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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Limfomul non-Hodgkin (LNH) prezintd proliferarea clonald necontrolata a precursorilor
limfoizi imaturi, care 1si pierd capacitatea de diferentiere si determind hipertrofia organului
limfoid care le gdzduieste. Cea mai importantd celula a tesutului limfoid este limfocitul, care
apartine liniei albe cu doua tipuri principale de limfocite: limfocitul B si limfocitul T [9, 11].

O cauza specifica in identificarea LNH nu se cunoaste, desi oamenii de stiintd au stabilit
faptul ca, acest tip de cancer poate fi asociat cu prezenta unor factori de risc crescut, cum ar fi:

» Imunodeficienta congenitala
- ataxie telangiectazie
- sindrom Wiskott- Aldrich
- sindrom Chediak — Higashi

» Imunodeficienta dobandita

- transplant de organe sau celule
- imunosupresia iatrogend (Azathioprina, Ciclofosfamida, Prednison, Ciclosporind)

- sindromul de imunodeficientd dobandita (SIDA/ HIV) [8, 10, 18].

Studiile imunofenotipice, din punct de vedere statistic vor evidentia faptul ca LNH deriva
din urmatoarele linii celulare:

*  Majoritatea, peste 90%, din cazuri cu celule B, exprimand Ig de suprafata,

* 10% linia celularad T;

* >10% neoplazii timpurii ale celulelor B, fard exprimare a Ig de suprafata [20, 21, 23].
Circa 1,5 milioane persoane din Intreaga lume traiesc in prezent cu limfom non-Hodgkin.
Totodata in fiecare an aproximativ 300.000 persoane mor din cauza acestei boli.

Incidenta bolii se ridicd la aproximativ 7% pe an. Boala apare preponderent la adulti, cu o
frecventd ridicatd la persoane cu varste cuprinse intre 45 si 60 ani.

LNH se situeaza pe locul 6 in structura morbiditdtii hemoblastozelor, printre barbati si
femeii. Datoritd achizitiilor terapeutice in acest domeniu, supravietuirea a crescut semnificativ in
ultimii 20 ani, astfel rata de supravietuire globald la 5 ani este de 70% in timp ce supravietuirea
la 10 ani este de 60%.

Conform datelor furnizate de SEER numaérul cazurilor noi de boala a crescut constant in
ultimii 20 - 30 de ani, reprezentdnd o cauza frecventa de mortalitate prin cancer in tarile vestice
industrializate.

Astfel indicile morbiditatii de LNH in Republica Moldova constituie 4,1%o, pentru sexul

masculin 4,7%o versus sexul feminin - 3,6%o.



Morbiditatea creste odata cu varsta, atingdnd apogeul la persoanele cuprinse intre 49 - 52
ani si cu particularititi de raspandire teritoriald, creste frecventa formelor agresive la tineri [9,
18].

Limfoamele non-Hodgkin pot avea spectre diferite de manifestare a bolii, cu o
multitudine de simptoame clinice asociate si o agresivitate clinicd diversd, ceea ce face
clasificarea tumorilor limfoide uneori dificila, iar estimarea unui tratament personalizat doar prin
folosirea unui sistem de gradare generic, bazat numai pe date morfologice, deseori este
imposibild. Caracteristicile imunologice si imunofenotipice ale LNH sunt putin elucidate si
prezinta o problema actuala.

Desi majoritatea pacientilor cu limfom non-Hodgkin B-celular pot fi vindecati cu
rituximab, ciclofosfamida, doxorubicind, vincristina si prednisolon (R-CHOP), iar cei care nu
administreaza schema R-CHOP au un rezultat discret [3, 6, 7, 25].

Astfel, optimizarea terapiei de prima linie, precum si dezvoltarea unor strategii de salvare
mai eficiente, raimane unul din obiectivele importante in obtinerea remisiilor complete in LNH
[11, 12, 15].

Progresele 1n genetica moleculard au Imbunététit considerabil intelegerea noastra asupra
diversitatii biologice a LNH B-celulare si au condus la descoperirea unor noi cdi oncogene cheie.
In plus fatd de denumirile moleculare majore ale subtipurilor celulelor B din centrul de germeni
si ale subtipurilor de cellule B activate, tehnologiile de secventiere din generatiile urmatoare au
dezvaluit complexitatea remarcabild a LNH B-celulare si au identificat tinte moleculare unice
care pot fi exploatate diferential pentru beneficii terapeutice [10, 11, 12, 14, 15].

Imbunatitirea prognosticarii si disponibilitatea biomarcherilor predictivi va fi una din
cdile cruciale ce ne va da posibilitatea dezvoltarii unei terapii individualizate adaptate la risc [19,
22].

Scopul lucrarii: Studierea si analiza in dinamicad a parametrilor imunobiologici si
imunofenotipici la bolnavii cu LNH 1nainte si dupa tratamentul aplicat, pentru a demonstra si a
argumenta valoarea stiintifica a factorilor predictivi, Intru imbunatatirea ratei de supravietuire pe
termen lung si recunoasterea remisiilor imunologice si imunofenotipice in alegerea unor metode
de tratament personalizat.

Obiectivele lucrarii:

1. Evaluarea si analiza indicilor: imunobiologici si imunofenotipici la etapele de

diagnostic, tratament si remisie a bolnavilor cu LNH;

2. Analiza malignizérii si diferentierii fenotipice a liniilor celulare B si T a LNH prin

prisma Ac — monoclonali (AcMo);



3. Identificarea factorilor de pronostic si actiune predictibila a raspunsului imun la
terapia aplicata si aprecierea remisiei imunologice;

4. FElaborarea, brevetarea, certificarea, implementarea unor metode noi de diagnostic si
motitorizarea 1n tratamentul {intd a LNH 1n vederea mentinerii remisiilor clinice,
imunofenotipice si imunologice.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare utilizate:

A fost efectuat un studiu imunologic si imunofenotipic retrospectiv cu un component
prospectiv, in cadrul céruia au fost utilizate metode de cercetare imunologice si imunofenotipice
specifice in determinarea concentratiei totale a claselor de imunoglobuline A, M si G si marcarea
limfocitelor cu AcMo (CD19, CD20, CD3, CD5) cu ajutorul microscopiei in camp intunecat,
precum si a procedeelor statistice.

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute

Am stabilit date semnificativ statistice, privind corelatiile dintre variatia factorilor
demografici, clinico-biologici si imunofenotipici cu ratele de supravietuire crescute in
dezvoltarea ulterioard a procesului malign la una din generatiile viitoare si de raspuns la terapie
cu pronostic favorabil. Analiza datelor imunologice si imunofenotipice, in functie de tratamentul
aplicat si numarul curelor PCHT utilizate, va oferi posibilitatea optimizarii protocoalelor
terapeutice aplicate cu elemente noi. Administrarea permanentd a consumului de preparate
medicamentoase in formele rezistente de LNH indica reaparitia recidivelor, ceea ce ne solicitd
cautarea a noi scheme de tratament PCHT cu includerea de medicamente specifice si In
necesitatea dezvoltarii ulterioare a tratamentului personalizat. Vom sustine importanta
centralizarii datelor, in scopul credrii unui Registru National complet, cu o evidentd clara a
pacientilor prin LHN, de la diagnostic pand la sfarsitul evolutiei bolii, pentru fixarea unor
protocoale adaptate factorilor de pronostic si cu evidentierea particularitédtilor de evolutie a bolii.

