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Limfomul limfocitic cu celuld B — corelatii clinico-biologice, imunohistochimice si bio-moleculare

Introducere

Limfomul limfocitic cu celulda B (B-SLL) este forma tisulara (predominant ganglionara)
a leucemiei limfoide cronice B (B-CLL), un neoplasm al limfocitului B matur dar inert din
punct de vedere imunologic. Cele doua entitati sunt malignitati indolente si sunt considerate ca
fiind aceeasi boalda dar cu manifestari diferite, conform ultimei clasificari a Organizatiei
Mondiale a Sanatatii (OMS) a tumorilor hematopoietice si tesuturilor limfoide si a Grupului
International de Lucru pentru B-CLL [1,2]. Localizarile primare sunt reprezentate de sangele
periferic, splind, nodulii limfatici si mdduva hematogena. Limfocitele B maligne din B-CLL si
B-SLL au trasaturi patologice si imunofenotipice identice. Termenul de B-CLL se utilizeaza
atunci cand boala se prezinta ca afectare primara a sangelui periferic (acumularea limfocitelor
B monclonale >5 x 10°%/L) iar termenul de B-SLL este folosit cand procesul limfoproliferativ

este limitat la nivelul tesutului limfoid, in principal ganglionar.



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1. Etiologia si epidemiologia limfomului limfocitic B/leucemiei

limfoide cronice

1.1. Etiologia limfomului limfocitic B/leucemiei limfoide cronice

Etiologia exacta a SLL/LLC nu este cunoscuta. Factorii genetici par a fi principalii
factori In dezvoltarea acestei afectiuni mai mult decat factorii de mediu. Un numar limitat de
factori de risc corespund cauzelor ocupationale cum ar fi expunerea la chimicale, radiatii si
tutun. Un risc crescut pentru dezoltarea SLL/LLC a fost raportat In cazul muncitorilor din
industria cauciucului si al celor cu expunere la benzen. Aceste asocieri nu au fost Insa

demonstrate.

1.2. Incidenta si prevalenta la nivel global si national

CLL/SLL este cea mai frecventa forma de limfoproliferare cronica a adultului in tarile
Vestice, reprezentand aproximativ 25-35% din formele de leucemie din Statele Unite (US) [3].
In Europa, incidenta bolii este de 4.2:100 000/an si creste la >30:100 000/an la varsta de >80
ani [4]. In apoximativ 10% din cazuri boala se prezinti ca afectare nodald primara asemenea
limfomului non-Hodgkin; aceasta situatie reprezintd 5% din toate cazurile de limfom non-
Hodgkin.

Boala este diagnosticatd la persoane cu varste cuprinse intre 50-70 ani, cu o varsta
medie la diagnostic de 70 ani. Desi incidenta creste proportional cu varsta, boala poate fi

diagnosticata si la adultii tineri (30-39 ani) [5,6].

2. Fiziopatogenia limfomului limfocit B/leucemiei limfoide cronice

SLL/LLC deriva din limfocitul B matur cu fenotip CD5+, dar prezintd o heterogenitate
intrinsecd care reflectd diferente de ontogenie, program epigenetic si expunere antigenica.
Limfocitul B este incompetent din punct ce vedere functional, arestat in calea de diferentiere.
Ca urmare a analizelor de expresie genica si metilare genomicda au fost delimitate trei

subgrupuri epigenetice si anume — celule naive (naive-like cell, n-CLL), intermediar (i-CLL)
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si celule cu memorie (memory-like, m-CLL) care au corespondente legate de statutul de
mutatie hipersomatica la nivelul regiunii variabile a lantului greu de imunoglobulina (IGHV)
— IGHV nemutant (U-IGHV) si IGHV mutant (M-IGHV) si de evolutia clinica. Aceste
subgrupuri sustin existenta unor traiectorii de transformare diferite (naive vs memory) ce pot
explica de ce unele clone sunt predominant anergice iar altele sunt proliferative si chemotactice

[7-9].

3. Diagnosticul limfomului limfocitic B/leucemiei limfoide cronice

LLC/SLL are un debut insidious. Majoritatea pacientilor nu prezintd simptomatologie in
stadiile incipiente de boald. Diagnosticul este pus intamplator ca urmare a unei hemograme
efectuate de rutind unde se evidentiaza o valoare crescuta a numarului absolut de limfocite sau
ca urmare a descoperirii unor adenopatii nedureroase.

Investigatiile paraclinice sunt efectuate atat in vederea stabilirii diagnosticului cat si
pentru evaluarea prognosticului deoarece managementul fiecarui pacient depinde de stadiul
bolii, de prezenta factorilor nefavorabili si de prezenta criteriilor de boala activa.

In cazul CLL suspiciunea clinica se ridica atunci cind hemograma evidentiazi prezenta
leucocitozei cu limfocitoza absolutd. Valorea limfocitelor este necesar sa fie >5000/microL (5
x 10°/L). Pe frotiul de sange periferic limfocitele sunt mici, aparent mature, citoplasma putini,
bazofild, nucleu dens, cromatind condensata, fara nucleoli vizibili; pot fi evidentiate umbrele
nucleare Gumprecht, caracteristice (limfocite maligne fragile).

