UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE
»CAROL DAVILA” BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA
HEMATOLOGIE

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

EFECTELE MICROMEDIULUI TUMORAL ASUPRA
SUPRAVIETUIRII PACIENTILOR CU LIMFOM DIFUZ
CU CELULA MARE B

Conducator de doctorat:

PROF. UNIV. DR. Anca Roxana Lupu

Doctorand:

DR. Birceanu-Corobea Adelina Lucretia

Bucuresti

2018



CUPRINS

INEFOTUCEIE ... e 3
Partea GENETaAla .........ccoviiiiiiiiie s 9
Particularitati ale tesutului limfoid ganglionar si extraganglionar ............ccceceeveenininnnnnne. 10
LimFOganGliONUI ..........ooii e 10
R3] 0] 1] - USSR 11
MAduva hemMAatOZENA .......cccuieiiiiiiieiie ettt ettt et r e 12
THMUSUL <.t r et 13
Tesutul limfoid asociat MUCOASEIOr (MALT) ....oiiiiiieieie s 14
Incidenta si epidemiologia in limfomul non-Hodgkin B difuz cu celula mare ................... 16

Clasificarea, tabloul clinic si factori de prognostic clinici in limfomul Non-Hodgkin difuz

CU CEIULA MATE B ..o 18
Clasificarea limfoamelor non-Hodgkin B difuz cu celulamare ...........ccccocevveiieirccecnene. 18
ASPECLE CHINICE ..ttt bbbttt enes 25
Boli autoimune, transplantul $1 IMUNOSUPTESIA .....eevuveeveeriiieiieriieeieeiie e 27
AGENTT INTECTIOST 1.eeuveenieeiieii ettt sttt sttt e ssee b enae e areenne e 28
Translocatii cromozomiale $i MOdifiCars GENETICE ......eeverueirveeiiriiiiiiieeieecee s 29
Aspecte imunofenotipice si moleculare cu importantd Clinica ...........cceeeeeiieniiieniieiiennnn. 32
FaCION A8 MEAIU ..o 33

ITIATE ..ttt E R Rt Rt b 35
Diagnosticul in limfomul B difuz cu celuld mare ............ccoooiiiiiiiiinii 34
Stadializarea 1n limfomul B difuz cu celuld mare ...........cccccvveviiiiiiiiiieieeee e 38
TTALAMENT ... 41



Evaluarea si rolul micromediului tumoral in limfomul non-Hodgkin B difuz cu celula mare

............................................................................................................................................. 43
Partea SPECIALA .......cccuviieiiieee e e et e e e erae e e ree e nrres 48
Scopul lucrdrii si justificarea StUATUIUT ........cooiiiiiiiii 49
ODIECHIVE .o 51
Material $i Metod0lo@ia CETCELATIT ...vvvviiuriiiieiiiieiie et 52
REZUITALE ... e 61
DIESCULIT +. ettt b bt skttt b e bt sn et e e b e b e e nne s 163
CONCIUZIT .ttt e r e 176
RETEIINLE ...ttt et ettt et e et e s ae e s e esaesseesbeessesasenseesee s 180
AANBXE ...t 210



INTRODUCERE

Limfomul malign non-hodgkin reprezinta la ora actuala, cea mai frecventa

hematopatie maligna si incidenta sa prezintd o crestere constanta.

Teza isi propune ca scop analiza retrospectiva a rezultatelor tratamentelor efectuate
la pacientii cu DLBCL (Limfomul difuz cu celuld mare B), in functie de parametrii clinico-
biologici, imunohistochimici si moleculari concretizate in: reducerea masei tumorale,
evaluarea raspunsului terapeutic, durata raspunsului la terapie, apartia recidivei bolii,
reevaluarea statusului de performantd clinicd, analiza mortalitdtii si a supravietuirii

pacientilor.

Justificarea acestui studiu, al analizei rezultatelor terapeutice in DLBCL in functie
de parametrii clinico-biologici, imunohistochimici si moleculari, rezidda din necesitatea
cunoasterii cat mai corecte a prognosticului acestor pacienti, acest lucru reprezentdnd o

preocuparea pe plan national si international a clinicienilor si cercetatorilor.

Recunoasterea faptului ca diversele subtipuri de boald necesitd abordari terapeutice
diferite si ca boala recidivatd prezintd rezistentd la chimio- si/sau radioterapie a fost
fundamentald in dezvoltarea unor regimuri terapeutice, chimioterapia in doze
conventionale si/sau radioterapia, ramanand standardul de aur pentru tratamentul
limfoamelor maligne. In formele de boala cu risc crescut, refractare sau recidivate, se pune

problema completarii arsenalului terapeutic cu imunoterapii.

Scopul enuntat, de evaluare retrospectivd a rezultatelor terapeutice la pacientii cu
DLBCL, corelat si cu diversi parametrii clinico-biologici, imunohistochimici si moleculari,
va fi urmarit printr-un studiu complex care a vizat pe de o parte parametrii clinici, pe de
alta parte urmarindu-se efectul acestor parametrii asupra supravietuirii pacientilor

diagnosticati cu aceasta hematopatie.

Progresele stiintifice din ultimii ani din studiile neoplaziilor hematologice au pus
pe tapet importanta evaluarii studiului micromediului tumoral in limfoamele difuze cu
celuld mare B in vederea stabilirii diagnosticului, dar si a prognosticului si tratamentului cu
ajutorul testelor imunohistochimice si de biologie moleculard. Aplicarea acestor tehnici

este deficitara, deoarece aceste teste sunt disponibile doar in centrele specializate.



Scopul acestei lucrdri este de a cuantifica printr-o metodd automata componenta
micromediului tumoral si relevanta biologica a acestora in functie de anumiti parametrii
clinici si paraclinici pentru o calitate superioard a vietii cat si a unui raspuns mai bun la

tratament.

Recunoasterea importantei micromediului tumoral reprezinta o piatra de temelie in

vederea unor noi tinte si strategii terapeutice.

Micromediul tumoral prezintd de asemenea o heterogenicitate semnificativd in

functie de anumiti factori, inclusiv subtipul de limfom.

Directiile viitoare in tratamentul acestui tip de limfom sunt reprezentate de
combinatii optime, sinergice de agenti eficienti. Strategiile care includ terapii tintite asupra

ciclului imunitate-cancer sunt imperioase.

Imbunatitirea cunoasterii biologiei tumorale si rolul micromediului tumoral duce la
obtinerea unor diagnostice de calitate a unor clasificari, modele prognostice si a unor
strategii terapeutice importante in curabilitatea pacientilor diagnosticati cu limfom difuz cu
celula mare B. Studiile translationale, dinamice care s-au corelat au dus la o mai buna
intelegere asupra importantei evaludrii micromediului tumoral si interactiunea acestuia cu

noi tinte terapeutice in vederea curabilitatii acestei leziuni.

Studiul de fata confirma datele din literatura in ceea ce priveste intersectia
studiului datelor biologice cu aspectele clinice prin necesitatea urgenta a dezvoltarii unor
noi tinte terapeutice personalizate. Caracterizarea moleculard si celulara a diferitelor
subtipuri de DLBCL a inceput sa influenteze alegerile terapeutice, pavand o noua cale de

dezvoltare terapeutica pentru aceste subtipuri.

Limfomul difuz cu celuld mare B este o boald heterogena, atat clinic, cat si
biologic. Conform datelor din literaturd si multiplelor trialuri clinice se recomanda
evaluarea standard a originii celulare, profilul genic (GEP) centru germinativ, respectiv
non-centru germinativ, expresia imunohistochimicd MYC si BCL 2, cét si rearanjamentele
MYC, BCL2 si BCL 6. Expresia duala MYC/BCL2 conform studiului de fata, cat si a
studiilor din literatura necesitd o atentie deosebitd, deoarece acesti pacienti prezintd un
prognostic prost, ar trebui sa fie candidati pentru diferite trialuri clinice si necesitd un

tratament intens.



In concluzie, studiul de fata, scoate in evidentd ca evaluarea celulelor tumorale cat
si evaluarea celulelor din micromediul tumoral reprezintd un aspect mult mai puternic

decat factorii izolati

Limfomul difuz cu celuld mare B este o limfoproliferare monoclonala care prezinta
o heterogenicitate marcatd din punct de vedere clinic si biologic. Desi limfomul difuz cu
celuld mare B poate sa apard la orice varsta, cel mai frecvent apare la adultii varstnici sau
la varsta medie. Majoritatea pacientilor au fost diagnosticati in a saptea - a opta decada de
viata cu o medie a varstei de 63 de ani, insa unele studii prezinta o crestere dramatica dupa

varsta de 50 de ani.

Este necesara o clasificare precisd a limfoamelor deoarece existd subtipuri
numeroase de limfoame, nu toate limfoamele prezinta aceleasi aspecte clinice sau
comportament prognostic, strategiile terapeutice depinzand de subtipul histologic si nu in
ultimul rand este esentiala in studiul etiologiei, epidemiologiei, patogenezei si a factorilor

de risc.