Problema stiintifica solutionata

Analiza in dinamicd a expresiei antigenice de diferentiere limfoida, cu exprimare, mai
mult sau mai putin, a acelor anticorpi monoclonali ce vor determina predominarea liniei celulare
in LNH, in recunoasterea noilor strategii terapeutice indiscutabile, cu efect optim in cresterea
semnificativa a ratei de remisiune si duratei remisiunii, scidderea ratei de recadderi, timp de
progresie mai lung pentru reducerea procentului de malignizare a LNH si cresterea supravietuirii
totale.

Se va realiza o densitate suficientd de antigeni de pe celulele tintd cu o mare stabilitate a
acestora pentru a obtine o eficientd maxima in terapia cu AcMo, intrucat majoritatea
tratamentelor bazate pe AcMo sunt dependente de caracteristicile antigenelor tinta de pe celulele

tumorale. Utilizarea AcMo himerici sau umani, care au timpul de injumatatire mai mare
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comparativ cu cei murini, a diminuat respingerea imuna, facilitdind o actiune clinica deosebit de
eficienta.
Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii

In baza rezultatelor stiintifice concludente, obtinute in studiu, s-a stabilit expresia ridicata
a AcMo (CD19, CD20) din totalitatea cazurilor cercetate de LNH si pentru majoritatea cazurilor
cercetate am determinat predominarea liniei celulare B si doar in unice cazuri s—a stabilit
expresia pronuntatd a AcMo (CD3 si CDS5), stabilind linia celulard T cu o manifestare clinica
mai agresivd, comparativ celei B-celulare. In monitorizarea ciclica a valorilor imunoglobulinelor
din clasele M, G si A dupa fiecare etapa de finalizare a protocolului terapeutic, dupa 3 si 6 cicluri
de PCHT, remarcam tendinta de scddere a acestora, cu diminuarea raspunsului imun al
organismului.

Sistemul imun reprezintd partea temeinicd a micromediului tumoral, cu care tumora
exprima un schimb permanent de semnale biologice. Raspunsul imun, particular celui mediat de
celulele T-killer si cele ale sitemului imun indscut poate fi un mecanism eficace in apararea anti—
tumorala. Neoformatiunea poate altera activitatea sitemului imun, care poate coopera in cresterea
si dezvoltarea tumorala.

De asemenea, a fost argumentat stiintific predispunerea persoanelor la dezvoltarea LNH,
la care se determind genotipul Arg/Arg al codului genei XRCC1 suplimentar, fiind determinat si
raportul IgM si IgG. In cazul in care raportul constituie 0,03... 0,24, se constatd predispunerea
persoanei cercetate sd dezvolte LNH, iar in cazul cand raportul a devenit mai mare de 0,25
posibilitatea dezvoltarii LNH este redusa.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere
. Determinarea titrului de celule maligne a liniilor celulelor B si T la
bolnavii cu LNH, pentru crearea tratamentului tinta;
o Tratamentul personalizat, bazat pe indici imunologici si imunofenotipici,

in scopul micsorarii recidivelor si majorarii remisiilor.



CONTINUTUL TEZEI

In Capitolul 1 ”Conceptele contemporane in diagnosticul LNH” se va analiza
publicatiile curente la tema tezei sub aspectul stiintifico-istoric a LNH, a oncogenezei, a
proceselor evolutive in diagnosticul LNH, cercetarile imunologice si imunofenotipice existente si
se va discuta perspectivele n diagnosticul de astazi a LNH.

Diagnosticul precoce si evaluarea pronosticului bolii canceroase sunt, deci, doud dintre
aplicatiile clinice majore ale metodei de imunofenotipare.

Fenotipul, reprezintd totalitatea caracteristicilor fizice, fiziologice, biochimice ale unei
celule sau ale unui organism. S-a constatat faptul ca o serie de antigene exprimate de populatia
neoplazica pot avea semnificatie prognostica [10, 11, 18].

Evaluarea fenotipului celulelor tumorale prin metoda de imunofenotipare indirecta
constituie una din fragmentele ”puzzle-lui” de diagnostic a bolilor limfoproliferative. Metoda
permite identificarea antigenelor grupate in sistemul de clasificare CD, utilizind anticorpii
monoclonali care se fixeaza pe antigenele corespunmzatoare [13, 19, 23, 25].

Determinarea liniei fenotipice a celulelor tumorale prin imunofenotipare devine o parte
integrantd indiscutabild a diagnosticului in hematologie. Metoda se referd la o tehnicd de
identificare a moleculelor grupate in sistemul de clasificare in CD, care sunt asociate cu celulele
limfomului si care ajutd la caracterizarea lor. Moleculele sunt identificate in toate cazurile
analizate, deoarece, ele sunt exprimate pe membrana suprafetei celulare externe. Acestea sunt
marcate prin utilizarea anticorpilor specifici care se leagd in mod deosebit [19, 20, 25].

Anticorpii Insdsi au fost manipulati astfel incat sd poarte fragmente artificiale de receptori.
Tehnica de imunofenotipare poarta acest nume din doud motive:

1. Este dependentd de activitatea anticorpilor, care sunt substante imunologice;

2. Se utilizeaza in special pentru a identifica celulele limfoide si hematopoietice care fac
parte din sistemul imunitar.

Cum functioneaza aceastd metoda:

1. O solutie de anticorpi, numitd ser, se toarnad asupra celulelor limfomului, care este in
suspensie lichida.

2. Dacd celulele limfomului poartd molecule, antigene, pentru care anticorpii sunt specifici,
anticorpii se leaga de celule.

3. Celulele sunt spalate pentru a preveni legarea nespecifica, anticorpii specifici raman
legati.

4. Celulele cu anticorpii legati sunt manipulati astfel incat fragmentul reporter atasat la
anticorpi isi declarad prezenta, specimentul dat se examineaza sub un microscop fluorescent, iar

celulele cu anticorpii legati vor stréluci in intuneric [12, 13, 15, 19].



Imunofenotiparea este determinatd si recomandatd ca una din strategiile ideale 1n detectarea
exactd a fenotipului limfoproliferarilor neoplazice si poate ajuta la stadializarea si la detectarea
bolii minim reziduale. In plus, fata de utilizarea sa in diagnostic, imunofenotiparea poate servi
drept punct de plecare in selectia unei terapii tintite, precum si in determinarea momentului de
aparitie si instalare a remisiilor imunologice si imunofenotipice [10, 11].

Limfocitele B si T sunt diferentiate de un proces complex, a cédror functii cu punct de control
este de a asigura o protectie rapidd si eficientd a gazdei de o varietate de agresiuni externe,
precum si de un astfel de atac asupra celulelor gazda. Ciclul celular al acestora si moartea lor
trebuie sa fie un process reglementat, astfel, incat numarul limfocitelor sa fie suficiente pentru
combaterea acestor agresori (infectii), dar nu atdt de numeroase ca sd fie o povard pentru
mentinerea ciclului celular in norma. Importanta acestui proces este determinata de trei aspecte:
1. imunitatea pentru a rdspunde pentru stimuli din afard ce reglementeaza activarea si divizarea
rapida a ciclului celular; 2. repararea AND-ului ce va contracara erorile din rearanjarea genei
receptorului de deviere celulard sau limfocitara; 3. moartea celulelor care nu sunt capabile sa
indeplineasca punctele de control ale ciclului celular cu eliminarea ulterioard a lor si/sau sd
reduca autoimunitatea [1, 2, 8, 14, 15, 19].

