarul absolut al
subseturilor de limfocite, s-au adaugat 50 uL de sange integral anticoagulat bine
mixat la tuburile BD Trucount™ fimpreund cu 20 puL de reactant BD
MultitestTM 6-color TBNK (Anticorpi marcati cu fluorocromi CD3 FITC,
CD16 PE + CD56 PE, CD45 PerCP-Cy5.5, CD4 PE-Cy7, CD19 APC, CD8
APC-Cy7). Rezultatele au fost exprimate ca procentul din limfocite care sunt
total celule T (CD3+), CD3+CD4+, CD3+CD8+, limfocite B (CD19+), si
limfocite NK (CD3-CD16+ si/sau CD56+).

o Identificarea celulelor T reglatoare CD45+ CD4+ CD25+ CD127dim/

negFoxP3+ prin citometrie n flux
Analiza statistica

Datele au fost colectate in Excel si analizate utilizand Python 3. Libraria Pandas a fost
utilizatd pentru structurarea datelor, statistici pe coloane si selectia parametrilor de
comparatie, in timp ce Matplotlib a fost folosit pentru vizualizare. Testarea semnificatiei
statistice pentru concentratia fiecarui tip de celuld intre perioadele de timp a fost efectuate
folosind Testul t Student cu doua cozi furnizate de libraria SciPy. S-a considerat ca valori P
mai mici de 0.05 prezinti semnificatie statistica. Intrucat pacientii s-au prezentat la vizitele
de urmadrire in momente diferite dupa initierea tratamentului, valorile masurate la 5-7 luni,

8-10 luni si 11-20 luni au fost grupate si utilizate pentru compararea numarului de celule .
Rezultate

La 8-10 luni post-tratament s-a observat o scadere semnificativd a numarului de
limfocite T CD3+, cu o scadere medie de la 80.4% la 74.45%, (avand semnificatie statistica
p = 0.040); cu toate acestea ulterior a urmat o revenire in intervalul de 11-20 luni la niveluri

similare celor avute Tnainte de tratament.

Schimbarile dinamice in populatiile de limfocite, in acest caz scaderea urmatd de
revenirea valorilor limfocitelor T CD3+, se aliniaza cu tiparele de reconstituire imuna

constatate si in alte studii efectuate post-chimioterapie.

Populatiile de celule Treg au prezentat cresteri constante (de peste 3 ori valorile

initiale) dupa administrarea tratamentului. De la o valoare mediand de 0.38 % din totalul
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limfocitelor inainte de tratament la 1.04 % in intervalul 8-10 luni ulterior la 1.43 % in
intervalul 11- 20 de luni ( atingdnd semnificatia statistica, p= 0.033). Aceste schimbari
dinamice in populatiile de limfocite, in acest caz cresterea semnificativa a populatiilor de
celule Treg, este in concordanta cu literatura, indicand faptul ca chimioterapia poate duce la
o expansiune a celulelor T reglatoare, cu potentialul de a influenta supravegherea imuna si
ratele de recidiva. Schimbarile dinamice in populatiile de limfocite, in acest caz scaderea
urmata de revenirea valorilor limfocitelor T CD3+, se aliniaza cu tiparele de reconstituire

imuna constatate si In alte studii efectuate post-chimioterapie.

Pentru celulele CD 19 desi cresterea numarului acestor celule (B CD19+) nu a fost
semnificativa statistic, valorile medii s-au dublat de la 4.3% 1nainte de tratament la 9.5% in

intervalul 11-20 luni post-tratament, fara atingerea semnificatiei statistice (p=0.165).

Celulele NK, identificate ca limfocite CD3-CD56+Cd16+ au Inregistrat o crestere in
primul an post-tratament, cu o valoare medie de 19.9% in intervalul 8-10 luni comparat cu
valoarea medie de 11.3% observatd Tnainte de administrarea terapiei; cu toate acestea,

cresterea nu a fost semnificativa statistic (p=0.116).

Cercetarea prezenta a confirmat faptul ca limfocitele T reprezinta cea mai abundenta
componentd a micromediului in limfomul Hodgkin clasic (cHL). Studii anterioare au
demonstrat ca in experimentele in vitro se observa o supraexprimare selectiva a proteinei
galectin-1 (Gall), o proteind imunoregulatoare ce se leaga de glicani, in celulele Hodgkin
Reed-Sternberg (HRSC) si celulele Hodgkin (HC) printr-un potentator dependent de AP1
(proteina de activare 1), precum si de TGF-f3 (factorul de crestere si transformare beta-1).
Aceste proteine contribuie la secretia de citokine Th-2 si la proliferarea celulelor T reglatoare

CD4+/CD25high/FOXP3+ (celule T-reg).