Limfomul cu celula mare B difuz se caracterizeaza prin rearanajamente clonale de
imunoglobuline cu lanturi grele si usoare de gene. In anumite cazuri existd hipermutatii
somatice. In functie de profilul expresiei genetice (GEP) se identifici doud grupuri
biologic distincte conform originii celulare: subtip centru germinativ (GCB) si subtip cu
celuld activata ( ABC). Conform acestui tip de clasificare exista un subgrup mic care nu

este clasificat In aceste doud entitati.

Pacientii cu subtip ABC prezinta un risc mai mare de a nu raspunde la terapiile
moderne, devenind un subtip incadrat ca grup de risc avansat chiar in era rituximab, cu
semnificatie clinicd necunoscutd, insd cu raspuns bun la noile strategii terapeutice

(bortezomib, lenalidomida sau ibrutinib).

Conform noilor modificari aduse de extensia OMS 2016, algoritmul Hans raméane
cel mai popular sistem cu cele mai rezonabile corelatii cu GEP, insd este permisd si
folosirea altor algoritmi. Pentru cele 10-15% dintre cazurile GEP neclasificabile se
utilizeaza cuantificarea transcriptiei de ARN din tesuturile incluse la parafind cu impact

prognostic In clasificare in functie de celula de origine.



Intelegerea heterogenicitatii moleculare a limfomului difuz cu celula mare B poate
ajuta pacientii In vederea unor tratamente tintite in ceea ce priveste aspectele moleculare si

genetice specifice fiecarui individ in parte.

Pentru a stabili terapia pacientilor diagnosticati cu DLBCL, este necesara
cunoasterea si aplicarea ghidurilor clinice internationale European Society of Medical

Oncology ( ESMO) si National Comprehensive Cancer Network (NCCN)

Acest micromediu este un sistem dinamic fiind in mare parte orchestrat de celulele
inflamatorii care includ celule tumorale, tesutul stromal (celule imune, fibroblaste, citokine
si microvascularizatie), precum si matrice extracelulard inconjuratoare. Perturbarile de la
nivelul acestei retelei cresc potentialul diviziunii cronice a celulelor B ca intr-un final, sa

influenteze limfomageneza. Aceste perturbari pot fi modulate de anumite citokine.

Recunoasterea importantei micromediului tumoral a pavat drumul dezvoltérii unor
noi strategii terapeutice care tintesc micromediul si interactiunile acestuia cu celulele

neoplazice.

Compozitia celulara si spatiul caracteristic micromediului tumoral este heterogena

in functie de un anumit numar de factori, inclusiv subtipul limfomului.

Contributia micromediului tumoral In patogeneza si supravietuirea tumorald in
DLBCL este foarte putin inteleasd desi unele studii recente au demonstrat niste aspecte

intrigante asupra rolului micromediului tumoral.

Foarte multe studii au evaluat rolul PD-1 si PDL-1 care se exprima in majoritatea
limfoamelor B agresive, dar care se coreleazd de asemenea cu mecanisme de evadare
imuna.

Calea ce constd in receptorul PD-1 ( CD 279) si a liganzilor acestuia PDL-1 si
PDL-2 (B7-DC; CD 273) joacd un rol esential in toleranta periferica si de asemenea
mediazd semnale inhibitoare care alcatuiesc imunitatea antitumorald. Calea tintd PD-

1/PDL-1 prezinta eficienta clinica in tumorile solide dar de asemenea in limfomul Hodgkin

si non- Hodgkin.

Densitatea microvascularizatiet (MVD) evalueazd neovascularizatia in limfoame
care este generatd ca raspuns la celulele tumorale, celule stromale proangiogenice,
limfocitele T/B non-neoplazice si celulele mieloide de la nivelul micromediului tumoral.

MVD variaza foarte mult in functie de anumite studii datoritd heterogenicitatii stromei,
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gama de markeri imunohistochimici folositi si metodele diferite de scorificare. In general
scorurile MVD sunt crescute in limfoamele agresive incluzand limfomul Burkitt si limfom
primar cutanat T, in DLBCL fiind intermediar si scizut in limfoamele indolente. In
DLBCL exista date diferite in cecea ce priveste corelatia dintre MVD si expresia VEGF.
Gratzinger et al. a raportat intr-un studiu pe 95 de pacienti, un spectru larg in ceea ce
priveste heterogenicitatea bolii, desi media MVD s-a corelat intens cu VEGF. Un alt
studiu pe 182 de pacienti diagnosticati cu DLBCL de novo tratati cu antraciclina-
chimioterapie nu a relevat concordantd intre MVD crescuta si expresia VEGF in celule
tumorale. Toti investigatorii au concluzionat ca vascularizatia crescutd intratumorala s-a
asociat cu un prognostic prost si este un factor independent de scorul Index International de

prognostic.



Scopul lucrarii si justificarea studiului

Limfomul difuz cu celuld mare B reprezinta cel mai frecvent limfom malign non
Hodgkin, ce depaseste 35% din totalul acestora din urma si peste 85% din totalul LMNH
agresive. Reprezinta o problema de sanatate nationala si internationald deoarece apare la

toate varstele si fard semne si simptome specifice.

Teza are ca principal scop analiza retrospectivd si evaluarea micromediului
tumoral, studiat prin teste imunohistochimice 1n concordantd cu parametrii clinico-
biologici cu rasunet prognostic. Parametrii clinico-biologici au fost varsta, sexul, stadiul
Ann Arbor, Scorul IPI, statusul de performanta ECOG, tipul de raspuns terapeutic, aparitia
recaderii, durata raspunsului la terapia, tipul de boald, 1insd o atentie deosebitd este

acordata si bolii voluminoase.

Recunoasterea importantei micromediului tumoral 1n special in malignitatile de tip
B, a pavat noi orizonturi de dezvoltare a unor strategii terapeutice tintite asupra acestuia,

cat si asupra interactiunii cu celulele tumorale.

Este esentiald o identificare personalizata a principalilor factori de prognostic si
coroborarea acestora cu trialurile clinice actuale in vederea imbunatatirii calitatii vietii si a

supravietuirii.

Studiul de fatd isi propune identificarea si cuantificarea principalilor factori de
prognostic clinici si imunohistochimici care au influentat tipul de rdspuns terapeutic,

evolutia si supravietuirea pacientilor cu limfom difuz cu celula mare B.

Principalele obiective au fost determinarea principalilor parametrii clinico-
biologici si efectul acestora asupra: reducerii masei tumorale dupd prima curd de
chimioterapie, tipului de raspuns la tratament: complet, partial, non-responsiv, aparitiei
recaderii, duratei de raspuns la tratament, statusului de performanta ECOG, stadiului Ann
Arbor, scorului IPI, tipului de boala: voluminoasa si non-voluminoasa, valorii serice a
LDH dupa prima curd terapeuticd, prezentei hepato si spenomaegaliei, prezentei

infiltratului medular.



Material si metodologia cercetarii

Am realizat un studiu retrospectiv desfasurat pe o perioada de 5 ani, incluzand 80
de pacienti tratati in cadrul Sectiei de Hematologie a Spitalului Clinic Coltea Bucuresti.
Studiul histopatologic si imunohistochimic au fost efectuate in Departamentul de Anatomie
Patologica din cadrul Spiatlului Clinic Coltea si a Spitalului Universitar de Urgenta

Bucuresti.

Pentru analiza univariata au fost folosite testele Likelihood Ratio sau Fisher exact,
Mann-Whitney pentru a compara variabilele continue si discontinue. Analiza supravietuirii
a fost efectuatd cu metoda Kaplan-Meier comparata cu testul log-rank. Urmatorii parametri
au fost analizati : varsta la diagnostic, sexul, localizarea tumorala, indexul de proliferare
mitotica, evaluarea micromediului tumoral, subtipul de limfom, tipul de celuld si date
personale patologice in care sunt incluse tipul de raspuns la tratament, antecedente
personale patologice, stadiul bolii, statusul de performanta, stadiul IPI. Valoarea p<0,05 a
fost interpretatd ca semnificativ statistic. Analizele au fost efectuate cu softurile R si

STATISTICA.

Pentru studiul imunohistochimic al pieselor incluse in parafina am realizat blocuri

multitisulare.
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Distributia pacientilor conform algoritmului Hans

Centru |Frequency Percent
germinativ lown (%)

da |33 41.3
\Valid

nu |47 58.8

Total|80 100.0
[Celula B|Frequency [Percent
activata lnn (%)

da 39 48.8
\Valid nu 41 51.3

Total |80 100.0

Rezultate
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Clasificarea limfomului difuz cu celula mare B, conform algoritmului Hans a fost
reprezentatd de 33 de pacienti diagnosticati cu centru germinativ si 39 cu celula activata/

non-centru germinativ.