In Capitolul 2 “Caracteristica materialului de observatie clinici, de laborator si a
metodelor de cercetare” se va prezinta caracteristica generald a lotului studiat si a metodologiei
cercetarilor efectuate. in scopul asigurdrii reprezentativitatii lotului de cercetare, conform
formulei de calculul a studiului descriptiv, in cercetare au fost inclusi 122 pacienti, diagnosticati
cu LNH confirmat histopatologic si/sau imunohistochimic cu prezentarea indicelui de proliferare
(Ki-67). In rezultat s-a creat urmitorul dizain al studiului cu criteriile de includere si criteriile de
excludere (Fig. 2.1)

Design - ul studiului

Nr. 122 pacienti cu LNH
Ig A, IgM, IgG
CD19, CD20, CD3, CD5

Criterii de includere Criterii de excludere

LNH primar depistat etapa 2, dupa 3 PCHT LNH dupi 22PCHT
cu tipul morfologic Evaluarea IgA, IgM, IgG « Fara diagnostic
determinat CD19, CD20 morfologic

« Varsta de la 18 ani
* Acordul pacientului

precizat

etapa 3, dupa 6 PCHT

IgA IgM,Ig G
CD19, CD20
Date generale Teste speciale Corelari
. Obiective + Determinare morfologica, « Gen
« Clinice imunohistochimica « Varsta
+ Laborator + Precizarea liniei de origine a limfomului + IgA M, G
corespunzitoare liniei limfocitelor B sau T + AcMo

» Determinarea concentratiei totale a
globulinelor claselor A, M, si G

t Analiza datelor statistice J

[ Concluzii si recomandari practice ]

Figura 2.1 Designul studiului



Dupa efectuarea unei raportdri procentuale a pacientilor din lotul suspus cercetérii, se
atestd un rezultat ce conservd tendinta generald, astfel pentru grupul de varsta 41-50 de ani,
distributia este de 1,7 barbati la o femeie si pentru varsta mai mare de 71 ani raportul este de 1,5
barbati la o femeie. Si, totusi pentru majoritatea absoluta in grupele de varsta 51-70 ani si 21-40

ani raportul calculat practic este identic, cu divergente nesemnificative. (Fig. 2.2)

Raport
0,9

Raport
0,9

Raport

0,8 Raport

Raport

1,7
1,5
Raport
1,1

21-30 ani 31-40 ani 41-50 ani 51-60ani 61-70 ani > 71ani

mBarbati ®Femei
Figura 2.2 Raportul pe gen si varsta al pacientilor inclusi in cercetare

Datele studiate in continuare mentioneaza, cu sigurantd, cd In totalitatea lotului cercetat,
persoanele tinere, cu varsta pand la 50 ani constituie 29 % din totalitatea datd, ceea ce constituie
1/3, ce ne poate pune in evidentd fenomenul de intinerire” a bolii si meritd de tratat cu o
deosebitd atentie, fapt relevat in tabelul 2.1.

Tabelul 2.1 Distributia lotului cercetat conform grupelor de varsta

Grupele de Ne abs. (%) E.st+ %
varsti
(ani)
21-30 4 3,28 +1,61
31-40 17 13,93 +3,14
41 -50 15 12,30 +2,97
51-60 40 32,79 +4,25
61-70 34 27, 87 + 4,06
>71 12 9,84 +2,70
Total 122 100,0

In conformitate cu cercetarea mediului de provenientd a lotului analizat am urmarit o
urmadtoare distributie, cu o predominare semnificativ crescutd a mediului urban comparativ

mediului de provenienta rural. (Fig. 2.3)
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W rural Wurban

Figura 2.3 Repartizarea lotului confor mediului de provenienta
Prin analiza univariatd a lotului de studiu cercetat, s-a pus In evidentd recunoasterea
prevalentei stadiilor avansate asupra celor locale cu 52% stadiul IV-IVA-IVB-IVEA asupra
stadiului I-IA-IEA cu 9%. (Fig. 2.4)

®SCLIATEA # ¢ [A 1B IEA TEB IS =S¢ A 1B IISB #S¢ IV IVA IVBIVEA =F5S
Figura 2.4 Distirbutia stadiilor de LNH din lotul de cercetare
La fel, rezultatele analizelor concludente au permis identificarea in lotul urmarit a
variatelor subtipuri morfologice de limfoame non — Hodgkin incluse in cercetare. Astfel,
limfomul non — Hodgkin cu varianta prolomfocitard/difuz/nodulara a reprezentat subtipul cel mai
raspandit (32,0%); pe cand subtipurile de limfom non - Hodgkin limfoblastic si limfocitar au
manifestat o raspandire egala (3,3%), date relatate in tabelul 2.2.

Tabelul 2.2 Tipurile morfologice ale LNH

Tipul morfologic prezent Ne abs. (%) E.st+ %
LNH prolimfocitar/difuz/nodular 39 32,0 4,2
LNH limfoblastic 32 26,2 4,0
LNH difuz/difuz cu celule mici 13 10,7 2,8
LNH limfoblastic cu afectarea ggl./organelor 8 6,6 2,2
LNH B-celular 6 49 2,0
LNH folicular 6 49 2,0
LNH microlimfoblastic/macrolimfoblastic 6 4,9 2,0
LNH limfoblastic B celular 4 33 1,6
LNH limfocitar 4 33 1,6
Alte forme 4 33 1,6
TOTAL 122 100,0
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Caracteristica generald a metodelor de cercetare ce au stat la baza desfasurarii si realizarii
studiului dat au fost elucidate in felul urmator: metode clinice si metode de laborator de cercetare
a pacientilor. Din cele de laborator fac parte: - imunofenotiparea limfocitelor cu anticorpi
monoclonali prin metoda de imunofluorescentd indirectd; - determinarea imunologica a
concentratiei totale a claselor de imunoglobuline A, M si G in serul sanguin la pacientii inclusi in
studiu.

Imunofenotiparea limfocitelor cu anticorpi monoclonali s-a analizat prin metoda de

imunofluorescentd indirecta cu ajutorul microscopiei luminiscente in campul intunecat, realizata

prin stricta evidenta si parcurgere vigilentd a tuturor etapelor de analiza. (Fotografia 2.1, 2.2)

Fotografia 2.1, 2.2 Microscopul OPTICA B — 353 FL de numaérare a limfocitelor
marcate cu AcMo
In rezultatul vizualizarii frotiului obtinut a limfocitelor marcate cu AcMo in campul

intunecat vom vedea urmatoarele imagini. (Fotografia 2.3, 2.4)

Fotografia 2.3, 2.4 Limfocite marcate cu AcMo in campul intunecat (40x/0.65)

Determinarea imunologica a concentratiei totale a claselor de imunoglobuline (A, M, G)
din serul sanguin, propusa in cercetare cu determinarea periodica a acestor indicii primar si la
reinternari repetate, dupd 3 si 6 cicluri de polichimioterapie (PCHT), a fost executata prin
metoda bazata pe principiul “sandwich”.

Analiza se efectueaza in doud parti. [n prima parte: standartele de calibrare cu

concentratia IgA si probele testate se incubeaza in godeurile microplansetei, care sunt
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imobilizate cu anticorpi monoclonali specifici IgA. 4 doua parte: prin incubarea cu conjugatul
- se face legatura intre lanturile imunoglobulinei umane cu peroxidaza.

Evaluarea rolului si a caracteristicilor AcMo sunt deosebit de importante pentru obtinerea
rezultatelor terapeutice de succes, reprezentand piatra de temelie in elaborarea strategiei de
management ale limfoamelor non - Hodgkin.

Anticorpii sau imunoglobulinele sunt produsul final al reactiei imune. Imunoglobulinele
(Ig) sunt glicoproteine prezente in plasma, lichidul interstitial si secretii. Ele au activitate de
anticorpi, adicd au capacitatea sd recunoasca si sa se combine specific cu Ag si vor constitui baza
specificitatii imunologice.