In cazul pacientilor cu SLL, valoare limfocitelor poate fi normala sau foarte putin
crescutd; prin definitie, pacientii cu SLL au un numar absolut de limfocite <5000/microL (5 x
10°/L) in momentul diagnosticului [1]. Diagnosticul necesitd confirmare histopatologica din
biopsia de ganglion.

Stadializarea si incadrarea in grupe de risc pentru pacientii cu CLL se face cu sistemul Rai
respectiv Binet iar pentru pacientii cu diagnostic de SLL se foloseste stadializarea Ann Arbor

modificata Lugano.



4. Markeri prognostici si predictivi in limfomul limfocitic B/leucemia
limfoida cronica

Markerii prognostici si predictivi sunt variabile masurabile care se asociaza cu evolutia
si rdspunsul bolii. Unii markeri pot fi cu rol atat prognostic cat si predictiv.

Markerii prognostici se asociaza cu evolutia clinicd (ex. supravietuire fard progresie de
bold, supravietuire globald) indiferent de tipul de tratament. Acesti markeri sunt indicatori ai
activitatii bolii, ai distributiei acesteia, ai ratei de crestere.

Principalii markeri cu uz clinic sunt reprezentati de:

» stadializarea clinica

» mutatiile TP53 si del(17p)

» statusul mutational al regiunii variabile a lantului greu de imunoglobulind

(IGHV)

» timpul de dublare al limfocitelor

» Dbeta2microglobulina

» Del(11q), del(13q), trisomia 12
Utilitatea clinicd a altor marker prognostici (CD38, ZAP-70, mutatiile NOTCHI1, BIRC3,
SF3B1) este inca neclara.

Markerii predictivi aduc informatii referitoare la raspunsul la o anumit terapie si astfel

au rol 1n alegerea tratamentului.

S. Tratamentul si raspunsul la tratament in limfomul limfocitic B/leucemia

limfoida cronica

O trasdtura a CLL/SLL este aceea ca nu toti pacientii necesitd tratament In momentul
diagnosticului. Pacientii asimtopatici, diagnosticati in stadii limitate de boala, Rai 0-II, Binet
A/B sau Ann Arbor I/Il sunt eligibili pentru perioada de urmarire, watch and wait, dat fiind
faptul ca boala are o evolutie In general indolenta iar trialurile clinice cu abordare terapeutica
precoce nu au demonstrat avantaje in ceea ce priveste supravietuirea, fie cd s-a utilizat
chimioterapia sau terapiile tintite [2].

Tratamentul este indicat pacientilor cu boald activd, conform ghidurilor Grupului
Inernational de lucru pentru leucemia limfoida cronica (iwCLL) [2]. Termenul de boala activa

este definit de progresia insuficientei medulare evidentiatdi de agravarea anemiei sau
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trombocitopeniei, progresia adenopatiilor sau a splenomegaliei, limfocitoza progresiva cu o
crestere >50% in doud luni sau timpul de dublare al limfocitelor <6 luni, complicatii
autoimmune cu raspuns deficitar la corticoterapie, afectare extranodala functionald sau
simptomatica, prezenta simptomelor B legate de boald (scddere ponderala involuntara >10%
in ultimele 6 luni, ECOG >2, febra neinfectioasa, transpiratii nocturne in afara infectiei). O
valoare a hemoglobinei < 11 g/dL sau a trombocitelor <100 x 10°/L reprezinti de obicei
indicatie de initiere a tratamentului. Numarul absolut de limfocite nu este singur un criteriu de
initiere a tratamentului Tn absenta simptomelor si a afectarii medulare [2]. Cu toate acestea, o
valoare a leucocitelor >200,000/mmc poate servi ca indicatie terapeutica din cauza riscului
crescut pentru sindromul de hipervascozitate (ex. accidente ischemice tranzitorii).

In cazul pacientilor care sunt eligibili pentru initierea tratametului specific, o serie de factori
influenteaza decizia terapeutica si alegerea agentilor terapeutici: varsta, statusul de performanta
si comorbiditatile, prezenta mutatiilor in gena TP53 sau a del(17p), statusul mutational IGHYV,
preferinta pacientului si scopul terapeutic.

Pentru pacientii cu stadii limitate de boala si asimtomatici, standardul este reprezentat de
observare si urmadrire clinicd si paraclinica. Aceastd abordare are la baza o serie de studii clinice
randomizate si meta-analize care au demonstrat ca nu exista beneficii clinice care sd impuna
nesesitatea de tratament si un trial randomizat dublu-orb placebo-controlat privind ibrutinib
versus observatie care a evidentiat o crestere a toxicitatilor si o supravietuire globald similara
[10-13].

In cazul pacientilor diagnosticati cu SLL localizat, cu afectarea unei singure arii
ganglionare si asimtomatici se recomandd de asemenea urmadrirea si observarea decat terapie
sistemica sau radioterapie (RT). Datele cu privire la radioterpie au la baza studii retrospective,
pe serii mici de pacienti [14].

Pentru toti pacientii eligibili pentru tratament este indicatd si Incurajata includerea in
trialuri clinice. Atunci cand aceastd varinata nu este disponibild, tratamentul este ales conform
protocoalelor nationale si internationale (NCCN, ESMO) [15,16]. Data fiind disponibilitea
pentru o serie de agenti terapeutici specifici, cu diferite mecanisme de actiune si toxicitati,
alegerea este influentatd atat de factori dependenti de boald cét si de profilul pacientului
(comorbiditati, comedicatie, preferinta pacientului, disponibilitate si estimarea aderentei la
tratament). Din punct de vedere al riscului genetic, evaludrile necesare inaintea oricarei linii de
tratament cuprind statusul mutational TP53 si del(17p) si de asemenea statusul mutational

IGHYV, daca nu este cunoscut [17,18].