Fig 1. Hematoxilind-eozind 40x, proliferare difuzd de celule de talie mare cu nuclei
tahicromi si citoplasma amfofila abundenta. Fig 2. CD 10 pozitiv in peste 30% din celule
tumorale. Fig 3. BCL6 40x pozitiv nuclear in peste 30% din nucleii celulelor tumorale Fig

4. MUM 1 40X pozitiv In peste 30% nucleii celulelor tumorale.
Distributia pacientilor in functie de raspunsul la tratament

Réspunsul terapeutic complet a fost inregistrat la 47 de pacienti, reprezentand cu
putin peste jumatate (58,8%), in timp ce 24 au prezentat raspuns partial, restul de 11,3 %

au fost non-responsivi.

Distributia pacientilor in functie de recadere

Recdderea a fost inregistratd la 24 din pacienti reprezentand 30%, restul,

aproximativ trei sferturi, respectiv 56 de pacienti, nu au prezentat recadere.
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Recidere |Frequency|Percent

Re;a::re

da 4 30.0 -
\Valid "YU [P 70.0
Total [0 100.0

Distributia pacientilor in functie concordanta intre PDL-1 VS PD-1

Corelarea intre gradele PD-1 si PDL-1 este semnificativ statistic in ceea priveste
nivelul crescut PD-1 cu negativitatea PDL-1 in proportie de 100%. Pacientii care au
prezentat PD-1 crescut s-au asociat n proportii de 100%, respectiv 96,6% cu PDL-1
negativ, respectv slab pozitiv. PD-1 scazut s-a asociat in portie de 100% cu PDL-1

negativ.

200.0% PDL-1
negativ in celule
tumorale

pozitiv in celule
maligne

slab positiv in
celule tumorale

Percent

50.0%-

T
crescut scazut

Asociere pe grupe de distributie PDL-1 vs PD-1 cu profilul genic (GEP)
conform Algoritmului Hans

Profilul genic conform algoritmului Hans si coroborea acestuia cu distributia PD-1

respectiv PDL-1 este urmatoarea:

Centru germinativ se asociaza in proportie crescuta de 60% cu negativitatea PDL-1
in celule tumorale si in proportie de 86,2%, respectiv 10,9% cu pozitivitatea slaba si

intensa in celule tumorale.

Profilul genic non-centru germinativ sau celula activata se asociaza intr-un procent
de 89,1%, respectiv 13,8% cu pozitivitatea intensa si slaba a PDL-1 in celule tumorale si

intr-o proportie mai micad de 40% cu negativitatea PDL-1.
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200.0% PDL-1 120.0% PD1
negativ in celule M crescut
tumorale

M scazut
pozitiv in celule
maligne 1000%7
Dslab positiv in

1500%"] celule tumorale

60.0%-]

Percent
Percent

100.0% 60.0%-

40.0%

500%

20.0%

da nu
Centru germinativ Centru germinativ

Profilul genic de tip centru-germinativ se asociaza intr-un procent de 84,4% cu un
procent crescut al PD-1 in celule imune, in timp ce PD-1 scazut in celule imune se asociaza

intr-un procent mai mic de 10,6% cu centru germinativ.

DLBCL de tip non-centru germinativ se asociaza in procent de 89,4% pozitivitate

scazut pentru PD-1 si intr-un procent de 15,6% pozitivitate crescutd in celule imune.

O asocierea semnificativ statitstica a fost Intre procentul de celule tumorale pozitive si
slab pozitive In proportie de 75,9%, respectiv 64,4% si localizarea extraganglionard, in timp
ce pacientii care nu au prezentat localizare extraganglionard au prezentat in proportie de 80%

PDL-1 negativ in celule tumorale.

1200% PD1

[Mcrescut
[Escazut
100.0%

80.0%

60.0%

Percent

40.0%

200%

Simptome B

Asa cum reiese din analiza lotului studiat, o altd asocierea semnificativ statisticd a fost
intre parametrii clinici si imunohistochimici dupa cum urmeaza, absenta simptomelor B se
coreleazd cu prezenta scazuta PD-1 in celule imune din micromediul tumoral, in timp ce

pacientii care au prezentat simptome B au prezentat PD-1 crescut.
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Fig 5. PDL-1 20x pozitiv in peste 10% din celulele tumorale Fig 6. PDL-1 40x pozitiv in
peste 10% din celule tumorale.

Fig 7. PD-1 20x pozitiv in peste 10% din limfocite din micromediul tumoral. Fig 8. PD-1

40x pozitiv in peste 10% din limfocite din micromediul tumoral.
Distributia pacientilor in functie de concordanta asocierii CD 34 si VEGFR

Corelarea intre gradele de intensitate exprimate de VEGFR cu intensitatea
microvascularizatiei cuantificate cu ajutorul CD 34 a fost semnificativ statistica. Pacientii
care au prezentat pozitivitate intensa VEGFR s-au corelat cu o vascularizatie crescuta
cuantificata CD 34, in timp ce pacientii care au avut pozitivitate slaba VEGFR au prezentat
microvascularizatie intermediara, iar pacientii VEGFR negativi au prezentat vascularizatie

scazuta.

VEGFR
Mintens pozitiv
negativ
[Cslab pozitiv

1000%

800%-{

60.0%

Percent
Percent

40.0%

200%

intens pozitiv negativ slab pozitiv
VEGFR
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Test: Pearson Chi-Square, p_value=0.000000

Asocierea CD 34 respectiv VEGFR cu subtipul DLBCL conform algoritmului

Hans.

Conform algoritmului Hans profilul genic de tip centru germinativ s-a asociat in
proportie de 92,3% cu microvascularizatie scdzuta evaluatd cu ajutorul CD 34, 76% de
pacientii care au prezentat o microvascularizatie intermediard (CD 34 36-39 vase
sanguine), iar cea mai mica proportie de 2,4% sunt reprezentati de microvascularizatia

crescuta.

Profilul genic non-centru germinativ s-a asociat in proportie de 97,6% cu o
microvascularizatie crescutd (CD 34 — 53 vase sanguine) cei mai putini se asociaza cu

microvascularizatie scazuta si intermediara.

VEGFR
Wintens pozitiv
W20 M negativ
H36 [Clslab pozitiv
[C39
Ws3 150 0%

a000%- g? 2000%-

200.0%

100.0%

Percent
Percent

100.0%

50.0%

Centru germinativ Centru germinativ

Concordanta dintre profilul genic si VEGFR a fost urmatoarea:

Profilului genic de tip centru germinativ s-a asociat in cea mai mare masura
(92,3%) cu VEGFR negativ, urmat de VEGFR slab pozitiv (76,9%) in timp ce VEGFR

intens pozitiv s-a asociat cu DLBCL de tip centru germinativ intr-un procent de 2,4%.

Profilul genic non-centru germinativ/celuld activatd s-a asociat in proportie de
97,6% cu VEGFR intens pozitiv, urmat intr-un procent de 23,1% de VEGFR slab pozitiv si
intr-un procent de 7,1% de VEGFR negativ.

14. Distributia pacientilor in functie de prezenta macrofagelor tip M1 CD 68

pozitive in micromediul tumoral

Prezenta macrofagelor CD68 in micromediul tumoral a fost prezenta in procent
crescut la 56,3% dintre pacienti, in timp ce valorile scazut ale CD 68 au fost prezente la

43,2%.
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[cD 68 [Frequency [Percent
crescut |45 56.3

Valid scazut |35 43.8
Total |80 100.0

cbses

Wcrescut
Wscazut

o

Indicele IPI: median [25%, 75]

[

cbes

Asocierea dintre procentul macrofagelor de tip MI CD 68 pozitive si indicele IPI,

releva urmatoarele date cu semnificatie statistica: prezenta crescutd a macrofagelor de tip

M1 CD 68 pozitive se coreleaza intr-un procent de 57,1% cu scor IPI — risc scazut, in timp

ce nivelul scazut de macrofage CD 68 pozitive se asociaza intr-un procent crescut (66,7%)

cu riscul crescut conform scorului IPI.

Fig 9/Fig 10 CD 68 40 x/20x pozitiv in macrofage de tip M1 din micromediul tumoral.
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CD 68 * Statutul de performantia -clinica|Statutul de performantd clinica|Total
(ECOG) (ECOG)
2 3 4
Count 30, 14, 1a 45
CréscUlo, within Statutul de performantil58.8%  [51.9%  [50.0%  [56.3%
cD clinica (ECOG)
68 Count 21, 13, 1a 35
scazut % within Statutul de performantajd1.2% 48.1% 50.0% 43.8%
clinica (ECOG)
Count b1 27 2 80
Total % within Statutul de performantdJ100.0%  (100.0%  [100.0%  [100.0%
clinica (ECOG)

In urma coroboririi macrofagelor de tip CD68 pozitive pe lotul studiat se observa

0 asociere intre prezenta unui numar crescut de macrofage CD 68 in micromediul tumoral

st statusul de performanta clinicd ECOG 2 scazut si

o asociere Intre statusul de

performanta clinica ECOG 4 si numarul scazut de macrofage de tip M1 CD 68 pozitive.

