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Rezumat

Imunofenotiparea de celule sanguine ne permite difinitivarea liniei celulare a limfomului malign, precum si a zonei de
afectare. Diagnosticul limfoamelor maligne B-celulare poate fi stabilit cu certitudine prin imunofenotipare si imunohis-
tochimie. Investigatii suplimentare de citogenetica si biologie moleculara sunt imperative pentru un diagnostic complet.
Imunofenotiparea este absolut indispensabild in diagnosticul actual al limfoamelor, deoarece clasificarea moderna a aces-
tora se bazeaza pe determinarea liniei B sau T/NK si etapei de diferentiere a limfoamelor maligne, precum si a zonei de
afectare. Grupul nostru de studiu este constituit din 32 de pacienti cu limfom malign non-Hodgkin nedeterminat, 32 din
cazuri cu limfoame maligne B-celulare (100%), 24 din cazuri de limfom limfoblastic cu celuld mica (75%), 6 cazuri de
limfom cu celula B precursoare (18,75%), 2 cazuri cu limfom malign non-Hodgkin folicular (6,25%). Caracteristica cer-
cetdrii s-a suprapus, in linii mari, cu datele din literaturd precum ca in 85% din cazuri de limfom malign sunt limfoamele
B-celulare limfoblastice. Concluzii finale sunt prematur de apreciat, lotul fiind incomplet, iar corelarea fiecarui factor cu
supravietuirea si raspunsul la tratament este absolut necesar pentru niste constatari pertinente.

Cuvinte-cheie: Limfom malign; Imunofenotipare; Imunohistochimie; B-, T/ NK — celule; Limfom non-Hodgkin

Summary. Phenotypic differentiation of malignant lymphoma cell line.

Immunophenotyping of blood cells allows the completion of the malignant lymphoma cell line and the area of
damage. Diagnosis of malignant B-cell lymphomas can be established with certainty by immunophenotyping and im-
munohistochemistry. Further investigation of cytogenetic and molecular biology are mandatory for a complete diagnosis.
Immunophenotyping is absolutely essential in the current diagnosis of lymphoma as their new classification is based on
the determination of line B or T / NK on the phase of differentiating malignant lymphomas and the area of damage. Our
study group consists of 32 patients with undetermined non-Hodgkin malignant lymphoma, 32 cases of lymphoma, B-cell
malignancies (100%), 24 cases of small cell lymphoblastic lymphoma (75%), 6 cases of B-cell lymphoma precursory
(18,75%), 2 cases with follicular non-Hodgkin’s malignant lymphoma (6,25%). The peculiarities of the investigation
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coincided broadly with literature data and that there are B cell lymphoblastic lymphoma in 85% of malignant lymphoma
cases. A final conclusion is premature to estimate, the lot being incomplete and the correlation of each factor with the
survival and response to the treatment is absolutely necessary for some substantial observations.
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Pesome. @enorunuyeckas qugdepeHnanysa KJIeTOYHON JINHUH 3710KA4eCTBeHHOI MM (OMBI.

HNmmyHO(deHOTHITMPOBaHKE KIETOK KPOBH MO3BOJISIET AUddepeHInpoBars KIETOYHbIE JTHHUHU 3J10Ka4eCTBEHHOMN
TuM(pOMBI U 00JIACTH MOBPEXACHHS. JJMarHOCTHKA 3JI0KAYECTBEHHBIX B-KIICTOYHBIX JTUM(POM MOXKET OBITH YCTaHOB-
JIEHa MIPU TOMOIIM UMYHO(DEHOTUITMPOBAHUS U UMMYHOTHCTOXUMUH. JlanbHeiie ncciieloBaHus IIATOTeHETHIECKHe
1 MOJIEKYJISIpHBIE Oy/TyT HEOOXOAMMBI JJIsl 3aBEPIICHNUS THAarHOCTUKA. VIMyHO(DEHOTHITPOBaHKE SIBIISIETCS a0COIIOTHO
HEOOXOAUMBIM JUISL IUarHOCTHKH JTUM(POM, IIOTOMY YTO CETO/IHS UX KJIacCU(HKALMI OCHOBAHA Ha OIIPE/ICIICHHH JIMHUH
B-wnu T/ HK n ux craguii nuddepeHunpoBKy 3110Ka4eCTBEHHBIX TUM(OM U TUIOMIAlb TOBpekaeHus. bbuio mpoaHna-
JIU3UPOBAHO 32 OOJIBHBIX CO 3JI0KAYE€CTBEHHBIMH HOH-XO/KKHWHCKUMH HEONpPEeAeIeHHBIMU TuMpomMaMH, 32 cirydaeB
3710Ka4eCcTBEHHBIX B-kinerounsix mumdpom (100%), 24 ciydast MEIKOKIETOYHBIH TMM(OOIacTHON TUM(OMBI, KOTOpBIE
npencrasisuid 75%, 6 ciiydaeB mpeamiecTBeHHUKA B- kierounsiii mumpom — 310 18,75%, 2-x ciyuasx (6,25%) —
(b OITMKYISIPHOH 3JI0Ka4eCTBEHHON JTMM(OMBI HOH-XO/DKKHHA. XapaKTePUCTUKU HCCIEJOBAaHUS COBIAIN IIPUMEPHO C
JUTEPATypHBIMU TaHHBIMH, 4TO B 85% cilydaeB 31I0Ka4eCTBEHHOH B-kieTounsie TuM(OMBI sBistoTCs Jumdoobiact-
HbIMHU JIuMpomamu. OKOHYATEIbHBII BHIBOJ MPEKACBPEMEHHO OIICHUBATh, TAK KaK MUCIBITYEMbIX ObLIO MaJo, U COOT-
HOIIIEHNWE KaXJ0ro (akTopa BEDKMBAHMS M OTBETA HA JICUCHHE SIBIISICTCS A0COIIOTHO HEOOXOAUMBIMH IS 3aKITIOYCHNUS