Recunoasterea antigenului este punctul primordial al unui raspuns imun, bazdndu-se pe
complementaritatea stericd dintre antigen si moleculele implicate In recunoasterea sa, ca
receptorii pentru antigene ai limfocitelor si anticorpii. Fiecare anticorp recunoaste specific un
anumit determinant antigenic sau epitop de care se leagd cu o portiune care are structurd
complementara cu a epitopului.

Concentratia totala a claselor de imunoglobuline A, M si G analizate in lucrare denota
proprietati diverse, astfel regiunea fragmentului constant (Fc) a IgG comparativ cu AcMo
interactioneaza mai eficient sistemul imunitar si induce aparitia unei citotoxicitati dependent de
complement si a unor citotoxicitdti celulare dependente de anticorpi. Se Incearca obtinerea unor
noi grupe de AcMo care se vor strddui sd imbundtdteascd calitatea legaturilor realizate de
fragmentul Fc cu antigenii specifici de pe suprafata celulei tinte si aceste modificari vor fi
punctul de pornire in speranta de apartie a noilor generatii de AcMo cu o eficienta clinicd majora
si toxicitate redusa. Astfel legdtura realizata dintre regiunea Fc cu complimentul va induce liza
celulel tumorale.

Aprecierea gradului de intensitate a legaturilor statistice si a influentei factorilor asupra
variatiei fenomenelor studiate utilizeaza procedeul corelatiei, riscul relativ, coeficientul student,
Fisher si Spearmen. Estimarea parametrilor si verificarea ipotezelor statistice are loc prin
procedee interferentiale si extrapolare statisticd. Prezentarea datelor statistice prin procedee
tabelare si grafice.

Cercetarea statisticd a fost efectuatd cu aplicarea metodelor matematice moderne si a
softului special pentru cercetdri medico-biologice SPSS, Chicago, IL, SUA si GPP 5,0 pentru
Windows 5,0.

Capitolul 3 “ Particularitatile si dinamica indicilor imunologici si imunofenotipici la
bolnavii cu LNH in procesul de tratamentului” va prezenta si va analiza in dinamica indicii
imunologici si imunofenotipici in procesul tratamentului, cu argumentarea tratamentului tinta,

reiesind din studiul liniilor celulare B si T a limfomului non-Hodgkin.
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In scopul evaludrii indicilor imunologici si imunofenotipici la bolnavii cu LNH si a
identificarii activitatii de imunocompetentd a organismului acestora, am analizat dupd un model
matematic selectiv, elaborat de noi.

La etapa intéi de cercetare am creat un model de proiect pentru indicatorii imunologici si
imunofenotipici, am stabilit sarcinile pentru acesti indicatori, comparandu-le la etape repetate de
aplicare a tratamentului PCHT — primar dupa stabilirea diagnosticului de LNH confirmat prin
examinarea morfologica si/ sau imunohistochimica, dupd 3 si dupd 6 cure de PCHT si respectiv
perioadei de remisie clinic aparenta cu o dinamica a compararii rezultatelor acestor parametri la
pacientii cu LNH, pentru linia fenotipica B si T.

S-au determinat valorile concentratiei totale a claselor de imunoglobuline A, M si G in
sangele periferic al acestor bolnavi. Ulterior am format matricea de date initiale pentru grupul de
pacienti cu LNH si, evident, perioadele de investigatii. S-a realizat un algoritm de calcul al
valorii medii a indicatorilor pentru pacientii respecivi in perioadele de monitorizare, primar
tratamentului si posttratament. In succesibilitate s-au calculat si erorile standard. A fost calculat ¢
- Student si p - nivelul de semnificatie.

Potrivit metodologiei de cercetare, bolnavii cu LNH inclusi 1n studiu au fost repartizati in
in 2 grupe omogene dupa tipurile morfologice determinate din cercetarea data, carora li s-au
administrat urmatoarele scheme de tratament PCHT in concordantd cu protocoalele nationale
prestabilite anterior. (Tabelul 3.1)

Tabelul 3.1 Repartizarea bolnavilor conform schemelor de tratament PCHT

Subtipul de LNH Bolnavii cu LNH Scheme de Denumirea
inclusi in studiu tratament preparatelor
PCHT administrate
56 CHOP Cyclofosfan
Doxorubicina
Oncocin(vincristin)
LNH agresive Prednisolon
(limfoblastice) 12 R — CHOP Rituximab(anti CD20)
(determinata linia Cyclofosfan
celulara prin biopsie cu Doxorubicina
imunohistochimie) Oncocin (vincristin)
Prednisolon
LNH 54 CVLP Cyclofosfan
non-agresive Vinblastin
(indolente, Leukeran
prolimfocitare) Prednisolon

In tabelul 3.2, vom indica dinamica indicilor IgA, IgM si IgG in procesul de tratament
PCHT, la 56 bolnavi carora li s-a administrat conform protocolului, schema de tratament CHOP

si cu controlul repetat al valorilor acestora dupa 3 si dupda 6 cure de PCHT. Rezultatele au
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manifestat o descrestere semnificativa la toti indicii de imunoglobuline atit primar, cat si in
dinamica de dupa a 3-a si a 6-a curd de PCHT. Daca IgA primar indicd o valoare de 1,4+0,1,
1,0£0,01 (p< 0,05). IgM cu
indicele primar de 1,6+0,05, dupa a 3-a curd de PCHT - 1,4+0,08, iar dupd a 6-a curd de
PCHT releva o scadere pana la 1,2+0,06 (p<0,05). IgG cu indicele primar de 17,5+0,2, dupa a 3-
a curd de tratament 16,8+0,1, iar dupd a 6-a curd de PCHT este de 15,2+0,1 (p<0,05). Aceasta

atunci dupd a 3-a curd s-a atestat 1,1+0,02, dupa a 6-a curd —

semnalizeazd o inhibitie semnificativa a raspunsului imun s$i diminuarea indicilor

imunoglobulinici cu 16,5% in 45,1+0,8.

Tabelul 3.2 Indicii concentratiei totale a IgA, IgM, IgG a grupului de cercetare cu

tratamentul PCHT CHOP
LNH agresive (limfoblastice)
Ne Primar M + M=d/a3 M+ d/a 6 cicluri

investigatiilor cicluri PCHT de PCHT
IgA 1,4+0,1 1,1+0,02 1,0+£0,01
IgM 1,6+0,05 1,4+0,08 1,240,06
IgG 56 17,5+0,2 16,8+0,1 15,2+0,1
p <0,05 <0,05 <0,01
t 2,84 0,98 1,82

In grupul urmitor cu 54 de bolnavii cu LNH cu variantele morphologice indolente li s-a
administrat schema de tratament PCHT CVLP si, in rezultat, vor relata, la fel, o descrestere
relativd semnificativ statistica a indicilor claselor de Ig A, M si G propuse cercetdrii. (Tabelul
3.3)

Tabelul 3.3 Rezultatele indicilor imunogolobulinelor claselor A, M, G conform schemei de

tratament PCHT CVLP in perioade ciclice repetate pentru LNH non-agresive (indolente,

prolimfocitare)
LNH indolente (prolimfocitare)
No Primar M+ M= d/a 3 cicluri M= d/a 6 cicluri de
investigati PCHT PCHT

ilor
IgA 1,4+0,08 1,24+0,04 1,1+0,02
IgM 1,6+0,05 1,4+0,08 1,2+0,01
IgG 54 19,1+0,2 18,8+0,2 15,6+0,03
p <0,05 <0,05 <0,05
t 2,34 1,22 1,96