[Centru germinativ * CD 68 |cD 68 Total
crescut [scazut
Count 23, 10p 33
da
% within CD 68]51.1%0 [28.6%0 [41.3%
|Centru germinativ
Count 224 25p A7
nu
% within CD 68}48.9% [71.4% [58.8%
Count 45 35 80
Total
% within CD 68]100.0%]100.0%(100.0%

18



Test: Pearson Chi-Square, p_value=0.042199

Profilul genic de tip centru germinativ se asociaza in proportie de 51,1% cu nivelul
crescut de macrofage de tip M1 CD 68 pozitive, in timp ce GEP non-centru germinativ se
asoziaza intr-0 proportie de 71,4% cu nivelul scazut de macrofage de tip M1 CD 68

pozitive in micromediul tumoral.
Distributia pacientilor in functie de pozitivitatea MYC si BCL2

Din totalul de pacienti din lotul studiat 6 au prezentat pozitivitate duald pentru

MYC si BCL2.

MYC_BCL2_poz

Waltfel
MHda

MYC _BCL2 |Frequency Percent

altfel |74 92.5

Valid da 3] 7.5

Total |80

Fig 11. BCL 2 40 x pozitiv in peste 50% din celule tumorale. Fig. 12 c-Myc 40x pozitiv in

peste 50% din celule tumorale.
Distributia pacientilor in functie de pozitivitatea MYC, BCL6 si BCL2

Din totalul de pacienti din lotul studiat 3 au prezentat pozitivitate duald pentru MYC,

BCL6 si BCL2.
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MYC/BCL2/ |Frequency[Percent
IBCL6
altfel |77 96.3
\Valid da 3 3.8
Total |80 100.0

MYC_BCL2_
BCL6_poz

Watttel Eda

Distributia pacientilor in functie de pozitivitatea MYC si BCL6

Pacientii care au prezentat pozitivitate duala MYC si BCL 6 din totalul de paciensii din

lotul studiat au fost In procent scazut de 5% ( 4 pacienti).

MYC/BCL6 |Frequency|Percent
altfel |76 95.0

\Valid da 4 5.0
Total |80 100.0

Durata de supravietuire in functie de asocierea cu Rituximab

MYC_BCLE_poz

Waitfel
Hda

Din totalul de pacienti din lotul studiat 55 au avut asociat Rituximab tratamentului

chimioterapic, inregistrandu-se 2 decese.

Media timpului de supravietuire estimata pand la deces este 95,333 luni, iar mediana

timpului de supravietuire (timpul pentru care la 50% dintre subiecti apare evenimentul)

este de 103 luni.
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Durata de supravietuire (luni)

Asociere Rituximab|Total NN of Events|Censored (Supravietuitori)
(Decese) N Percent
|da |55 2 53 96.4%
nu 25 2 23 92.0%
Overall 80 4 76 95.0%
Asociere [Mean® Median
[RituximablEstimate[Std.  [95% Confidence|Estimate[Std.  [95% Confidence
Error  |Interval Error |Interval
Lower Upper Lower Upper
Bound Bound Bound  [Bound
|da 114.930(3.532 |108.007 [121.852
[nu 05.333 |10.381 (74.987 115.680 |103.000 |.000
Overall ]108.789 [5.387 [98.232 119.347
Survival Functions
o] g hosiers

Pentru pacientii cu tratament chimioterapic asociat cu Rituximab se observa o

tendintd de ameliorare a supravietuirii, dar fara semnificatie statistica certa.
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Durata de supravietuire 1in functie de profilul genic (GEP) conform

algoritmului lui Hans

Din totalul pacientilor inclusi in studiu, 33 au fost subclasificati ca limfom difuz cu
celuld mare B tip centru germinativ, dintre care 1 a decedat. Restul, de 47 de pacienti au
fost subclasificati ca limfom difuz cu celula mare B non-centru germinativ/celula activata.
Din totalul pacientilor cu celuld activatd, 3 au prezentat eveniment de deces. Comparand

supravietuirea pe cele doua loturi nu se obtine diferentd semnificativa.

[Centru Total N [N of Events |Censored

germinativ (Decese) (Supravietuitori)
N Percent

|da 33 1 32 97.0%

nu A7 3 44 93.6%

Overall 80 ul 76 95.0%

1.
Supravietuitori 6 luni | 12 luni | 18 luni | 24 luni | 36 luni | 48 luni | 60 luni

Centru germinativ=da | 100% | 94.7% | 94.7% | 94.7% | 94.7% | 94.7% | 94.7%

Centru germinativ=nu | 97.6% | 97.6% | 94.6% | 94.6% | 94.6% | 94.6% | 94.6%

Survival Functions

Centru

0 w germinativ

Cum Survival

|||||||||||||||||||||
-6 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96 102108114120126

Durata de supravietuire (luni)

Media timpului de supravietuire estimatd pana la deces pentru cei cu centru

germinativ a fost de 109,526 luni cu o deviatie standard de 5,328 luni, in timp ce pentru cei
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cu celuld activatd a fost de 106,015 luni. Mediana timpului de supravietuire calculatd

pentru pacientii non-centru germinativ a fost de 103 luni.

Centru Mean? Median
germinativ - - - -
|Estimate|Std. 95% Confidence[Estimate[Std.  [95% Confidence
Error [Interval Error [Interval
Lower  [Upper Lower  [Upper
Bound Bound Bound Bound
|da 109.526/5.328 [99.084 [119.969
Inu 106.01516.830 [92.627 |119.402 (103.000|.
Overall 108.7895.387 [98.232  [119.347

Durata de supravietuire conform asocierii CD 34 si VEGFR

Din totalul pacientilor inclusi in studiu, cei mai multi, 41 au prezentat

microvascularizatie crescutd la nivelul micromediului tumoral cuantificata CD 34, 25

dintre acestia au prezentat vascularizatie medie, iar 13 pacienti au prezentat o

vascularizatie scazutd. Cele mai multe decese (3) s-au inregistrat la pacientiii care au

prezentat vascularizatie crescuta, la pacientii care au prezentat vascularizatie intermediara

inregistrandu-se un singur deces.

[CD 34 [Total N|N of Events|Censored (Supravietuitori)
(Decese) [N |Percent

20 13 0 13 100.0%

36 1 0 1 100.0%

39 25 1 24 96.0%

|53 41 3 38 92.7%

Overalll80 al 76  [95.0%

23



Survival Functions

53

[+ 20-censored
—-36-censored
|~ 39-censored
|—+53-censored

Cum Survival
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Durata de supravietuire (luni)
Din analiza curbelor de supravietuire la pacienti evaluati pentru statusul
microvascularizatiei (prin evaluarea CD 34) se observa o tendintd de scadere a

supravietuirii la pacientii cu CD 34 peste 39 de vase fatd de cei sub 36 de vase prezente.

Pacientii care au prezentat pozitivitate intensda VEGFR au prezentat de asemenea o
scadere a supravietuirii in primele 12 luni de 97,3%, urmand ca aceasta sa scada dupa
aceatd perioadd. O scadere a supravietuirii se remarcd de asemenea si la pacientii cu

VEGFR slab pozitiv dupa primele 6 luni de la diagnostic.

\VVEGFR123 [Total N|N of EventsiCensored (Supravietuitori)

(Decese) [N |Percent
fintens pozitivj4l 3 38  192.7%
|negativ 13 0 13 ]100.0%
slab pozitiv |26 1 25  196.2%
Overall 80 4 76  195.0%

Survival Functions

104 VEGFR123
rrh —intens pozitv
—inegativ
| Islab pozitiv
|~ intens pozitv-censored
0.5 4= negativ-censored
|~ slah pozitiv-censored

Cum Survival

02

0.0

T 1T T T T T T T 1T T T T T T T T T T 11
6 0 6 1218 24 30 36 42 46 54 60 66 72 78 B4 90 96102106114120126

Durata de supravietuire (luni)
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Din analiza curbelor de supravietuire la pacienti evaluati pentru statusul
microvascularizatiei (prin evaluarea VEGFR) se observa o tendintd de scddere a

supravietuirii la pacientii VEGFR intens pozitiv.
Durata de supravietuire conform asocierii PDL-1/PD-1

Evaluarea PDL-1 la pacientii din lotul studiat a fost urmatoarea, majoritatea
pacientilor 46, au prezentat pozitivitate PDL-1 in celule tumorale, in timp ce 29 dintre
acestia au prezentat pozitivitate PDL-1 slaba in celule tumorale cu numar de decese egal

intre aceste variabile. 5 pacienti au prezentat negativitate PDL-1 in celule tumorale.

[PDL-1 Total NN of EventsCensored (Supravietuitori)
(Decese) [N [Percent
[negativ. |5 0 5 100.0%
|pozitiv 46 2 44 [95.7%
slab pozitivj29 2 27  [93.1%
Overall 80 4 76 [95.0%
= SurvivalFunctions

Cum Survival

6 0 6 1218 Iénﬁzri;ﬁt:::ﬁsﬁljpiﬂaj?e:zi:ﬁeE(:ui‘ﬂi)951ﬂz1ﬂﬁ114120126
Analizand curbele de supravietuire se observa o tendintd de scadere a supravietuirii

la pacientii cu pozitivitate PDL-1 intensa si slaba in celule tumorale.