Din punct de vedere al primei linii de tratament strategiile terapeutice sunt reprezentate
de terapia continud cu inhibitor de Bruton tirozin kinaza (BTKi) — Ibrutinib, Acalabrutinib,
Zanubrutinib, pana la progresie, terapie cu duratd limitatd cu inhibitor de BCL2 (BCL2i)-
Venetoclax - Tn combinatie cu anticorp monoclonal anti CD20 — Obinituzumab, pentru 12
cicluri sau 3 cicluri de Ibrutinib monoterapie urmata de ibrutinib-venetoclax fie pentru 12
cicluri [16].

Chimioimunoterapia (CIT) cu duratd limitatd cum ar fi regimul fludarabina-
ciclofosfamida-rituximab (FCR) poate fi luatd in considerare doar in cazul pacientilor cu un
profil genetic favorabil definit de IGHV mutant si fard anomalii ale genei TP53 si aditional un
kariotip non-complex definit de prezenta a mai putin de 5 aberatii cromozomiale si daca
terapiile tintite nu sunt rambursate [16, 19]. Supravietuirea fara progresie de boald (PFS) este
mai scazuta in cazul chimioimunoterapiei comparativ cu terapiile tintite, dar acest lucru nu a
fost demonstrat si pentru supravietuirea globald (OS) in majoritatea studiilor [20,21].

Desi chimioterapia este o optiune pentru pacientii fit, tineri, cu profil genetic favorabil,
prima optiune terapeutica trebuie sd fie reprezentatd de terapiile tintite, date fiind rezultatele
superioare privid supravietuirea fira progresie de boali si supravietuirea globala. in momentul
alegerii optiunii terapeutice intre terapie fixd, ibrutinib-venetoclax sau venetoclax-
obinutuzumab, sau terapie continua cu BTKi, este preferata terapia fixa deoarece se asociaza
cu toxicitati reduse si reluarea tratmentului este posibild in momentul recdderii, cu limitarea
selectiei clonale si reducerea reactiilor adverse, in special pentru pacientii cu risc genetic
favorabil la care se aduce un beneficiu aditional cu privire la PFS [22,23,24].

Pacientii cu anomalii ale TP53 (muatii/deletie) au indicatie de initiere a terapiei cu
BTKi dat fiind faptul ca datele raportate privind PFS sugereaza ca durata bolii controlate este
mai lungad cu terapiile continue.

In ceea ce priveste tratamentul bolii recizute/refractare, chimioterapia nu trebuie si fie
administrata deoarece se asociaza cu rate scazute a PFS si OS [25,26]. In cazul recaderilor dupa
CIT sau recaderi tardive dupa regimuri cu duratad fixa bazate pe venetoclax sunt disponibile
doud optiuni terapeutice si anume, terapie cu duratd fixd venetoclax-rituximab sau terapie
continua cu BTKi.

In ciuda faptului ca CLL si SLL sunt considerare identititi similare iar ghidurile
recomanda un management si o abordare similara a acestora, sunt putine date raportate despre
managementul real-world al SLL dat fiind ca aceasta entitate reprezintd doar 10-15% din
cazurile de CLL/SLL. Deasemena aceasta categorie de pacienti a fost exclusa din majoritatea

trialurilor clinice conduse pentru CLL dar in mod contrar acesti pacineti au fost inclusi in

6
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trialuri pentru limfoame non-Hodgkin indolente (NHL1) cum ar fi limfomul folicular, ceea ce

a dus la incertitudini In privinta managmentului SLL.



CONTRIBUTIA PERSONALA

1. Metodologia cercetarii

1.1 Scopul si obiectivele cercetarii

Am ales aceastd tema de cercetare deoarece limfomul limfocitic B, desi se identifica ca
fiind aceeasi boald ca leucemia limfoida cronicd, existd putine date si studii cu privire la
caracteristicile si managementul limfomului limfocitic pur.

Totodata, desi ghidurile nationale si internationale recomanda tratarea in mod similar
al afectiunii, fie ca se prezinta ca B-SLL fie ca B-CLL, [150, 151, 152, 153] studiile real-world
indica faptul ca majoritatea pacientilor cu B-SLL primesc tratamente si sunt abordati conform
protocoalelor asociate limfoamelor non-Hodgkin indolente (iNHL) [154-156 ]. Acest lucru are
la baza si faptul ca pacientii cu B-SLL au fost exclusi din trialurile clinice pentru LLC dar in
schimb au fost inrolati in trialuri pentru iNHL. Astfel, in perioada 1999-2020, din 56 de trialuri
clinice citate in ghidurile de tratament NCCN, pacientii cu B-SLL au fost inclusi in doar 38%
din studiile tintite LLC dar in schimb au fost inrolati in 16 trialuri non-LLC, pentru diferite
subtipuri de iNHL [157]. Excluderea pacientilor cu B-SLL din trialurile pentru B-CLL
determind o subevaluare si un management suboptimal al acestora dat fiind ca rezultatele
pacientilor cu prezentare leucemica sunt extrapolate la cei cu prezentare nodala, unde evolutia,
raspunsul la tratament, profilul de risc pot fi diferite. De asemenea este cunoscut faptul ca
pacientii cu B-CLL care prezinta deletia bratului scurt al cromozomului 17, (dell7p), au
prognostic negativ, o scurtare semnificativa a supravietuirii fara progresie de boald si a
supravietuirii globale si rezistanta la chimioterapie [158] dar evaluarea acesteia nu se practica
de rutind si in cazul B-SLL.