KaKux-110o BBIBOJIOB.

KaroueBble ciioBa: 3nokadectBenHas Jmmdoma; Mmynodenornnuposanns; B- T/HK- kierku; UmmyHorucroxu-

mun; JTumpombl HOH-X0MKKHHA

Actualitati

Limfoamele maligne sunt tumori care se dezvol-
ta din celule limfoide situate extramedular. Termenul
de limfom malign a fost propus de Billroth in anul
1871. Limfoamele maligne ocupa un loc semnificativ
in cadrul hemoblastozelor, constituind in majoritatea
tarilor 40% din toatd grupa de hemoblastoze. In Re-
publica Moldova limfoamelor maligne le revine 50%
din toate formele de hemoblastoze. Ultimii ani au fost
marcati de dezvoltarea unor noi metode de hemato-
logie de cercetare: imunofenotipare, imunohistochi-
mie, genetica moleculard, care, impreuna cu studiile
morfologice au contribuit la o Intelegere mai buna a
mecanismelor patogene ale NHL. Acest lucru se re-
flectd in clasificarea actuald a limfoamelor (clasifica-
rea Limfomul Grupul de studiu european-american,
1994, clasificarea tumorilor de tesuturi hematopoieti-
ce si limfoide, OMS, 2001, 2008).

O importanta deosebita 1n acest aspect o are teoria
noud de patogenie a limfoamelor maligne, conform
careia ele se dezvoltd unifocal. Focarul primar tumo-
ral apare 1n ganglionii limfatici sau extranodali (ine-
lul limfatic Waldeyer, tractul gastrointestinal, oase,
splind etc.), din cauza caruia procesul patologic se
raspandeste In organism in anumitd consecutivitate.
Aceste date au fost folosite in elaborarea unor princi-
pii noi de tratament, care in stadiile incipiente asigura
vindecarea pacientilor.

Limfoamele maligne determinate histologic pot
avea aspecte diferite cu exprimare simptomatica cli-
nica, iar o agresivitate de manifestare a lor face cla-
sificarea tumorilor limfoide imposibila prin folosirea
unui sistem de gradare generic bazat doar pe morfo-
logie.

Imunofenotiparea prezinta detectarea receptorilor
de membrana si intracelulari. Acesti receptori se pot
identifica prin anticorpi monoclonali specifici Tmpo-
triva lor, care se ataseaza prin fragmentul Fab. Anti-
corpii monoclonali sunt conjugati cu un fluorocrom,
care permite identificarea acestor anticorpi.

Imunofenotiparea este absolut indispensabila in
diagnosticul actual al limfoamelor, deoarece clasifi-
carea de azi a acestora se bazeazd pe determinarea
liniei B sau T/NK si etapei de diferentiere a limfoa-
melor maligne.

Determinarea imunofenotipului atipic permite
identificarea celulelor maligne chiar si in proportie
mica in proba analizatd. Mentiondm ca imunofenoti-
parea prin anticorpi monoclonali reprezinta o metoda
obligatorie in diagnosticul limfoamelor maligne prin
prisma clasificarilor moderne cu baza imunologica,
fiind unica metoda care permite identificarea clara a
liniei celulare, extrem de utilad in aprecierea prognos-
tica a bolii si a corectitudinii aplicarii tratamentului
pentru fiecare pacient in parte sau tratamentul perso-
nalizat.
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Scopul lucrarii

Identificarea parametrilor imunofenotipici ai
pacientilor cu limfom malign, limfom malign non-
Hodgkin si determinarea liniei celulare, marcarea
realizdndu-se cu anticorpi monoclonali din grupa B
— limfocite.

Se vor analiza in dinamica expresia unor antige-
ne de diferentiere limfoida, care si-au exprimat, mai
mult sau mai putin, acei anticorpi monoclonali in
determinarea liniei celulare care prezintd limfomul
malign non-Hodgkin si identificarea schemelor de
tratament cu efect optim de supravietuire si reducerea
procentului de malignizare (leucemizare) a limfoa-
melor maligne.

Material si metode

Studiul se efectueaza pe baza pacientilor internati
si tratati in sectia de hematologie oncologica a Institu-
tului Oncologic din Republica Moldova cu diagnos-
ticul de trimitere.