Din totalul de pacienti din lotul studiat, 47 dintre acestia au prezentat pozitivitate
scazutd PD-1 in limfocite T din micromediul tumoral si 2 dintre acestia au prezentat
eveniment de deces. Restul de 32 au prezentat pozitivitate crescutd PD-1 in limfocite T din

micromediul tumoral.
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[PD1 [Total N |N of Events|Censored
(Decese) (Supravietuitori)
N Percent
|crescut |32 2 30 93.8%
scazut |47 2 45 95.7%
[Overall |79 4 75 94.9%
PD1  |Mean® Median
|Estimate (Std. Error|95% Confidence Interval [Estimate [Std. Error{95% Confidence Interval
Lower Upper Lower Upper
Bound Bound Bound Bound
|crescut |104.100 6.249 01.851 116.349 103.000 |.
scazut |113.785 [4.290 105.376 122.194
|Overall |108.687 |5.416 08.072 119.303

a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.

Media de supravietuire pand la deces pentru lotul de pacienti cu PD-1 crescut in

limfocite din micromediul tumoral a fost 104,100 cu o deviatie standard de 6, 249 luni, in

timp ce mediana de supravietuire a fost 103,00 luni. Supravietuirea pacientilor in primele 6

luni a fost de 97,5% pentru prezenta unui raport scdzut PD-1 in micromediul tumoral.

Cum Surviv:

Survival Functions

sl

g

|||||||||||||||||||||||
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In urma analizei supravietuirii se constatd o tendintd de scidere a supravietuirii in
primele 12 luni la pacientii cu pozitivitate crescutd PD-1 in limfocite din micromediul

tumoral.

Durata de supravietuire asociat cu prezenta macrofagelor tip M1 CD 68

pozitiv in micromediul tumoral

Din totalul de pacienti din lotul studiat, 45 dintre acestia au prezentat pozitivitate
CD 68 si inregistrandu-se un singur deces, iar 35 au prezentat un numadr scazut de

macrofage M1 in micromediul tumoral, inregistrand-se 3 decese in randul acestora.

|cD 68 [Total N |N ofiCensored (Supravietuitori)
Events
N Percent
(Decese)
|crescut}4s 1 44 07.8%
|scazut |35 3 32 01.4%
Overall}80 4 76 95.0%
IcD  |Mean? Median
[68 |Estimate|Std. Error [95% ConfidencelEstimatelStd.  [95% Confidence
Interval Error |Interval
Lower Upper Lower Upper
Bound Bound Bound Bound

Icrescut]93.069 [2.880 87.424 08.714

scazut |106.3716.975 02.700 120.042

Overall|108.789 [5.387 08.232 119.347

Media de supravietuire a a pacientilor cu procent crescut CD 68 a fost 93,069 luni
cu o eroare standard de 2,880 luni, in timp ce la pacientii cu nivel scazut CD 68 a fost de

106,371 luni cu o eroare standard de 6,975 luni. In urma analizei curbelor de supravietuire,

27



se constatd o scdderea a supravietuirii de 97% 1n primele 12 luni pentru procentul scizut

de macrofage de tip M1 Cd 68.

Survival Functions

1
-

Cum Survival

CD 68

+14hh
HEL
Bl
88

|||||||||||||||||||
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Durata de supravietuire (luni)

Analizand curbele de supravietuire se observa o tendintd de scaderea a

supravietuirii in primele 12 luni la pacientii care au prezentat un numar sczut de macrofage

de tip M1 CD 68 pozitive.

Durata de supravietuire in functie de asocierea pozitivitatii MYC si BCL2

Din totalul de pacienti din lotul studiat 6 au prezentat pozitivitate MYC si BCL 2

dintre acestia inregistrandu-se 2 decese. Media de supravietuire pand la deces a fost de

13,750 luni cu mediana de supravietuire a fost de 13,00 luni.

MY C/BCL2JTotal N[N of Events|Censored (Supravietuitori)
(Decese) N Percent

altfel 74 2 72 97.3%

|da 8 2 4 66.7%

Overall 80 4 76 95.0%
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MYC/ |Mean® Median
BCL2 |Estimate|Std. [95% Confidence Interval [Estimate|Std. [95% Confidence
Error Error [Interval
Lower Bound |Upper Lower Bound |Upper
Bound Bound
altfel |112.38414.933 [102.715 122.053
|da 13.750 |2.459 [8.930 18.570 (13.000
Overall|108.789 |5.387 198.232 119.347

Ichi-  [of Sig. (p_value)
Square
Log Rank (Mantel-Cox) 19.832 |1 0.000
Breslow (Generalized Wilcoxon) 19.683 |1 0.000

Analiza curbelor de supravietuire in ceea ce priveste pacientii cu pozitivitate duala

MYC si BCL 2 se observa o tendinta de scadere a supravietuirii in primele 18 luni.

Survival Functions

MYC_BCL2_poz

Cum Survi

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

Durata de supravietuire in functie de asocierea pozitivitatii MYC si BCL2

Din totalul de pacienti din lotul studiat 6 au prezentat pozitivitate MYC si BCL 2
dintre acestia inregistrandu-se 2 decese. Media de supravietuire pand la deces a fost de

13,750 luni cu mediana de supravietuire a fost de 13,00 luni.
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MYC/BCL2JTotal N|N of EventsiCensored (Supravietuitori)
(Decese) N Percent
altfel 74 2 72 97.3%
|da |6 2 4 66.7%
Overall 80 al 76 95.0%
MYC/ |Mean? Median
BCL2 |Estimate|Std.  [95% Confidence Interval [Estimate|Std.  [95% Confidence
Error Error |Interval
Lower Bound [Upper Lower Bound [Upper
Bound Bound
altfel ]112.384[4.933 (102.715 122.053
|da 13.750 [2.459 (8.930 18.570 (13.000
Overall]108.789 [5.387 [98.232 119.347

[chi-  [of Sig. (p_value)
Square
Log Rank (Mantel-Cox) 19.832 |1 0.000
Breslow (Generalized Wilcoxon) 19.683 |1 0.000

Analiza curbelor de supravietuire In ceea ce priveste pacientii cu pozitivitate duala

MYC si BCL 2 se observa o tendintd de scadere a supravietuirii in primele 18 luni.
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Survival Functions

MYC_BCL2_poz
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Durata de supravietuire in functie de asocierea pozitivitatii MYC si BCL6

Din totalul pacientilor din lotul studiat, 4 au prezentat pozitivitate MYC si BCL 6
inregistrandu-se 3 decese in cadrul acestora. Media de supravietuire pand la deces a
pacientilor cu pozitivitate MYC/BCL 6 este de 40,667 luni cu o deviatie standard de 2

luni, iar mediana de supravietuire este de 13 luni.

MY C/BCLG6[Total NN of Events|Censored (Supravietuitori)
(Decese) N Percent
altfel 76 1 75 98.7%
|da 4 3 1 25.0%
Overall 80 4 76 95.0%
[MYC/BCL6[Mean® Median
Estimate(Std. 95% Confidence|Estimate(Std. 95% Confidence
Error  [Interval Error (Interval
Lower Upper Lower Upper
Bound Bound Bound Bound
altfel 117.9812.000 [114.062 |121.901
|da 40.667 |31.232 |.000 101.882 [13.000 [5.715 |1.798 24.202
Overall 108.789 [5.387 [98.232 119.347
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Survival Functions

1.0 MYC_BCLE_poz
[chi- df [Sig. s
4= da-censored
084
Square (p_value)|
Log Rank 18.975 |1 [0.000
|(Mantel-Cox) °
Breslow 29.985 |1 [0.000
|(Generalized
WI Icoxon) - Durata de supravie;ui:'e (luni)

Analizand curbele de supravietuire se constatd o tendintd de scaderea a
supravietuirii in primele 12 luni la pacientii cu pozitivitate MY C/BCL6, mentinand o curba

a supravietuirii scazuta si dupa primul an.
Durata de supravietuire si asocierea pozitivitatii MYC, BCL6 si BCL2

Din totalul de pacienti din lotul de studiu, 3 au prezentat tripla pozitivitate

MYC/BCL2/BCLS6 dintre care 2 au decedat.

Media de supravietuire estimata pand la deces pentru pacientii care au prezentat
pozitivitate MY C/BCL2/BCL6 a fost de 9,500 luni cu o deviatie standard de 4,909 luni, iar

mediana de supravietuire a fost de 6,000 luni.

MYC/BCL2/BCL [Total N [N ofiCensored (Supravietuitori)
I6 Events
N Percent
(Decese)
altfel 77 2 75 97.4%
|da 3 2 1 33.3%
Overall 80 A4 76 95.0%
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MYC/BCL2/ IMean? Median
BCL6 |[EstimatelStd.  |95% ConfidencelEstimate Std. [95%
Error [Interval Error|Confidence
Interval
Lower |Upper Lower|{Upper
Bound [Bound Bound|Bound
altfel 112.455 4.909 [102.832|122.077|.
lda 0.500 [3.500 [2.640 [16.360 [6.000
|Overall 108.789 [5.387 [98.232 |119.347|.