In cadrul tezei se va evalua prezenta dell 7p, expresia imunohistochimica a p53 si se va
urmari stabilirea relatiei Intre acesti markeri si parametrii clinici si biologici cu valoare
prognosticd, impactul asupra deciziei terapeutice, a raspunsului la tratament si evaluarea

vietii.
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Scopul cercetarii

Prezentul studiu isi propune sa evalueze, prin analiza clinico-morfologicd completata
de studii imunohistochimice si moleculare, validarea unor markeri cu valoare de diagnostic si
prognostic in limfomul limfocitar B nodal, in vederea imbunatatirii stratificarii riscului si

personalizarii managementului clinic.

Obiectivele cercetarii
1. Obiectivul primar
Descrierea si corelarea caracteristicilor clinico-biologice si morfologice ale pacientilor

cu SLL cu profilul IHC si molecular (p53 IHC, del(17p)), si relatia lor cu rezultatele clinice.

2. Obiective secundare

2.1 Evaluarea rolului IHC p53 (model de expresie si intensitate) si integrarea sa Intr-un
algoritm practic de prognostic

2.2 Determinarea implicatiilor prognostice si terapeutice ale profilului IHC/molecular
(p53 IHC si del(17p)), separat si in combinatie, asupra TTFT si PFS

2.3 Identificarea si validarea factorilor independenti asociati cu TTFT si PFS si
formularea de recomandari pentru personalizarea managementului, pe baza analizelor

multivariate.

1.2 Designul studiului si selectia pacientilor

Studiul a fost unul prospectiv observational, realizat pe un lot de 46 de pacienti care au
fost diagnosticati cu limfom limfocitic cu celuld B in cadrul serviciului de Anatomie Patologica
al Spitalul Clinic Judetean Constanta si tratati in cadrul sectiei Medicala II - Hematologie si
Medicali I. Studiul s-a desfisurat in perioada 01.01.2017-31.12.2022. Inrolarea pacientilor s-
a incheiat la 31.12.2022 iar urmarirea acestora s-a realizat pana la 31.12.2024.

Studiul de hibridizare fluorescenta in situ (FISH) si analiza imunohistochimica s-au
efectual in cadrul Centrului de Cercetare Dezvoltare pentru Studiul Morfologic si Genetic in
Patologia Maligna (CEDMOG) al Universitatii Ovidius Constanta.

Studiul s-a efectuat cu consimtdmantul informat si asumat al pacientilor respectiv cu

aprobarea Comisiei de Etica.



>
>

Criterii de includere

varsta peste 18 ani

pacienti diagnosticati cu B-SLL pe baza examenului histopatologic si
imunohistochimic si tratati in cadrul Compartimentului de Hematologie

material biologic adecvat: blocuri FFPE

dosar clinic complet minim: date demografice, stadializare, analize, tratamente,
urmarire

numairul limfocitelor clonale din sangele periferic mai mic de 5000/mm? sau mai mic
de 10000/mmc in absenta demnonstrarii clonalitatii

Criterii de excludere

varsta mai micd de 18 ani

pacienti diagnosticati cu alte tipuri de limfoame cu celule B

refuzarea semnarii consimtdmantului informat

1.3 Colectarea datelor

Datele au fost colectate prospectiv, din momentul primei vizite si ulterior pe tot

parcursul evolutiei pacientilor cu creearea bazei de date de studiu.

Examenul clinic a constat in evaluarea statusului general al pacientului cu scopul de a

calcula statusul de performantd conform Grupului Oncologic de Cooperare Estic (ECOG),

prezenta adenopatiilor externe, localizarea si dimensiunile acestora, prezenta hepatomegaliet,

a splenomegaliei, prezenta semnelor B de boala.

Investigatiile biologice si biochimice au avut in vedere
e valorile hemogramei (hemoglobind, leucocite cu formula leucocitara,
trombocite)
e evaluarea functiei hepatice prin valorile transaminazelor
e markeri hepatici virali (VHB, VHC) si serologia HIV
e cvaluarea functiei renale (creatinina, acid uric, uree)
e LDH-ul seric
e probe inflamatorii - VSH seric
e Dbeta-2-microglobulina serica

e test Coombs, bilirubina, reticulocite
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e sideremie, feritind, vitamina B12, acid folic

Dat fiind faptul ca pacientii cu SLL se prezinta cu boala nodala, imagistica s-a efectuat
prin CT gat-torace-abdomen-pelvis si a avut ca scop identificarea tuturor localizarilor nodale,
a celor extranodale si cunatificarea adenopatiilor. Tinand cont de faptul cad SLL este o afectiune
cu aviditate scazuta, pacientii nu au fost evaluati prin PET/CT.

Fiecare pacient a fost incadrat intr-un stadiu de boald conform clasificarii Ann-
Arbor/Lugano.