Rolul celulelor B in limfomul Hodgkin clasic (cHL) rdmane in mod considerabil
ambiguu. Celulele B non-maligne sunt abundente in limfomul Hodgkin nodular cu
predominantd limfocitard, in care tratamentul cu anticorpi monoclonali anti-CD20 este
eficient. Tintirea celulelor B prin administrarea de Rituximab, atat ca monoterapie, cat si in

combinatie cu regimurile standard de tratament, a ardtat un potential terapeutic.
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CD3+ (%Lymphs)

Cu toate acestea, micromediul existent in limfomului Hodgkin clasic (cHL) raméane in
mare parte un teritoriu neexplorat, iar pentru a elucida natura complexa structurald si

functionala a acestuia este necesara utilizarea tehnicilor mai sus prezentate.
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Figura 1. Evolutia in timp a celulelor micromedilui tumoral

Contributii personale

Lucrarea de fatd ofera o caracterizare detaliata a populatiei de pacienti diagnosticati cu
Limfom Hodgkin in perioada 2017-2023 in Institutul Clinic Fundeni, cel mai mare spital din
Bucuresti, Romania si reprezintd cel mai mare studiu efectuat pand la aceastd datd in
Romania, incluzand date demografice, stadiul bolii la diagnostic, date clinice, biologice,
imagistice, precum si analiza factorilor prognostici, optiunilor terapeutice folosite si
evaluarea raspunsului la tratament. Aceasta baza de date extinsa este remarcabila deoarece
permite o evaluare comprehensiva a profilului pacientului tipic dintr-o regiune geografica
cu date putine publicate in literaturd, oferind informatii relevante asupra tendintelor de

diagnostic si tratament, precum si asupra implementarii ghidurilor de diagnostic si tratament.

Lucrarea analizeaza eficienta regimurilor terapeutice existente, cum ar fi ABVD si
BEACOPP, dar si implementarea recentd a protocolului AVD + Brentuximab vedotin la

pacientii cu stadiu IV de boala, pacienti care au cel mai prost prognostic in randul pacientilor
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cu Limfom Hodgkin, precum si raspunsul pacientilor la terapia de salvare si accesul la
autotransplantul de celule stem. Acest aspect este deosebit de important deoarece permite
evaluarea raspunsului terapeutic in functie de stadiul de boala si de caracteristicile

individuale ale pacientilor, aspect ce contribuie la abordarile terapeutice personalizate.

Originalitatea lucrarii consta in contributia la Registrul National de Limfom Hodgkin.
Introducerea pacientilor in Registrul National de Limfom Hodgkin constituie un aspect
inovator, care faciliteazd compararea datelor nationale cu datele din literaturd si ajuta la
identificarea problemelor de diagnostic si tratament si evalueaza accesul la tratament in
diferite zone ale tarii. Aceasta lucrare sprijind demersurile de cercetare viitoare si contribuie

la imbunatatirea politicilor de sdnatate publica.

In Capitolul 2 al tezei am analizat impactul terapiei cu brentuximab vedotin asupra
populatiilor limfocitare la pacientii cu Limfom Hodgkin in stadiul IV la diagnostic, apoi in
dinamica, evidentiind cresterea semnificativda a populatiilor de celule Treg, aspect in
concordantd cu literatura, indicand faptul cd chimioterapia poate duce la expansiunea

celulelor T reglatoare, cu potentialul de a influenta supravegherea imuna si ratele de recidiva.

Celulele NK au aratat, de asemenea, o crestere in primul an post-terapie, care, desi
nesemnificativa statistic, este descrisa in literatura a fi corelatd cu raspunsul favorabil la
tratament. Concluziile subliniaza complexitatea micromediului tumoral si necesitatea unor
studii suplimentare pentru a intelege pe deplin rolul diferitelor populatii celulare in aceasta

boala.

In ultimul capitol al partii originale, am ales sa prezint o serie de cazuri de pacienti cu
Limfom Hodgkin stadiul IV nou diagnosticati, care au asociat patologie autoimuna,
patologie influentata de terapia cu Brentuximab vedotin. Aceasta reprezinta prima lucrare
care descrie impactul terapiei cu Brentuximab vedotin la pacientii care asociazd patologie

autoimuna.
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