Comparand supravietuirea pe cele 2 loturi se obtine o diferentd semnificativa din

punct de vedere statistic (test pt cele 2 curbe: p_value= 0.000, Log Rank (Mantel-Cox)).

IChi_Square df Sig Survival Functions S
(p_value) L Fha
Log Rank}55.015 1 |0.000 -

|(Mantel-Cox)

Cum Surviv

Breslow |51.882 1 (0.000

|(Generalized

l~r-avVvARY O L} v TTTTTTTITTITTTTTTTTTTTT T T
IHHcoxon 6 0 6 1218 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 64 90 S5102106114120126

Durata de supravietuire (luni)

Analizand curbele de supravietuire se constatd o scdderea a supravietuirii in

primele 12 luni a pacientilor cu pozitivitate tripla MY C/BCL2/BCL6.
Raspunsul la tratament in functie de asocierea cu Rituximab

Pacientii care au prezentat asociat Rituximab la cura chimioterapicd au prezentat
raspuns complet si partial in proportie de 70,2%, respectiv 62,5% in timp ce pacientii care
nu au prezentat asociat Rituximab au avut rdspuns complet, respectiv partial intr-un
procent mic de 29,8%, respectiv 37,5%. Numarul mic de pacienti non-responsivi in
asociere sau fara Rituximab nu au prezentat semnificatie statisticd din cauza numarului

scazut luat in studiu.
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Asociere Rituximab Raspuns Total
completipartial [nonresponsivj
Count 33, 15, Sa 53
da
% within Raspuns 70.2% [62.5% [83.3% 68.8%
Asociere Rituximab
Count 14, 9, 1a 24
nu
% within Raspuns 29.8% [37.5% |16.7% 31.2%
Count A7 24 6 77
Total
% within Raspuns 100.0%(100.0%/100.0% 100.0%

Fig. 13 Hematoxilind-eozind 10 x, proliferare difuzd de celule mari atipice, cu nuclei

rotund-ovalari, ocazional neregulati, nucleoli proeminenti si citoplasma putina amfofila.

Fig 14. CD 20 40x pozitiv membranar in celule tumorale.

Réaspunsul la tratament in functie de profilul genic (GEP) conform

algoritmului lui Hans

Pacientii care au prezentat profil genic centru germinativ au prezentat intr-un

procent de 42,6%, respectiv 45,8% raspuns terapeutic complet si partial, in timp ce

pacientii cu profil genic non-centru germinativ au prezentat intr-un procent de 57,4%,

respectiv 54,2% raspuns terapeutic complet si partial. Semnificativ statistic a fost tipul de

raspuns non-responsiv care a fost semnificativ crescut la pacientii non-centru germinativ.
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[Centru germinativ Rispuns Total
completjpartial |nonresponsiv
Count 20, 11, 1, 32
da
% within Raspuns [42.6% (45.8% [16.7% 41.6%
|Centru germinativ
Count 27, 13, Da 45
nu
% within Raspuns [57.4% [54.2% [83.3% 58.4%
Count A7 24 6 77
Total
% within Raspuns [100.0% [100.0%(100.0% 100.0%

Raspunsul la tratament si asocierea pozitivitatii MYC si BCL6

Pacientii care au prezentat pozitivitate duala MYC si BCL 6, au prezentat raspuns
complet si partial In proportii apropiate 4,3%, respectiv 4,2%, insa cei care au fost non-

responsivi au prezentat pozitivitate duala MY C/BCL 6 intr-un procent mai mare ( 16,7%).

MYC/BCL6 Raspuns Total
fcompletpartial [nonresponsiv|
Count 45, 23, [Pa 73
altfel
% within Raspuns{95.7% (95.8% [83.3% 94.8%
MYC/BCL6
Count 2a 1a 1a 4
da
% within Raspunsi4.3% [4.2% [16.7% 5.2%
Count 47 24 6 77
Total
% within Raspuns}100.0% (100.0%{100.0% 100.0%
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Din totalul pacientilor din lotul studiat, 16,7% cu pozitivitate tripla
MYC/BCL2/BCL6 au fost non-responsivi si numai 4,3% dintre pacienti au prezentat
raspuns terapeutic complet, in schimb, 16,7% dintre pacientii care au prezentat pozitivitate

tripla au fost non-responsivi.

MYC/BCL2/BCL6 Rispuns Total
complet |partial |nonresponsiv
Count 45, 24, Da 74
altfel o5 \withinlo5.7%  1100.0% [83.3% 96.1%
Raspuns
MYC/BCL2/BCL6
Count 2. Oa 1, 3
da o within4.3%  [0.0%  [16.7% 3.9%
Raspuns
Count 47 4 6 77
Total % within|100.0% [100.0% [100.0% 100.0%
Raspuns

Raspunsul la tratament si asocierea CD 34 si VEGFR

In urma coroborarii dintre raspunsul la tratament si evaluaare CD 34 se constata

urmatoarele:

Pacientii care au prezenta o microvascularizatie scazutd 20 de vase sanguine/HPF (
CD 34 pozitive), 12,8% au prezentat raspuns complet, 25% au prezentat raspuns terapeutic

partial, iar 16,7% au fost non-responsivi.

Dintre pacientii care au prezentat o vascularizatie moderata 39 vase sanguine/HPF
(CD 34 pozitive), 42,6% au prezentat raspuns complet, 12,5% au prezentat raspuns partial,

lar 16,7% au fost non-responsivi.
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Pacientii care au prezentat o microvascularizatie abundenta 53 vase sanguine/HPF
au prezentat raspuns complet 44,7%, 58,3% au prezentat raspuns partial, iar 66,7% au fost

non-responsivi.

[cD 34 Raspuns Total
|[completjpartial |nonresponsiv
Count |62 Ba 1, 13
20
% within Raspuns|12.8% [25.0% |16.7% 16.9%
Count [02 1a Oa 1
36
% within Raspuns|0.0% [4.2% [0.0% 1.3%
ICD 34
Count 20, 3 la, b 24
39
% within Raspuns|42.6% (12.5% [16.7% 31.2%
Count 21, 14, W, 39
53
% within Raspuns|44.7% (58.3% [66.7% 50.6%
Count A7 24 6 77
Total
% within Raspuns}100.0% (100.0%{100.0% 100.0%

Asocierea dintre raspunsul terapeutic si evaluarea expresiei VEGFR a fost

urmatoarea:

Pacientii care au exprimat pozitivitate intensd VEGFR au fost non-responsivi im
procent de 66,7%, 58,3% au avut raspuns terapeutic partial si 44,7% au prezentat raspuns

complet.

Pacientii care au prezentat pozitivitate VEGFR slabd au prezentat raspuns
terapeutic complet intr-un procent ridicat comparativ cu cei care au prezentat in egald

masura (16,7%) raspuns partial sau au fost non-responsivi.
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Dintre pacientii care au fost VEGFR negative, un sfert dintre acestia au prezentat
raspuns terapeutic partial, cei mai putini (12,8%) au prezentat raspuns terapeutic complet,

iar 16,7% au fost non-responsivi.

VEGFR Raspuns Total
|[completjpartial |nonresponsiv|
Count 21, 14, 4q 39
intens pozitiv
% within Raspunsf44.7% [58.3% [66.7% 50.6%
Count |62 Ba 1, 13
\VEGFRnegativ
% within Raspuns{12.8% [25.0% [16.7% 16.9%
Count 20, 4a 1, 25
slab pozitiv
% within Raspunsj42.6% [16.7% [16.7% 32.5%
Count A7 24 6 77
Total
% within Raspuns|100.0% (100.0%|100.0% 100.0%)j

Rispunsul la tratament si asocierea PDL-1/PD-1

In urma corelarii raspunsului terapeutic si prezenta PDL-1 in celule tumorale s-au

constat urmatoarele:

Pacientii care nu au prezentat pozitivitate PDL-1 in celule tumorale au prezentat
raspuns terapeutic complet intr-un procent de 6,4%, raspuns terapeutic partial au prezentat

4,2% si nici unul nu a fost non-responsiv.

Dintre pacientii care au prezentat pozitivitate intensa PDL-1 in celule tumorale, cei
mai multi (83,3%) au fost non-responsivi, 62,5% au prezentat raspuns terapeutic partial si

putini peste jumadtate ( 53,2%) au prezentat raspuns terapeutic complet.