Decizia terapeutica — urmarire (watch and wait), chimioterapie, anticorpi monoclonali
in monoterapie sau in asociere cu chimioterapia, inhibitori de bruton-kinaza, radioterapie,
interventie chirurgicala.

Monitorizarea pacientilor cu vizite periodice, conform protocolului si evaluarea
raspunsului la tratament: raspuns complet, raspuns partial, boald stabild, progresie de boala.
Urmarirea pacientilor s-a realizat din momentul diagnosticului pana la sfarsitul perioadei de

studiu, conform protocolului.

1.4 Examenul histopatologic si imunohistochimic

S-a efectuat evaluarea expresiei p53 pe tesuturile FFPE deoarece este o metoda rapida
pentru testare si poate ajuta la identificarea pacientilor cu risc crescut (anomalii TP53). S-a
folosit anticorpul p53, clona DO-07, 1zotip 1gG2b,Kappa, cu pozitivare nucleara (anticorp p53
Zeta care reactioneaza atat cu forma mutanta a p53 cat si cu forma de tip wild type). Am folosit
o abordare pattern-based: wild-type = colorare nucleard variabila la 1-50% din celulele
tumorale; overexpression = colorare nucleard intensa, difuza, la >50% din celulele tumorale;
null = absenta completa a semnalului in celulele tumorale cu control intern pozitiv. Clasificarea
a urmat recomanddrile utilizate in practica de diagnostic a limfoamelor B mature;

,overexpression” si ,,null” au fost considerate pattern-uri anormale (,,mutant-like”).

1.5 Determinarea statusului genei TP53 prin tehnica FISH

Evaluarea dell7pi13.1 s-a efectuat prin tehnica de hibridizare fluorescenta in situ
folosind sonda specifica de locus pentru deletia genei TP53 (figura nr.3) (CytoCell for P53 gene
deletions - TP53 - LPS 037, Oxford Gene Technology IP Limited, UK)., pe sectiunile de tesut incluse

in parafina. Analiza probelor s-a realizat cu microscopul cu fluorescenta.
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1.6 Analiza statsistica si interpretarea datelor

Datele experimentale au fost prelucrate pe calculatorul personal cu ajutorul
programului Microsof Excel si al programului de prelucrare statistica MedCalc Sofiware
(licenta personala). Procedurile utilizate au fost: statistici descriptive (pentru caracterizarea
variabilelor categoriale si variabilelor numerice discrete/ continue definite la nivelul bazei de
date), Grafice, Teste statistice parametrice (Testul-t pentru compararea mediei a doua
esantioane independente), Teste statistice neparametrice (testul % al asociatiei, al legaturii,
dintre doua variabile categoriale, cu determinarea in anumite situatii a raportului de risc/sansa
OR si a riscului relativ Rr). In cazul variabilelor continue, pentru verificarea indeplinirii
conditiei de normalitate a fost utilizat testul Shapiro-Wilk (datoritd dimensiunilor mici a

etantioanelor n < 50). Nivelul de semnificatie ales a fost a = 0.05 pentru toate testele utilizate.

2 Rezultate obtinute

In momentul diagnosticului, varsta medie a fost de 65 ani, cu o varstd minima de 36
ani si o varsta maxima de 77 ani. Lotul de studiu a cuprins un numar de 16 femei (34,78%) si
30 de barbati (65,2%).

Se remarca incidenta mai scazutd a diagnosticului de B-SLL in cazul sexului
feminin comparativ cu sexul masculin.

Din punct de vederea al statusului de performanta (ECOGQG), lotul studiat a cuprins
21 pacienti (63%) cu ECOG 0-1 si 17 pacienti (37%) cu ECOG >=2.

In functie de stadiul Ann-Arbor la diagnostic, lotul de studiu a cuprins 2 pacienti
in stadiul I (4.3%), 16 pacienti in stadiul II (34.8%), 23 de pacienti in stadiul III (50%) si 5
pacienti in stadiul IV (10.9%).

In lotul studiat, 18 pacienti (39.10%) au fost diagnosticati in stadii limitate de boala I/II
si 28 de pacienti (60.87%) au fost diagnosticati 1n stadii avansate III/IV, ceea ce evidentiaza
faptul ca majoritatea pacientilor au fost diagnosticati in stadii avansat de boald. Analiza
cazurilor a evidentiat cd in momentul diagnosticului 12 pacienti (26.1%) au prezentat semne
generala de boald (scadere ponderald involuntard in ultimele 6 luni, transpiratii profuze sau
febra neinfectioasa) si 34 dintre acestia (73.9%) nu au prezentat semne B. Prezenta semnelor
generale de boala In momentul diagnosticului se coreleaza cu stadiul bolii. Astfel ca la pacientii

aflati stadii avansate au asociat si semne generale de boala — 8 pacienti cu stadiul III au
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prezentat la diagnostic semne B si 4 pacienti diagnosticati in stadiul IV au prezentat semne B.
In stadiile limitate nici un pacient nu a asociat semne B la diagnostic, chi-squared 14.79,df=3,

p=0.002.

In momentul diagnosticului, in lotul studiat, 20 de pacienti (43,47%) s-au prezentat cu
dimensiuni normale ale splinei si 26 de pacienti (56,52%) au asociat splenomegalie de grade
variabile. Din punct de vedere al splenomagaliei se poate observa faptul ca aceasta a fost
prezenta la 25 de pacienti (89.28%) din subgrupul cu boald avansatd spre deosebire de
subgrupul pacientilor cu boald limitatd unde doar un singur pacient a asociat prezenta
splenomegaliei la diagnostic astfel cd se poate stabili o asociere intre prezenta splenomegaliei
si stadiul bolii (Chi-Square =30,5, df=1, p<0,0001, semnificativ statistic).