Deci, si in acest grup de cercetare se denotd o pornire semnificativdi de diminuare a
raspunsului imun cu 5,9%.
Si cel din urma, grup de crecetare cu diagnosticul de LNH B-celular confirmat si prin

examinarea imunohistochimicd au cuprins 12 bolnavi cédrora li s-a administrat schema de
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tratament PCHT (R — CHOP) a urmarit o reducere neinsemnatd a raspunsului imun. (Tabelul

3.4)

Tabelul 3.4 Rezultatele indicilor imunoglobulinelor (A, M, G) conform schemei de

tratament PCHT R — CHOP in perioade ciclice repetate pentru LNH B - celular

LNH B - celular
Ne Primar M+ M= d/a 3 cicluri M= d/a 6 cicluri de

investigatiilor PCHT PCHT
IgA 2,5+0,02 1,7+0,02 1,9+0,01
IgM 1,6:0,01 1,4+0,04 1,4+0,03
IgG 12 12,3£0,03 18,8+0,2 16,7+1,3
p <0,05 <0,01 <0,05
t 2,36 1,08 1,98

Deci, bolnavii cu LNH atit a variantelor agresive (limfoblastice), cat si a variantelor
indolente (prolimfocitare, non-agresive), primar, la etapa de diagnostic au un statut imun
deficient si indicii concentratiei totale a claselor de imunoglobuline A, M si G semnaleaza
descresteri evidente. Iar n procesul de tratament PCHT, dupa 3 cicluri, dupa 6 cicluri in toate
grupele de cercetare repartizate conform schemelor de tratament s-a remarcat o scadere
semnificativa a indicilor imunoglobulinelor A, M si G in mediu cu 7,3+0,2 (p<0,05). Pe
cand, indicii imunologici la bolnavii cu LNH B-celular dupd administrarea schemei R —
CHOP de tratament PCHT s-a determinat o micsorare semnificativ statistic mica.

Raspandirea si evolutia LNH T—celulare comparative cu variantele de LNH B-celulare
sunt mai agresive, rare si raspunsul imun al organismului este in permanentd descrestere,
preponderent pentru IgG cu 7,5 (p<0,05).

Examenele complementare de imunofenotipare indirectd ce ne-au permis detectarea liniei
celulare B a LNH prin marcarea limfocitelor cu AcMo CD20, CD19 au evidentiat un numar
semnificativ elocvent crescut de celule maligne la 84,4% de bolnavi (tabelul 3.5), ceea ce
dovedeste cd celulele limfoide din linia celulard B au tendinta de proliferare progresiva,
motivand includerea in tratamentul variantelor de LNH B - celular a AcMo ca terapie tintd,
iar cercetarea imunofenotipicd cu CD3 si CDS5 la bolnavii cu LNH a determinat linia
fenotipului predominat T - celular cu ponderea de 2,4% intalnita la doar 3 pacienti din studiul
efectuat, fatd de 10% din date ale literaturii de specialitate.

Tabelul 3.5 Determinarea absoluti si procentuali a celulelor maligne a liniei celulare B

Nr. | % CD 20 Ii CD 19 i
bol c.a. % c.a. %
nav min | med | max | min | med | max | 254 | min | med | max | min | med | max | 19,8
ilor +0,7 +2.3
1 13 42 98 11,2 | 36,2 | 84,4 9 32 75 7,7 | 27,5 | 64,6
119 | 0 5 8 7
0
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Capitolul 4 “Remisiile imunologice si imunofenotipice la bolnavii cu LNH in procesul de
tratament” confine analiza evolutiei si rezultatelor inregistrate in urma cercetarii particularitagilor
imunologice si imunofenotipice, marcarea expresiei antigenului CD19, CD20, predominarea
liniei fenotipice B - celulare, expresia antigenului CD3, CD5 pentru fenotipul celulara T cu o
evolutie clinica agresiva si incidenta redusa. Monitorizarea ciclicad a valorilor concentratiei totale
a claselor de imunoglobuline M, G si A, dezvoltarea raspunsului imun, aparitia remisiilor
imunologice si imunofenotipice complete si partiale.

Eficienta tratamentului bolnavilor cu LNH este apreciatd de corelatia diversilor
parametrii clinico-biologici si urmarirea efectelor acestor parametri asupra supravietuirii
pacientilor diagnosticati cu o astfel de hemopatie.

In rezultatul analizei indicilor imunologici si imunofenotipici indiferent de subtipul
morfologic determinat si de stadiul histopatologic stabilit, in perioade ciclice de dupa 3 cure si
dupa 6cure de tratament PCHT, aplicate bolnavilor cu LNH conform protocoalelor prestabilite
anterior, dinamica datelor imunologice obtinute au ardtat cd si dupd incetarea tratamentului
PCHT nealiator schemelor aplicate bolnavilor cu LNH, continud scdderea statutului imun a
organismului, ceea ce ne va induce concluzionarea din punct de vedere imunologic comparativ
cu datele clinico-biologice, nu apare o remisie.

Astfel, terapia aplicatd nu vizeaza sistemul imun al organismului, ci doar mai mult
tumora In sine, precum $i recunoasterea acestuia in atacarea selectiva a celulelor tumorale, la fel
nu ii va oferi organismului un raspuns imun cu o memorie de lungd duratd, ceea ce va da
posibilitatea adaptérii continue si furnizarea unui raspuns durabil pe termen lung, cu instalarea
unei remisii complete sau partiale mai rapide. (Tabelul.4.1)

Tabelul 4.1 Dinamica indicilor imunologici la bolnavii cu LNH

Grupul de Metoda | Indicii Dupa Dupi Norma 23 ”p”
cercetare de trata | imunolo | 3 cure 6 cure
ment gici
1 Ig A 1,0 0,98 2,15+0,85 4,46 <0,05
56 IgM 12 1,0 1,632046 | 087 | <005
122 Ig G 16,1 14,1 12,3+£2,97 2,60 <0,01
bolnavi | 12 2 Ig A 1,0 0,89 2,15+0,85 3,80 < 0,05
IgM 1,1 1,1 1,63+0,46 0,96 <0,05
Ig G 17,9 16,1 12,3+2,97 3,42 <0,01
54 3 Ig A 1,1 1,0 2,15+0,85 5,0 <0,05
IgM 1,2 1,1 1,63+0,46 0.99 <0,05
Ig G 18,1 15,1 12,3+2,97 3,60 <0,05

Prezentarea imunofenotipicd din tabelul 4.2 a ponderii limfocitelor maligne prin marcarea

cu AcMo CD19, CD20 dupa 3 cure si dupa 6 cure de dupa tratament PCTH aplicat bolnavilor cu
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LNH, independent de schema de tratament, ne-a ardtat cd numarul celulelor maligne in
cercetarea sangelui periferic pe linia celulara B scade. Astfel, in mod comun in evaluarea
bolnavilor cu LNH in baza cercetarii imunofenotiparii indirecte a grupului analizat cu o
limfocitoza sustinutd determind natura reactivd sau malignd a bolii minime reziduale.
Caracteristica imunofenotipica celulard indiferent de variatele subtipuri morfologice existente de
LNH vor servi drept insusiri pronostice suplimentare in alegerea si influentarea dezvoltarii unei

tinte terapeutice personalizate.