Pozitivitatea PDL-1 slaba in celule tumorale s-a asociat intr-un procent ridicat
(40,4%) cu raspuns terapeutic complet, 33,3% raspuns terapeutic partial si cei mai putini

(16,7%) au fost non-responsivi.
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[PDL-1 Rispuns Total
completipartial [nonresponsiv|
Count 3a 1, 0a 4
negativ in celule tumorale o, withinle.4% 14.206  [0.0% 5.2%
Raspuns
Count 25, |15, |5, 45
PpOL- _
pozitiv in celule maligne o, withinls3.2% [62.5% [83.3% 58.4%
Raspuns
Count 19, 8a 1, 28
slab  pozitiv in celule
wumorale % withinj40.4% [33.3% [16.7% 36.4%
Raspuns
Count A7 24 6 77
Total % withinf100.0%/100.0%]|100.0% 100.0%
Raspuns

Asocierea dintre prezenta PD-1 in celule din micromediul tumoral si rdspunsul

terapeutic a fost urmatoarea: pacientii din lotul de studiu care au prezentat un nivel scazut

PD-1 la nivelul micromediului tumoral au fost non-responsivi in proportie de 83,3%, iar

62,5 % au prezentat raspuns terapeutic patial, in timp ce nivelul crescut de PD-1 la nivelul

micromediului tumoral s-a asociat in proportie de 37,5%, respectiv 16,7% cu un raspuns

terapeutic partial restul fiind non-responsivi.
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|PD 1 Rispuns Total
completpartial [nonresponsiv
Count 20, Oa 1, 30
crescut
% within Raspuns 43.5% |37.5% |16.7% 39.5%
IPD 1
Count 26, 15,  |ba 46
scazut
% within Raspuns [56.5% [62.5% [83.3% 60.5%
Count 46 24 6 76
Total
% within Raspuns 100.0%]100.0%]100.0% 100.0%

Raspunsul la tratament si prezenta macrofagelor tip M1 CD 68 pozitive in

micromediul tumoral

Din totalul pacientilor inclusi in studiu, pacientii care au prezentat un numar crescut

de macrofage tip M1 in micromediul tumoral ( CD 68 pozitive), 57,4%, respectiv 62,5%

au prezentat raspuns terapeutic complet si raspuns partial. 66,7 % dintre pacientii care au

prezentat un nivel scazut de macrofage tip M1 ( CD 68 pozitivi) au fost nonresponsivi.

[cD 68 Raspuns Total
completpartial [nonresponsiv
Count 27, 15,  |2a 44
crescut
% within Raspuns|57.4% [62.5% [33.3% 57.1%
ICD 68
Count 20, 9. 4, 33
scazut
% within Raspunsl42.6% [37.5% [66.7% 42.9%
Count A7 24 6 77
Total
% within Raspuns|100.0% (100.0%|100.0% 100.0%

40




oooooo

Pacientii care au prezentat pozitivitate duala MYC/BCL 2 au prezentat
raspuns terapeutic complet intr-un procent de 8,5% comparativ cu pacientii care au

prezentat raspuns terapeutic partial (4,2%) si care au fost non-responsivi 16,7%.

MYC_BCL2 Raspuns Total
completpartial j[nonresponsivj
Count 43, 23 P 71
altfel
% within Raspuns|{91.5% [95.8% [83.3% 92.2%
MYC_BCL2
Count 4a 1a 1a 6
da
% within Raspuns|8.5% [4.2% [16.7% 7.8%
Count 47 24 6 77
Total
% within Raspuns|{100.0%(100.0%6/100.0% 100.0%0|

oooooo

Dintre pacientii din lotul studiat 16,7% au fost non-responsivi in timp ce 4,3%,

respectiv 4,2% au prezentat raspuns terapeutic complet sau partial.

MYC_BCLG6 Réispuns Total
completjpartial [nonresponsiv
Count 45, 23, Da 73
altfel
% within Raspuns|95.7% [95.8% (83.3% 94.8%
MYC_BCLS6
Count 24 1a 1a 4
da
% within Raspuns}4.3% 4.2% |16.7% 5.2%
Count A7 24 6 77
Total
% within Raspuns|100.0%6|100.0%6/100.0% 100.0%0}
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Pacientii care au prezentat tripla pozitivitate MYC/BCL6/BCL2 au prezentat

raspuns terapeutic complet un procent foarte mic (4,3%), iar 16,7% au fost non-

responsivi.

-----

MYC_BCL2_BCL6 Raspuns

Total

completjpartial

nonresponsiv

Count 45, 24, Da 74
altfel
% within Raspuns|95.7% |100.0%/83.3% 96.1%
MYC _BCL2 BCL6
Count 2a 04 1. 3
da
% within Raspuns}4.3% [0.0% |16.7% 3.9%
Count 47 24 6 77
Total
% within Raspuns|100.0%0(100.0%6/100.0% 100.0%

Aparitia recaderii si profilul genic (GEP)

Pacientii din lotul studiat care au prezentat conform profilului genic centru
germinativ a prezentat intr-un procent de 27,3% recaderea in timp ce pacientii

incadrati in subtipul non-centru germinativ au prezentat recidere in proportie de

31,9%.
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Recidere [Centru germinativ{Total

|da nu
Count |92 15, 24
da
% within Centru germinativl27.3% [31.9% [30.0%
Reciadere
Count 24, 324 56
nu
% within Centru germinativf72.7% 68.1% [70.0%
Count 33 A7 80
Total

% within Centru germinativ{100.0% [100.0% [100.0%]|

Aparitia recaderii si asocierea pozitivitatii MYC si BCL6

Pacientii care au prezentat recidere au prezentat in proportii egale (50%)

pozitivitate duala MYC/BCL6 comparativ cu cei care nu au prezentat recadere.

Recadere MYC BCL6 (Total
altfel [da
Count 224 2a 24
da
% within MYC_BCL6 _poz]28.9% [50.0% [30.0%
Recadere
Count 154, 2a 56
nu
% within MYC_BCL6 poz71.1% [50.0% [70.0%
Count 76 4 30
Total

% within MYC_BCL6_poz}100.0%6{100.0%6/100.0%)

Aparitia recaderii si asocierea pozitivitatii MYC, BCL6 si BCL2

Dintre cei 3 pacienti care au prezentat expresie tripla MYC/BCL2/BCL6 unul

a prezentat recadere.
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Recidere IMYC BCL2 BCLS6[Total
altfel da
Count 23a 1, 24
da
% within MYC_BCL2 BCL6 _poz]29.9% [33.3% [30.0%
Recadere
Count I54. 2a 56
nu
% within MYC_BCL2_BCL6_poz[70.1%  [66.7%  [70.0%
Count 77 3 80
Total
% within MYC_BCL2 BCL6 pozJ100.0% (100.0% [100.0%

Aparitia recaderii si asocierea cu CD 34 vs VEGFR

Pacientii care au prezentat recidere, au asociat VEGFR negativ in proportie
de 46,2% si VEGFR intens pozitiv in proportie de 39% remarcindu-se o diferenta
semnificativ statistica fata de grupul cu VEGFR slab pozitiv in proportie de 7,7%. ( p
value — 0,009249)

Recadere VEGFR Total
intens pozitivjnegativ slab pozitiv
Count 16, Ba 2 24
da
% within VEGFR]|39.0% 46.2% [7.7% 30.0%
Recadere
Count 25, 7a 24 56
nu
% within VEGFR|61.0% 53.8%0 [92.3% 70.0%
Count 41 13 26 30
Total
% within VEGFR]100.0% 100.090/100.0% 100.0%}

Test: Pearson Chi-Square, p_value=0.009249
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Pacientii care au prezentat reciddere, au asociat in proportie de 46,2%
microvascularizatie intratumorala scazuta CD 34 pozitiv, in proportii apropiate 39%,

asociaza recaderea si pacientii care au prezentat intratumoral vascularizatie crescuta

( CD 34/53 vase sanguine).

Recadere

Recadere IcD 34 Total
20 36 39 53
Count |62 1. 1p 16, 24
da
% within CD 34}46.2% (100.0%0/4.09% |39.0% [30.0%
Recadere
Count 72 02 24, 254 56
nu
% within CD 34]53.8% [0.09% [96.0% [61.0% [70.0%
Count 13 1 25 41 80
Total
% within CD 34]100.0%0|100.09%6]100.0%%6(100.0%6[{100.0%0

Test: Pearson Chi-Square, p_value=0.000874

250.0%

cD
34
W20
W36
139
Ws3

Recadere
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Aparitia recaderii si asocierea cu pozitivitatea PDL-1/PD-1

in cadrul pacientilor care au prezentat pozitivitate PDL-1 in celule tumorale,
pacientii care au prezentat pozitivitate intensa si slaba au prezentat recidere in
proportie de 32,6%, respectiv 24,1% 1in timp ce pacientii care au prezentat

negativitate PDL-1 in celule tumorale au prezentat recidere intr-un procent de 40%.

Recadere PDL-1 Total
negativ in celulepozitiv in celuleslab  pozitiv  in
tumorale maligne celule tumorale

Count 2, 154 7a 24
dags  within40.0% 32.6% 24.1% 30.0%
PDL-1
Recadere
Count 3a 31, 22, 56
NUos,  within|60.0% 67.4% 75.9% 70.0%
PDL-1
Count 5 46 29 80
Total %  within|L00.0% 100.0% 100.0% 100.0%)
PDL-1

Pacientii care au prezentat un procent PD-1 crescut in celule imune din
micromediul tumoral au prezentat recidere in procent de 28,1% in timp ce pacientii
care au prezentat PD-1 scazut in micromediul tumoral au prezentat reciadere in

proportie de 31,9%.
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Recidere IPD -1 Total
crescut scazut
Count 192 15, 24
da
% within PD 1 28.1% 31.9% 30.4%
Recadere
Count 234 324 55
nu
% within PD 1 71.9% 68.1% 69.6%
Count 32 A7 79
Total
% within PD 1 100.0% 100.0% 100.0%

Aparitia recaderii si prezenta macrofagelor tip M1 CD 68 pozitive in

micromediul tumoral

Proportia de macrofage de tip M1 CD 68 pozitive intr-un procent crescut

asociaza recidere in proportie de 26,7% comparativ cu 34,3% pentru lotul de

pacienti care a prezentat macrofage de tip M1 CD 68 pozitive intr-un procent sciazut.