Hepatomegalia a fost prezentd, in momentul diagnosticului, la 22 dintre pacienti
(47.82%) in timp ce 24 dintre pacienti (52.17%) nu au prezentat hepatomegalie.

In functie de scorul de prognostic international, lotul de studiu a cuprins 9 pacienti
(19.6%) care se incadreaza in grupa de risc scazut (IPI 0-1), 12 pacienti (26.1%) in grupa de
risc intermediar-scazut (IPI 2), 20 de pacienti (43.5%) in grupa de risc intermediar-crescut
(IPT 3) s1 5 pacienti (10.9%) in grupa de risc crescut (IP1 4).

Majoritatea pacientilor cu stadii limitate de boald la diagnostic prezinta un status de
performantd ECOG de 0 sau 1, 38,89% respectiv 55,56% si doar un numar mic de pacienti au
prezentat un ECOG >=2, 5,56%. In schimb, in stadiile avansate de boala majoritatea pacientilor
au prezentat un ECOG >=2, 57,14%. ECOG 0 au prezentat doar 10,71% dintre pacienti si
ECOG 1, 32,14% dintre pacienti. Exista o asociere semnificativ statisticd intre ECOG si stadiul
bolii, cu o valoare a p<0,0013, Fisher exact p=0,0004.

In lotul studiat, au fost identificati 16 pacienti (34,78%) care au prezentat la diagnostic
adenopatii cu dimensiuni<5cm si 30 de pacienti (65,21%) care au prezentat adenopatii cu
dimesiuni > Scm. In stadiile limitate de boald 77,78% dintre pacienti (14) au avut adenopatii
<Scm si doar 22,22% (4) au avut adenoptii >5cm; in stadiile III/IV majoritatea pacientilor au
asociat prezenta de adenopatii >5cm (26 de pacienti, 92,86%). Acest lucru evidentiaza o
diferenta semnificativa statistic cu o valoare a p<0,0001 Chi-squared=23,57, df=1, Fisher exact
p=0,000001.

Din punct de vedere al comorbiditatilor, 9 pacienti (19.6%) au prezentat un scor de
0-1, 22 de pacienti (47.8%) au prezentat un scor de 2-3 si 15 pacienti (32.6%) un scor >=4. in
stadiile limitate de boala majoritarea pacientilor au prezentat un scor de comorbiditati <=3 spre

deosebire de pacientii cu stadii avansate de boala care au avut un scor de comorbiditate >=4.
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In lotul studiat, 28 de pacienti (60.86%) au prezentat anemie in momentul
diagnosticului, dintre care, 21 (75%) au avut o valoare a hemoglobinei mai mica de 10g/dl.
Valoarea minima inregistratd a fost de 5g/dl cu o valoare maxima de 16,2g/dl. Valoarea medie
a fost de 10,74g/dl, cu o deviatie standard de 2,54 (Shapiro-Wilk test W=0,98).

In stadiile avansate ITII/TV se regiseste un procent mai mare de pacienti cu valoare a
hemoglobinei mai micd de 10g/dl (60,7%) comparativ cu stadiile I/II unde 83,3% din pacienti
au avut o valoare a hemoglobinei mai mare de 10g/dl. Astfel ca valoarea hemoglobinei este un
factor de prognostic negativ in diagnosticul si evolutia cazurilor avand semnificatie statistica
p=0,0001< a = 0.05, r=0,64, 95% CI=-0,78 — 0,42. Exista o asociere negativa semnificativa si
destul de puternica intre cele doud variabile, stadiul avansat de boald si prezenta anemiei.
Dintre pacientii care s-au prezentat cu anemie in mometul diagnosticului (60.86%), 15 au avut
anemie legatd de boala - 8 (28.6%) au avut ca si cauza anemia hemolitica autoimuna (AHAI),
7 (25%) au prezentat anemie secundara hipersplenismului si 13 (46.4%) au avut anemie de alte
cauze.

Din punct de vedere al distributiei in functie de stadiul bolii si valoarea
beta2microglobulinei la diagnostic se poate observa, conform datelor din grafic, ca pacientii in
stadiile I/I1 (94,44%) au avut o valoare a beta2microglobulinei<3,5mg/L spre deosebire de cei
din stadiile III/IV care au avut o valoare >3,5mg/L (78,57%). Astfel se pate stabili ca
beta2microglobulina este un factor de prognostic negativ, cu valoare semnificativa statistic
Chi-squared=22,85, df=1, p<0,0001. B2-microglobulina discrimineaza semnificativ intre
pacientii cu stadii Ann-Arbor I/II si cei cu stadii III/IV, cu o arie sub curba (AUC) de 0,876
(95% CI: 0,78-0,95; p < 0,001). Pragul optim determinat prin criteriul lui Youden a fost 3.5
mg/L, corespunzator unei sensibilitati de 85% si specificitati de 80%.