Tabelul 4.2 Dinamica CD19 si CD20 la bolnavii cu LNH (ii 74 + 0,5%, p<0,05)

Grupul de Metoda Ponderea celulelor maligne it Norma
cercetare/Ne | de trata | AcMo
ment Dupi 3 cure | Dupa 6 cure

56 1 CD19 45+0,8 25+0,4 72,3+11,4 9+6

CD20 40+1,2 20+1,1 68,9123 946

122 12 2 CD19 30+0,9 18+0,8 79,4+18,1 9+6

CD20 20+1,1 11£1,2 8,8+11,3 9+6

54 3 CD19 48+0,7 43+1,1 86,3+16,1 9+6

CD20 56+0,8 49+0,3 79,8174 9+6

Remisiile imunologice si imunofenotipice la bolnavii cu LNH in perioada posttratament
au fost variate. Astefel, remisiile imunologice complete dupa 6 cure a survenit la 55,18% (ii
84,748,3) si remisie imunofenotipicd completd dupda 6 cure s-a determinat la 85,54% (il
76,8+9,2), pe cand, remisiile clinice la grupele cercetate au fost deosebite.(Tabelul 4.3)

Tabelul 4.3 Remisiile clinice in grupele de cercetare

Grupul de cercetare Schemele Remisia clinica i
de trata Dupi 3 cure Dupi 6 cure
ment PCHT PCHT
c.a. % | c.a. % c. a. % c. a. %
56 | 459 1 0 0 38 67,85 | 28,4493
122 | 100 | 12 | 9,8 2 5 41,7 11 91,7 | 87,4x11,2
54 | 442 3 32 59,2 48 88,9 90,2+7,3

Remisia imunologica, la fel, si remisia imunofenotipica in lotul de studiu prezintd valori
diferentiate. (Tabelul 4.4, 4.5)

Tabelul 4.4 Remisia imunologica in grupul de cercetare

Grupe de cercetare Sche Remisia imunologica
mele Dupa 3 cure ii Dupa 6 cure ii
tr(:lia incorflple completi incorvnplet completi
ment ta a
ca. | % | ca. % ca. | % | ca. % c.a. % c.a. %
1| 56 | 45,9 1 0 0 0 0 0 8 143 | 12 | 214 | 46,6£3,4
122 | 0 | 12 9,8 0 0 1 8,3 32,6+2,0 4 33,3 6 50 52,8+6,8
0| 54 | 442 3 4 74 | 16 | 29,6 | 49,9447 | 12 | 22,2 | 28 | 51,8 | 79,6+9,2
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Tabelul 4.5 Remisia imunofenotipica in grupul de cercetare

Grupe de cercetare Sche Remisia imunologica
mele Dupi 3 cure i Dupa 6 cure i
de incompleti | completa incompleti | completa
ca. % |ca | % | a1 o [ca| % ca. | % |ca | %
ment
122 | 1 | 56 | 459 1 0 0 0 0 0 16 | 28,6 | 20 | 21,4 | 589+74
01| 12 9,8 3 3 25 5 | 41,7 | 39,847 1 8,3 10 50 62,6£6,8
0 | 54 | 442 12 12 |1 222 | 20 37 59,8+6,5 | 18 | 333 | 30 | 51,8 | 78,6472

Asadar, lotul cercetat a ardtat ca remisiile clinice la bolnavii cu LNH nu coreleaza direct
proportional cu remisiile imunologice si imunofenotipice. Dupd 3 cure de PCHT remisia clinica
a survenit in mediu la 52,66% (ii 68,4+7,4%), dupa 6 cure de PCHT la 89,18% (ii 76,8+6,8), iar
remisia imunologicd incompletd de dupd tratament la 42,89% (i1 57,8+7,3) si remisia
imunofenotipicd incompletd dupd 6 cure la 68,77% (i1 72,6+6,7). Remisiile imunologice
complete dupd 6 cure s-a produs la 55,18% (ii 84,7+8,3) si remisia imunofenotipicd completa

dupa 6 cure s-a determinat la 85,54% (ii 76,8+9,2) bolnavi.
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CONCLUZII GENERALE
1. Identificarea cu acuratete a indicilor imunologici la etapa de diagnostic a LNH a ardtat un
statut imun diminuat pe fondalul determindrii concentratiei totale a IgA, IgM si IgG
preponderent pe linia celulard B si cu o evolutie nefavorabila a bolii, precum si in procesul
tratamentului de dupa 3 si 6 cure de PCHT 1in grupele de cercetare cu 3 scheme de tratament
polichimioterapic conform protocoalelor clinice stabilite s-a determinat o scadere
semnificativa a concentratiei imunoglobuline A, M si G in mediu cu 0,7+0,08g/1 (p<0,05), iar
la bolnavii cu LNH B-celular diagnosticati prin biopsie cu imunohistochimie, dupa
administrarea schemei R - CHOP indicii imunologici au aratat o reducere moderata. Bolnavii
cu LNH T celular se intdlnesc rar, fiind o forma mai agresiva comparativ cu linia celulara B,
si rdspunsul imun al organismul este in desrestere permanentd, preponderent pentru IgG cu
7,5 (p>0,05).
2. Determinarea diagnosticului de LNH in scopul evidentierii liniei celulare prin metoda de
imunofenotipare indirectd cu marcarea limfocitelor cu anticorpii monoclonali CD20 si CD 19
s-a observat un numdr crescut de celule maligne la 84,4% (78,4+4,8) bolnavi, ce
demonstreaza ca celulele limfoide pe linia celulard B au tendinta de proliferare progresiva ce
argumenteaza includerea 1n tratament a AcMo ca terapie tintd. Cercetarea imunofenotipica cu
AcMo CD3 si CDS5 la bolnavii cu LNH pe linia T celulard au ponderea de 2,4%, fiind
prezente la doar 3 bolnavi in studiu efectuat, cu o incidentd aproape similard conturate cu
datele din literatura.
3. Indicii imunofenotipici CD19 si CD20 au exprimat o reducere in toate grupele de
cercetare si au continuat sa manifeste o micsorare si dupa a 3-ea curd si dupa a 6-a curd de
tratament, astfel CD19 cu 11,6+0,7% (74+0,5%), CD20 cu 9,3+0,2% (74+0,5%), norma fiind
de 9+6%, ce denotd o remisie imunofenotipica partiald, dar cu o probabilitate crescutd de
evolutie a unui pronostic favorabil.
4. Remisiile clinice la bolnavii cu LNH nu coreleazd direct proportional cu remisiile
imunologice si imunofenotipice. Dupa 3 cure de PCHT remisia clinica a survenit in mediu la
52,66% (68,4+7,4%), dupd 6 cure de PCHT la 89,18% (76,8+6,8), iar remisia imunologica
partiala dupa 6 cure la 42,89% (57,8+7,3) si remisia imunofenotipica partiala dupa 6 cure la
68,77% (72,6+£6,7). Remisie imunologicd completa dupa 6 cicluri a survenit la 55,18%
(84,7+8,3) si remisia imunofenotipica completd dupda 6 cicluri de PCHT s-a determinat la
85,54% (76,8+9,2) bolnavi.
5. Problema stiintificd solutionata in cercetare prin monitorizarea periodicd a bolnavilor cu
LNH a permis evidentierea particularitatilor imunologice si imunofenotipice a bolii, in

depistarea recidivelor precoce si tardive, a efectelor secundare tardive, aparitia celei de a 2-a
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malignitdti, cu evaluarea remisiei imunologice si imunofenotipice complete si partiale in
declansarea identificarii tintelor moleculare specifice pentru elaborarea, imdunatatirea si

consolidarea ulterioard a unei terapii individualizate.