Recadere IcD 68 Total
crescut scazut
Count 12, 12, 24
da
% within CD 68 26.7% 34.3% 30.0%
Recadere
Count 33a 234 56
nu
% within CD 68 73.3% 65.7% 70.0%
Count A5 35 80
Total
% within CD 68 100.0% 100.0% 100.0%
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Concluzii

In lotul de studiu prezentat au predominat barbatii (51,2%), raportul barbati/femei
fiind 1,05: 1, majoritatea pacientilor au prezentat varste Intre 50 si 80 de ani, varsta medie

fiind de 57 ani.

Majoritatea pacientilor au fost diagnosticati initial cu localizare ganglionara (80%),
restul prezentandu-se cu localizare extraganglionara sau ambele (20%). Dintre pacientii cu
localizari extraganglionare, cele mai frecvente localizari tumorale au fost la nivelul
tractului digestiv (13), urmate de localizarea in sfera ORL, iar localizarea la nivel maduvei
osoase a fost prezentd la 4 pacienti. Media de supravietuire a pacientilor cu localizare
extraganglionara a fost de 107,782 luni, cu o eroare standard de 6,245, cu o supravietuire

inferioard dupd 12 luni de la diagnostic.

Conform algoritmului Hans, profilul genic al limfoamelor difuze cu celula mare B a
fost 1intr-un procent de 41,3% de tip centru germinativ si 48,8% mnon-centru
germinativ/celula activata. In urma analizei supravietuirii, pacientii care au prezentat profil
genic celuld activatd au inregistrat 3 decese si o scadere a supravietuirii in primele 6 luni de
la diagnostic. Media timpului de supravietuire estimata pana la deces pentru cei cu centru
germinativ a fost de 109,526 luni, in timp ce pentru cei cu celula activata a fost de 106,
015. Mediana timpului de supravietuire calculatd pentru pacientii non-centru germintiv a
fost de 103 luni. Recédderea s-a inregistrat intr-un procent de 27,3% la pacientii care au
prezentat profil genic de tip centru germinativ si la 31,9% la cei cu celula activata.

Pacientii cu GEP non-centru germinativ au fost non-responsivi intr-un procent de 83,3%.

In lotul studiat, putin peste jumitate dintre pacienti (58,8%) au prezentat raspuns
terapeutic complet, 30% au prezentat raspuns partial si restul de 11,3% au fost non-

responsivi, in timp ce 30% au prezentat recadere.

In urma analizei biomarkerilor PDL-1/PD-1, pozitivitatea intensi s-a asociat cu
profilul genic de tip non-centru germinativ si localizarea extraganglionara, in timp ce
profilul genic centru germinativ s-a asociat intr-un procent ridicat cu nivelul crescut al PD-
1 in celule immune, ceea ce ii conferd acestuia din urmd un prognostic favorabil.
Pozitivitatea PDL-1 de diferite intensitati, intensa si slaba au prezentat recadere in
proportie de 32,6, respectiv 24,1% in timp ce pacientii cu negativitate PDL-1 in celule
tumorale au prezentat recadere intr-un procent de 40%. Pozitivitate intensa PDL-1 in celule

tumorale a fost prezenta la cei mai multi dintre pacienti (83,3%) fiind non-responsivi. Peste
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jumatate dintre pacienti (62,5%) au prezentat raspuns terapeutic partial si putini peste
jumatate (53,2%) au prezentat raspuns terapeutic complet. Pacientii care nu au prezentat
pozitivitate PDL-1 in celule tumorale au prezentat raspuns terapeutic complet intr-un
procent de 6,4%, raspuns terapeutic partial 4,2% si nici unul nu a fost non-responsiv.
Media de supravietuire pana la deces pentru lotul de pacienti cu PD-1 crescut in limfocite
din micromediul tumoral a fost 104,100 luni in timp ce mediana de supravietuire a fost
103,00 luni. Supravietuirea pacientilor in primele 6 luni a fost de 97,5% pentru PD-1
scazut in micromediul tumoral. Din totalul de pacienti din lotul studiat, 47 dintre acestia au
(prezentat pozitivitate scdzutd PD-1 1n limfocite T si 2 dintre acestia au prezentat

eveniment de deces. Restul de 32 au prezentat pozitivitate crescuta PD-1 in limfocite T.

In lotul studiat s-a demonstrat o asociere intre densitatea microvascularizatiei si
expresia crescuta VEGFR. Cele mai multe decese (3) s-au inregistrat la pacientiii care au
prezentat vascularizatie crescutd, la pacientii care au prezentat vascularizatie intermediara
s-a inregistrat un singur deces. Pacientii care au prezentat recddere au asociat VEGFR
negativ in proportie de 46,2% si VEGFR intens pozitiv in proportie de 39%, remarcandu-
se o diferentd semnificativ statistic fatd de grupul cu VEGFR slab pozitiv in proportie de
7,7%. ( p value — 0,009249). Am gasit numai in subgrupul DLBCL non-centru germinativ
o corelatie semnificativa statistic intre densitatea crescutd a microvascularizatiei si expresia
crescutd a VEGF. Pacientii care au exprimat pozitivitate intensa VEGFR au fost non-
responsivi Im procent de 66,7%, 58,3% au avut raspuns terapeutic partial si 44,7% au
prezentat raspuns complet. Dintre pacientii care au fost VEGFR negativi un sfert au
prezentat raspuns terapeutic partial, cei mai putini (12,8%) au prezentat rdspuns terapeutic
complet, iar 16,7% au fost non-responsivi. Pacientii care au prezentat o microvascularizatie
abundenta, 44,7% au prezentat raspuns complet, 58,3% au prezentat raspuns partial, iar

66,7% au fost non-responsivi.

Procentul crescut al macrofagelor in micromediul tumoral fost de 56,3%, in timp
ce valorile scdzute au fost prezente la 43,2% dintre pacienti. Procentul crescut de
macrofage de tip M1 CD 68 se asociaza cu un risc scdzut IPI, cu un status de performanta
ECOG 2 si se asociaza de asemenea cu GEP de tip centru germinativ, iar raspunsul
complet s-a inregistrat la 57,4% dintre pacienti, comparativ cu 66,7% dintre cei care au

prezentat un nivel scazut de CD 68 care au fost non-responsivi.
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Pacientii tratati cu Rituximab (antiCD20) au prezentat o tendintd de ameliorare a

supravietuirii In comparatie cu cei netratati cu semnificatie statistica .

Pozitivitatea duala MYC/BCLS6 a fost prezenta la 4 dintre pacientii din lotul studiat,
si s-a asociat cu GEP non-centru germinativ. 16,7% dintre pacienti au fost non-responsivi,
in timp de 4,2% au prezentat rdspuns terapeutic complet si partial. Jumatate dintre pacienti

au prezentat recadere, inregistrandu-se 3 decese .

Pozitivitatea tripla MYC/BCL2/BCLG6 s-a asociat cu GEP non-centru germinativ si
a fost prezenta la 3 dintre pacientii din lotul studiat, inregistrandu-se 2 decese. Media de
supravietuire a fost de 9,5 luni si o mediand de supravietuire de 6 luni, cu o scadere a
supravietuirii in primele 12 luni fatd de cei fara asociere triplu pozitiv. Raspunsul
terapeutic la pacientii care au prezentat pozitivitate tripla a fost complet intr-un procent de

4,3%, iar pentru cei non-responsivi a fost de 16,7%.

Pozitivitatea duala MYC si BCL2 s-a asociat cu GEP de tip non-centru germinativ,
in 66,7% se asociazd cu boala voluminoasd, insda in acelasi procent nu au prezentat
reducerea masei tumorale au prezentat raspuns terapeutic complet intr-un procent de 8,5%
comparativ cu pacientii care au prezentat raspuns terapeutic partial (4,2%) si care au fost

non-responsivi 16,7%.

In studiul de fati, micromediul tumoral a influentat rispunsul la tratament, si
supravietuirea ceea ce demonstreazd ca studiul multiplilor factori de la nivelul
micromediului tumoral, reprezintd componente cu impact predictiv puternic la pacientii

tratati cu R-CHOP.

Imbunitatirea intelegerii rolului micromediului tumoral si a biologiei tumorale duce
la progrese diagnostice, prognostice si ale clasificarii, dar si in dezvoltarea unor noi tinte
terapeutice la pacientii diagnosticati cu malignitati hematologice, in special in formele

agresive prezentate in studiul de fata.
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