In lotul studiat, cei mai multi pacienti au prezentat o valoare crescuti a LDH-ului
(58,7%) la diagnostic iar in ceea ce priveste distributia In functie de stadiul bolii se poate
observa ca in stadiile incipiente majoritatea pacientilor au avut o valoare normald LDH-ului
(77,78%) spre deosebire de cei in stadii avansate, care au avut o valoare crescuta a LDH-ului
(82,14%) (chi-sqared=15,87, df=1, p<0,0001; Fisher exact p<0,0001). Dintre pacientii care s-
au prezentat la diagnostic cu adenopatii < 5cm, 12 (75%) au prezentat valori normale ale LDH-
ului seric s14 (25%) au prezentat valori crescute. Dintre pacientii care au avut adenopatii >5cm,
7 (23.33%) au asociat valori normale ale LDH-ului seric si 23 (76.66) au asociat valori crescute,
chi-squared 11.24, df 1, p=0.0008, fisher exact p=0.001.

In functie de dimensiunea adenopatiilor la momentul diagnosticului, majoritatea

pacientilor cu adenopatii <5 cm au asociat valori normale ale beta2microglobulinei serice, 13
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pacienti (81.25%), si doar 3 pacienti (18.75%) au avut valori crescute. In cazul pacientilor cu
adenopatii >5cm, 20 dintre acestia (66.66%) au asociat valori crescute si 10 (33.33%) au avut
valori normale ale beta2microglobulinei serice, chi-scuared 9.3, df 1, p=0.002, fisher exact
p=0.004. Beta2-microglobulina discrimineaza semnificativ Intre pacientii cu adenoapatii>5Scm
si cel cu adenopatii <5cm, cu o arie sub curbda (AUC) de 0,807 (95% CI: 0.664 - 0.909; p <
0,001). Pragul optim determinat prin criteriul lui Youden a fost >3.2 mg/L, corespunzator unei
sensibilitati de 80% si specificititi de 81.25%.

In functie de abordarea terapeutici in momentul diagnosticului 12 pacienti (26.1%) nu
au necesitat tratament (abordare tip watch and wait) iar restul de 34 (73.91%) au necesitat
initierea terapiei - 20 dintre pacienti (43.5%) au primit tratament bazat pe anticorp monoclonal
(mAD) asociat chimioterapiei (CIT), 9 pacienti (19.6%) au primit chimoterapie si 5 pacienti
(10.9%) au primit inhibitori de brutontirozinkinazd (BTKi). Din cei 34 de pacienti care au
necesitat initierea tratamentului, 15 (44.1%) au obtinut un raspuns complet si 19 (55.9 %) au
fost non-responsivi. In cazul pacientilor care au necesitat initierea tratamentului, raspunsul la
tratament a variat In functie de tipul terapiei: in grupul pacientilor care au beneficiat de
chimioterapie 2 au obtinut rdspuns complet vs 7 cu non-raspuns complet; dintre pacientii care
au primit anticorp monoclonal 1n asociere cu chimioterapie, 8 au obtinut un raspuns complet
vs 12 cu non-raspuns complet iar in cazul celor 5 pacienti care au beneficiat de terapie tintita
(BTKi) acestia au obtinut un raspuns complet la tratament. Exista asociere semnificativa intre
tipul de tratament si obtinerea raspunsului complet, chisquared 8.22, df 2, p=0.01.

Cazurile clinice incluse in studiu (n=46) au fost exclusiv cazuri de SLL nodal
confirmate pe biopsie ganglionara, definite prin stergerea difuzd a arhitecturii si prezenta
obligatorie a centrelor de proliferare (pseudofoliculi) la examenul hematoxilina eozina. Nici o
biopsie nu a fost clasificatd ca limfocitozdA monoclonala B nodala (CLL/SLL-like
proliferation/in situ) care este definitd de infiltrate tisulare limitate, cu arhitectura pastrata si
fara centre de proliferare. Colorarea IHC p53 a fost evaluata pe campuri reprezentative, evitand
necroza si artefactele. Supraexpresia p53 a fost definitd ca semnal nuclear intens (2-3+) in
>40% dintre celulele tumorale, ne-restrans la centrele de proliferare. Patternul ,,null” a fost
definit ca lipsa colorarii in celulele tumorale in prezenta unui control intern adecvat. Cazurile
cu pozitivitate mozaicatd, slaba/moderata sub acest prag au fost considerate p53 ,,wild-type” si
nu au fost Incadrate ca supraexpresie.

In functie de tipul expresiei imunohistochimice a lui p53, conform datelor din grafic,
se observa ca 26 de pacienti (56.5%) au avut o expresie de tip wild-type (normald), 11

pacienti (23.9%) au avut o expresie de tip nul si 9 pacienti (19.6%) au avut o expresie de tip
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overexpression. Raspunsul pacientilor la tratament diferd in functie de tipul expresiei IHC a
lui p53. Astfel, in cazul pacientilor cu expresie aberanta (nul/overexpression), 3 au obtinut
raspuns complet si 17 non-raspuns complet. Dintre pacientii cu expresie de tip wild type, 12
au obtinut raspuns complet, si 2 non-raspuns complet. Chi-squared 16.21, df 1, p=0.0001.