RECOMANDARI PRACTICE
Pentru medici hematologi

e Efectuarea examenelor imunologice ne permit sa stabilim remisie imunologica vs remisie
clinica la bolnavii cu LNH, iar cercetarea imunofenotipica ne ofera informatii ce au o
valoare pronosticd suplimentard care justifica identificarea alegerii unui tratament f{inta.
Aceste rezultate stiintifice au o importantd deosebitd, identificAndu-se ca factor de
pronostic ce va corela puternic cu evolutia favorabila a bolii,

e Pentru evaluarea tratamentului bolnavilor cu LNH paralel cu criteriile remisiei clinice -
lipsa dovezii de crestere a procesului tumoral timp de 4 saptamani dupa efect complet,
lipsa existentei tumorii la examenul USG, TC, RMN si altele, la bolnavii trebuie
demonstratd aparitia remisiei imunologice ce va releva un raspuns imun in crestere si
survenirea remisiei complete ce va corela cu indicii de supravietuire si recaderea bolii.
Pentru medici de laborator

e Un obiectiv major va costitui determinarea si evidentierea cu acuratete a indicilor
imunologici si imunofenotipici ale LNH, ce vor servi drept factori de pronostic, de

diagnostic si de identificare a unei terapii personalizate.
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ADNOTARE
Nicorici Aliona

Particularititile imunologice si imunofenotipice ale limfoamelor non — Hodgkin
Teza de doctor in stiinte medicale

Teza este expusa pe 135 de pagini ce includ: introducere, 4 capitole, sinteza rezultatelor
obtinute, concluzii generale si recomanddri practice, bibliografie din 108 de surse, 5 anexe, 12
figuri, 18 tabele, 10 fotografii. Rezultatele obtinute sunt publicate in 11 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: Limfom non-Hodgkin, imunofenotipare, anticorpi monoclonali,
imunoglobuline, polichimioterapie, raspuns imun umoral, tratament personalizat, prognostic,
malignizare.

Domeniul de studiu: oncologie, medicina, diagnostic de laborator.

Scopul: studierea si analiza In dinamica a parametrilor imunobiologici si imunofenotipici in
procesul de tratament al bolnavilor cu LNH, pentru a demonstra si a argumenta valoarea
stiintificd a factorilor predictivi Intru Imbunététirea ratei de supravietuire pe termen lung, si
recunoasterea remisiilor imunologice si imunofenotipice in alegerea unor metode de tratament
personalizat.

Obiectivele lucrarii:

1. Evaluarea si analiza indicilor: imunobiologici si imunofenotipici la etapele de diagnostic,
tratament si remisie a bolnavilor cu LNH;

2. Analiza malignizarii si diferentierii fenotipice a liniilor celulare B si T a LNH prin prisma Ac
— monoclonali (AcMo);

3. Identificarea factorilor de pronostic si actiune predictibild a raspunsului imun la terapia
aplicata si aprecierea remisiei imunologice;

4. Flaborarea, brevetarea, certificarea, implementarea unor metode noi de diagnostic si
motitorizarea in tratamentul {inti a LNH 1n vederea mentinerii remisiilor clinice,
imunofenotipice si imunologice.

Metodologia cercetirii: Studiul - de tip retrospectiv cu o componentd prospectivd. Sunt
cercetati pacientii ocohematologici cu diagnosticul morfologic primar de LNH, determinat prin
biopsie cu imunohistochimie. Metodele observatiei directe si indirecte au fost utilizate in
cercetarea sangelui periferic antiagregat cu Ethylenediaminetetraacetic acid la debutul bolii,
ulterior aplicarii terapiei specifice cu intervale de dupa 3 si 6 cicluri de PCHT, cu evaluarea
indicilor homeostazei umorale, aprecierea fenotipului limfomului in valori procentuale a acestuia
prin marcarea limfocitelor cu Ac — monoclonali prin metoda indirectd, comparandu—le pentru o
analiza deductiva.

Noutatea si originalitatea stiintifici: Analiza datelor imunologice si imunofenotipice, in
functie de tratamentul aplicat si numarul curelor PCHT utilizate, va oferi posibilitatea optimizarii
protocoalelor terapeutice aplicate cu utilizarea elementelor noi. Reaparitia recidivelor ne solicita
cautarea de noi scheme de tratament PCHT cu includerea de medicamente specifice, ce ar
asigura dezvoltarea ulterioard a unui tratament tinta.

Problema stiintifica solutionati: Caracteristicile AcMo sunt deosebit de importante pentru
succesul terapiei. Utilizarea AcMo himerici sau umani (care au timpul de injumadtdtire mai mare
comparativ cu cei murini) va diminua respingerea imund, facilitind eficienta actiunii clinice
aplicate.

Semnificatia teoretici si valoarea aplicativi a lucririi: In vederea depistarii recidivelor
precoce si tardive, a efectelor secundare existente sau noi aparute si aparitia malignizarii, e
necesard determinarea valorilor procentuale a fenotipului limfomului si caracteristicilor
concentratiei totale a claselor de Ig, pentru a aprecia statutul imun a pacientilor
oncohematologici, in scopul majorarii ratei de supravietuire si valorificarii mai bune a calitatii
vietii.
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AHHOTANUA
Huxopuuy Anéna

HNMmyHoJI0OTHYecKe M HMMYHO(EHOTHIINYeCKHE 0COOEHHOCTH HEeXOKKMHCKUX JJuMdom
Huccepmayus na couckanue yuénoii cmenenu 00Kmopa MeOUUUHCKUX HayK

Crpykrypa auccepramum: Jlucceprauus uznoxena Ha 135 crpanuil: BBeneHue, 4 rias,
CYMMHPOBAHHS PE3yJbTAaTOB HCCIEAOBAHUS, BHIBOJOB M MPAKTHUYECKUX pekoMeHmanmiio, 108
HUCTOYHMKOB OubOimorpaduu, wmmerorcs S5 mnpuioxkenuid, 12 rpaduxoB, 18 Ttabmum u 10
dotorpaduii. [lomydeHHbIC pe3yabTaThl HCCIEIOBAHUS OMYOIMKOBaHbI B 11 meyaTHBIX paboTax.

KiaroueBbie cjaoBa: HexomxkuHckas aumdoma, UMMYHO(EHOTUITUPOBAHHE,
MOHOKJIOHAJIbHBIE ~ aHTUTENA, HMMYHOIVIOOYJIMHBI, MOJUXUMHUOTEpaIns, TyMOpPaJbHbIN
MMMYHHBII OTBET, IEPCOHAIM3UPOBAHHOE JIEYEHUE, MPOTHO3, 31I0KAY€CTBEHHOCTbD.

O06JaacTh Hcc/IeqOBAHMS: OHKOJIOTHSI, MEUIIMHA, 1a00paTopHas AMArHOCTHKA.

Henabp mucciaenoBaHusi: W3yYeHHWE H aHAIM3 B JUHAMHUKE HMMYHOOMOJOTHYECKHUX W
UMMYHO(DEHOTUITMYCCKUX TMapaMeTpoB B mporecce JjedeHus OonbHbIX ¢ HXJI, 4To0sBI
MPOJEMOHCTPUPOBATh M OOOCHOBATh HAYYHYIO IIEHHOCTh MPOTHOCTHYECKUX (HAKTOPOB st
YIy4YlIEHUs] JOJTOCPOYHOW BBDKMBAEMOCTH M I PACIO3HABAHUS HMMMYHOJOTHYECKHX H
UMMYHO(DEHOTHITMYECKUX PEMHUCCUH MPU BIOOPE MEPCOHATU3UPOBAHHOTO METO/1a JICUSHUSI.