Metodele imunologice de diagnostic aplicate au
dus la izolarea T-, B-celule si celulelor NK (kileri na-
turali), 1n fiecare grup — mai multe variante (de celule
imunologic imature si mature). Mai tarziu, cu expre-
sia unor grupuri de diferentiere celulara, unele optiuni
au fost transformate in mai multe entitati de boli dis-
tincte: mediastinale (timusului), limfom primar din
celule-mari, limfom anaplazic cu celule mari ALK-
pozitiv si ALK-negativ. Doar o abordare cuprinzatoa-
re care se adreseaza special modelului morfologic si
foloseste panoul avansat imunologic de diagnostic de
anticorpi, care isi propune sa identifice markerii de
naturad T- si B-celulare, dar si antigenele pro-celulare,
ne va permite un diagnostic corect.

Imunofenotiparea indirectd va fi realizatd prin
marcarea celulelor cu ajutorul anticorpilor monoclo-
nali, conjugati cu marcatori fluorescenti. Acest panou
include anticorpi monoclonali: CD19 (B-limfocite);
CD20 (B-celule); CD22 (B-celule); CD23 (Celulele
B-activate); CD5 (T-limfocite mature); CD10 (ProB-
limfocite); HLA-DR (B-limfocite, T-activate); CD38
(B-celule, limfocitele activate); CD21 (B-celule);
CD15 (neutrofile).

Prin metoda imunologica se va stabili diagnosti-
cul final si se vor folosi criteriile cantitative de repre-
zentare a antigenelor asupra celulelor linii mieloide
si / sau limfoide care au fost elaborate in anul 2008
WHO, asa-numita clasificare Appendix.

Rezultate

Au fost examinati 32 de pacienti, cu un diagnos-
tic primar de limfom malign non-Hodgkin. Aplicarea
metodei de cercetare, imunofenotiparea indirecta, va
permite de a determina linia celulara a limfomului

malign: CD19 (B-limfocite); CD20 (B-celule); CD22
(B-celule); CD23 (Celulele B-activate); CD5 (T-lim-
focite mature); CD10 (ProB-limfocite); HLA-DR (B-
limfocite, T-activate); CD38 (B-celule, limfocitele
activate); CD21 (B-celule); CD15 (neutrofile); CD 25
(limfocitele activate). Din markerii aplicati cele mai
multe antigene de diferentiere limfoida si-au exprimat
CD20, CD23, CD38, CD19, precum si CD10, insa
mai rar CD25, CD15. La 16 din cei 22 de pacienti a
fost marcata expresia ridicata a antigenului CD20. In
4 din cazuri CD19 a avut expresia antigenului mode-
rat sau ridicat, 2 dintre pacienti cu expresii combinate
moderat sau ridicat de antigene CD10 si CD38.

Discutii

Ca urmare, din cele 32 de cazuri de limfoame
maligne non-Hodgkin analizate, in 24 de cazuri a
fost marcata expresia pronuntat ridicatd a antigenu-
lui CD20, cu diagnosticul de limfom malign non-
Hodgkin limfoblastic cu celuld mica, in 6 cazuri ex-
presia antigenului CD19 a fost moderata sau ridicata,
ceea ce ne sugereaza diagnosticul de limfom malign
non-Hodgkin cu celuld B precursoare, 2 cazuri sau
marcat cu expresii combinate sau ridicate moderat a
antigenelor CD10, CD38, cu diagnosticul de limfom
malign non-Hodgkin folicular.

Concluzii

e Imunofenotiparea de celule sanguine ne per-
mite difinitivarea liniei celulare a limfomului malign
precum si a zonei de afectare.

e Diagnosticul limfoamelor maligne B-celulare
nu poate fi stabilit cu certitudine decat prin imunofe-
notipare §i imunohistochimie. Investigatii suplimen-
tare de citogenetica si biologie moleculara sunt nece-
sare pentru un diagnostic complet. In prezent, in tar,
exista putine centre unde se face fenotipare. Nu exista
un registru al pacientilor cu LMNH B-celular si con-
sideram necesar realizarea acestuia pentru o evidenta
clard a pacientilor (de la diagnostic pana la sfarsitul
evolutiei bolii), pentru o Incadrare mai corecta a ca-
zurilor in functie de factorii de prognostic si o aborda-
re mai tintita terapeuticd axata pe o supravietuire mai
mare. Am studiat 32 de pacienti cu limfom malign
non-Hodgkin: 32 de cazuri de limfoame maligne B-
celulare dintre care 24 de cazuri limfom limfoblastic
cu celuld mica, in 6 cazuri limfom cu celula B precur-
soare, iar caracteristica cercetdrii s-a suprapus in linii
mari cu datele din literatura, incat in 85% de cazuri
de limfom malign existd limfoamele B-celulare lim-
foblastice.

e Concluziile finale sunt prematur de apreciat,
lotul fiind incomplet, iar corelarea fiecarui factor cu
supravietuire si raspunsul la tratament este absolut
necesar pentru constatari pertinente.
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