In lotul de studiu, testarea pentru del(17p) a evidentiat prezenta acesteia la 14 pacienti
(30.43%). Restul de 32 de pacienti (69.56%) nu au asociat prezenta del(17p). Pacientii care au
necesitat initierea tratamentului (73.91%) au avut raspuns diferit in functie de prezenta sau
absenta del(17p). In rAndul pacientilor la care a fost identificata prezenta del(17p), doar 3 (20%)
au obtinut raspuns complet vs 12 (80%) cu non-raspuns complet. Pacientii care nu au avut
del(17p), 12 (63.15%) dintre ai au obtinut un raspuns complet si 7 (36.84%) non-raspuns
complet, chi-squared 6.147, df 1, p=0.013. Toti pacientii care au asociat prezenta del(17p) au
avut o expresie imunohistochimici a lui p53 de tip aberant. In cazul pacientilor care nu au avut
del(17p) identificatd FISH, 26 au avut o expresie a p53 de tip wild type si 5 au avut o expresie
de tip aberant, chi-scuared 28.306, df 1, p<0.0001.

In analiza Cox multivariatd (N=46; 34 evenimente), atit p53 IHC aberant cat si del(17p)
s-au asociat independent cu TTFT mai scurt (A—2LL=34,09; df=2; p<0,0001). Ajustat reciproc,
p53 IHC aberant a avut HR 3,23 (IC95% 1,10-9,49; P=0,033), iar del(17p) prezent HR 5,75
(IC95% 1,70-19,40; P=0,0049). C-index 0,742 (IC95% 0,695-0,788).

Ambele variabile sunt predictori independenti ai initierii rapide a tratamentului.
del(17p) raméne un semnal foarte puternic; p5S3 IHC aberant adauga risc in plus, captand
probabil si cazuri cu mutatii TP53 fard deletie. Rezultatul este coerent cu analizele univariate:

mediane foarte scurte la del(17p)+ si/sau p53 aberant.
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3 Concluzii

In cazul limfomului limfocitic B, prezentarea clinici si evolutia sunt dependente de
incarcatura tumorald. Adenopatiile mari (=5 cm) si splenomegalia s-au concentrat in cazurile
cu boala avansatd si s-au asociat cu necesar mai timpuriu de tratament si PFS mai scurtd. Stadiul
Ann Arbor/Lugano rdmane relevant deoarece boala in stadii avansate a avut o evolutie net
inferioara fata de stadiile limitate, sustindnd utilizarea sistematica a stadializarii si a imagisticii
complete la diagnostic si totodatd in urmadrirea raspunsului la tratament.

B2M reprezinta un marker seric cu valoare clinica pentru stratificarea pacientilor cu
limfom, putand discrimina eficient Intre stadiile incipiente si cele avansate ale bolii.

LDH — ul seric crescut desi nu este criteriu de initiere a tratamentului el este este un
indictor al bolii biologic active si poate ridica suspiciunea de transformare sau de ,,tumor
burden” crescut.

Anomaliile TP53 domina prognosticul negativ deoarece atat del(17p), cat si p5S3 IHC
aberant (nul/supraexpresie) au identificat pacienti cu TTFT si PFS mult mai scurte. Practic,
orice semnal TP53 trebuie tratat ca risc inalt.

Toti pacientii cu del(17p) au avut p53 IHC aberant, iar o parte dintre cei fara deletie au
prezentat tot pattern aberant ceea ce sugereaza cazuri cu mutatii TP53 fara deletie. In centre cu
acces limitat la NGS, combinarea FISH 17p + p53 IHC este un instrument de triere util pentru
evitarea chimioterapiei la pacientii cu risc nalt.

Raspunsul terapeutic reflecta biologia bolii astfel ca raspunsurile complete au fost mult
mai frecvente la pacientii cu p53 wild-type si fara del(17p). In schimb, pacientii cu disruptie
TP53 au raspuns slab la chemo(-imuno)terapie, ceea ce sustine alegerea terapiilor tintite ca
strategie de prima intentie in acest subgrup de pacienti.

Ponderea mai mare de utilizare a chimioterapiei singura sau asociata anticorpilor
monoclonali reflectd modul in care SLL este adesea manageriat ca iNHL desi standardul

terapeutic actual constd in regimuri fara chimioterapie pentru majoritatea pacientilor.
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4 Originalitatea tezei

Teza se remarca prin faptul ca:

» Este primul studiu prospectiv din Romania dedicat SLL care integreaza sistematic
evaluarea clinicd, paraclinica si imagistica (stadializare completd conform practicii
curente) Intr-o cohorta consecventa.

» Elementul sau distinctiv este componenta translationald prin prisma faptului ca in
contextul accesului limitat la NGS, s-a urmdrit implementarea si utilizarea
standardizata p53 THC (pattern-based) ca marker surogat al alterarilor TP53 (mutatii),
evaluata 1n paralel cu FISH pentru del(17p) pe tesut FFPE. Aceasta combinatie permite
identificarea precoce a pacientilor cu risc inalt, evitd initierea neadecvatd a
chimioterapiei la cazurile suspecte cu anomalii TP53 si ghideaza orientarea catre terapii
tintite.

» Lucrarea propune un flux diagnostic practic p53 IHC si FISH TP53 usor de implementat
in centre cu resurse limitate, si standardizeaza evaluarea initiald prin includerea
consistentd a parametrilor clinici si de ,,tumor burden”.

» Prin aceastd abordare integrata si aplicabila in practica clinica, teza aduce o contributie
originala la Ingrijirea pacientului cu SLL in Romania si oferd un model replicabil la

nivel institutional si de retea.
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