3agaym uccje 0BaHNA:

1. OmenHka ¥ aHamU3 MOKa3aTeneil: ”MMYHOOHOIOTHYECKHEe U UMMYHO(DEHOTUIHYECKHE Ha
JTalax AUArHOCTUKH, JeYeHHs U peMuccun nanueHTos ¢ HXJI;

2. DeHOTUITMYECKUN aHAJIN3 3JI0KAYeCTBEHHOCTH U TU(PPEPEHIIMPOBKU KIETOUHBIX JTMHUN
b u T HXJI npu noMonim MOHOKJIOHAJIbHBIX aHTUTEIT,

3. Ompenenenue MPOTrHOCTHYECKUX (DAKTOPOB M IMPEACKA3yeMOro JAEHCTBHS MMMYHHOTO
OTBETAa Ha MPUKJIAJHYIO TEPAIHIO U OLIEHKA UMMYHOJIOIMYECKON peMUCCUU

4. Pa3paboTka, MaTEHTOBAaHHME W BHEIPEHHE HOBBIX METOJOB JUArHOCTUYECKH U
MOHUTOpPUHTA B IeJeHANpaBiIeHHOM JjedeHnu O0onapHbIX HXJI B mommep:kaHusi KIMHHUYECKUX,
UMMYHO(DEHOTHUITMYECKUX U UMMYHOJIOTHYECKIX PEMHUCCU.

Meroauka wucciaenoanmsa: lccienoBanue mnpencTaBisger coOOH  PETPOCHEKTUBHOE
UCCJIEAOBAaHUE C D3JIEMEHTAaMHM IPOCIEKTUBHOro. lccnenoBanuch OKOreMaroloru4yeckue
MAaIMEHTHl C MEepBUYHBIM Mopdomornueckum nuaraHozom HXJI, muarHoCTHpOBaHBI C MOMOIIIIO
ouornicueit u MMMYHOTUCTOXMMHH. MoJenu mpsMOro M KOCBEHHOrO HaOIIOJeHUS
MCIIOJIb30BAINCH NPU HMCCIEAOBAHUU Mpo0 KPOBH C a00aBieHHEM 3TUJICHAMAMUHTETPAayKCyCHOU
KHUCTIOTOM B Haudase Oomne3nu, mocne 3 u 6 mukioB [IXT c oneHkoil mokasareneil ryMopaibHOTO
roMeocTrasa, OLUEHKOW (eHoTuna auM(pOMBI B TMPOLEHTaX IMyTEM MapKHPOBKH JIMM(OIUTOB
MOHOKJIOHAJIbHBIMU aHTUTEIaMU KOCBEHHBIM METOJIOM, CpaBHUBasg HUX i JEAYKTUBHOIO
aHaynu3a.

Hayunasi HOBU3HA ¥ OPUTHHAJBHOCTD: [loBTOpEeHHEe pennauBOB TpeOyeT OT HAC MOMCKa
HOBBIX cxeM JiedeHust [IXT ¢ BkioueHHeM crienupruecKkux JeKapCTB, KOTOPhIE 00SCTICUHITN OBl
MOCTEAYIONIY IO pa3paboTKy 1€JIEBOTO JICUEHUS.

Pemennasi Hayunasi nmpo0sema: [losnb3a XUMEpPHOTrO MM JIFOJICKOTO MOHOKJIOHAJIBHOTIOI'O
aHTUTeNna (Komopvle umerom Oojee OnuUHHee NOJNY8bleeOeHUe CPAGHUMENbHO C MbIUUHBIMU
anmumenamuy) yMEHbIIAET WMMMYHHBIH cOpoc, oOserdas 3(QQEeKTHBHOCTh MPHUKIATHOTO
KJIIMHUYECKOTO IEHCTBHUSI.

TeopeTnyeckass 3HAYUMOCTb M MPUKJIAJHOE 3HAYEHHE CTATbU: {7151 BBIABICHUS paHHUX
U TO3JAHMX PEIHIMWBOB, CYIIECTBYIONIMX WM BO3HUKAIOIUX MOOOYHBIX JP(PEKToB U
BO3HUKHOBEHHUS 3JI0OKAYECTBEHHBIX HOBOOOpa30BaHHI HEOOXOAMMO ONPEAENIUTh MPOLEHTHbIE
3HaueHusi ¢eHoruna IUMGPOMbI U TepudeprUuecKrX XapaKTePUCTUK HMMYHOTJIOOYIWH IS
OLICHKM HMMYHHOTO CTaTyca OHKOI'€MAaTOJIOTHYECKAX OOJIHBIX C IENIbI0 TOBBIIICHUS
BBDKMBAEMOCTHU U KaU€CTBA KU3HMU.
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SUMMARY
Nicorici Aliona

Immunological and immunophenotypic features of non - Hodgkin’s lymphomas
PhD thesis in medical sciences

Structure of the thesis: The thesis is exposed on 135 pages including: introduction, 4
chapters, synthesis of the results obtained, general conclusions and practical recommendations,
bibliography from 108 sources, 5 annexes, 12 figures, 18 tables, 10 photographs. The results
obtained are published in 11 scientific papers.

Key words: Non-Hodgkin's lymphoma, immunophenotyping, monoclonal antibodies,
immunoglobulins, polymicherapy, humoral immune response, personalized treatment, prognosis,
malignancy.

Field of study: oncology, medicine, laboratory.

Study aim: We aim to study and analyze dynamically the immunobiological and
immunophenotypic parameters in the treatment of NHL patients in the scientific argumentation
and the demonstrative capitalization of the predictive factors in the improvement of the long-
term survival rate and the recognition of immunological and immunophenotypic remissions in
choosing customized treatment methods.

Objectives of the thesis:

1. Evaluation and analysis of the indices: immunobiological and immunophenotypic at
the stages of diagnosis, treatment and remission of the patients with NHL;

2. Phenotypic malignancy analysis and fenotipice differentiation of B-cell and T-cell
LNH by Ac-monoclonal prism (AcMo);

3. Identifying factor determining the predictive characteristics in accordance with
prescribed and recom mended training and deficiencies;

4. Elaboration, patenting, certification, implementation of new diagnostic methods and
motitorisation in the target treatment of LNH in order to maintain clinical, immunophenotypic
and immunological remissions

Research methodology: The study - retrospective with a prospective component.
Research, being ocohematological patients with primary morphological diagnosis of NHL,
determined by immunohistochemistry biopsy. The direct and indirect observation models were
used in the research of peripherally anti-aggregated blood with ethylenediaminetetraacetic acid at
the onset of the disease, following the application of the specific therapy with intervals after 3
and 6 cycles of PCHT, with the assessment of humoral homeostasis indices, the estimation of the
lymphoma phenotype in percentages of this by labeling Ac - monoclonal lymphocytes by the
indirect method, comparing them for a deductive analysis.

Novelty and scientific originality: Analysis of immunological and immunophenotypic
data depending on the treatment applied and the number of PCHT treatments used, will provide
the opportunity to optimize the therapeutic protocols applied with the use of new elements.
Recurrence of recurrences requires us to seek new PCHT treatment regimens with the inclusion
of specific drugs that would ensure the subsequent development of a target treatment.

The solved scientific problem: AcMo features are particularly important for the success
of therapy. The use of chimeric or human AcMo (which has a higher half-life compared to
murine) will diminish immune rejection, facilitating the effectiveness of applied clinical action.

Theoretical significance and applicative value of the work: In order to detect early and
late recurrences, existing or emerging side effects and the occurrence of malignancy, it is
necessary to determine the percentages of lymphoma phenotype and peripheral Ig characteristics
to assess the immune status of oncohematological patients in order to increase the survival rate
and better use of the quality of life.
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ANEXA 1
ALGORITMUL DE DIAGNOSTIC SI MONITORIZARE IN TRATAMENTUL

PACIENTILOR CU LNH IN BAZA IMUNOFENOTIPARII INDIRECTE A
LIMFOCITELOR CU ANTICORPI MONOCLONALI SI A TESTELOR
IMUNOLOGICE
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