MD 1009 Z 2016.09.30

MD 1009 Z 2016.09.30

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuali

an 1009 a3 Z

(51) Int.Cl: GOIN 33/50 (2015.01)

(12) BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

(21) Nr. depozit: s 2015 0029
(22) Data depozit: 2015.03.02

(45) Data publicarii hotararii de
acordare a brevetului:
2016.02.29, BOPI nr. 2/2016

(71) Solicitant: NICORICI Aliona, MD

(72) Inventatori: MEREUTA Ion, MD; NICORICI Aliona, MD; STRATAN Valentina, MD

(73) Titular: NICORICI Aliona, MD
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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicind, in special la
oncohematologie si poate fi utilizatd pentru
determinarea  predispunerii  persoanei la
dezvoltarea limfomului non-Hodgkin.

Conform inventiei, metoda constd in aceea
céd la persoancle la care se determind genotipul
Arg/Arg al codonului genei XRCCI1

2
suplimentar se  determind i raportul
imunoglobulinelor IgM si IgG si In cazul in
care raportul constituie 0,03...0,24, se constatd
predispunerea  persoanei la  dezvoltarea
limfomului non-Hodgkin.
Revendicari: 1



(54) Method for determining the susceptibility of a person to the development of

non-Hodgkin lymphoma

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to hematology and can be used for
determining the susceptibility of a person to
the development of non-Hodgkin lymphoma.

According to the invention, the method
consists in the fact that persons in whom is
determined the Arg/Arg genotype of the

2
XRCC1 gene codon is additionally determined
the ratio of IgM and IgG immunoglobulins and
where the ratio is 0.03...0.24, it is established
the person’s susceptibility to the development
of non-Hodgkin lymphoma.
Claims: 1

(54) MeToa onpeaeeHus NPeApPACHOI0KEHHOCTH Y€JI0BEeKa K PA3BUTHIO

JauMGp oMbl HOH-XOTKKHH

(57) Pegepar:
1

W300peTeHne OTHOCHTCS K METHUITHHE, B
JaCTHOCTH K OHKOXEMATOIOTHH K MOXKET OBITH
HCIIONIB30BAHO IS OIPEICICHUS IIPEIpac-
IIONOKEHHOCTH ~ YEIOBEKa K  Pa3BHTHIO
UM (OMBI HOH- X O/KKHH.

CornacHo H300peTEeHUI0, METO, COCTOHT B
TOM, YTO Y JHIl, Y KOTOPBIX OIPEICIIOT
regotuir  Arg/Arg xomona rema XRCCI,

2
JIOIIOJIHUTEIILHO OHPEICIAIOT U COOTHOIICHUE
ummyHornooynuuHoB IgM u IgG u B ciyudae,
xorma cootHomenue cocrasiger 0,03...0,24,
KOHCTaTHPYIOT —IPEAPACIOIOKEHHOCTh — He-
JIOBEKA K Pa3BHTHIO THM(OMBI HOH- X OJKKHH.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la medicind, in special la oncohematologie si poate fi utilizatd
pentru  determinarea predispunerii persoanei la dezvoltarea limfomului non-
Hodgkin.

Limfomul non-Hodgkin (LNH) este o forma de cancer care se dezvoltd in tesutul
limfatic - situat in diverse parti ale organismului: ganglioni limfatici, splind, timus,
vegetatii adenoide, amigdale si maduva osoasa.

Sistemul limfatic este o parte importantd a sistemului imun, joacd un rol esential
in apdrarea organismului contra infectiilor. Limfomul non-Hodgkin isi are originea
in tesutul limfatic, dar se poate raspandi si in alte organe.

Limfomul non-Hodgkin se imparte in doud categorii:

Limfom non-Hodgkin agresiv caracterizat prin rapiditatea cu care se divid
celulele neoplazice din ganglionii limfatici, necesitdnd tratament imediat. Fard un
tratament adecvat, speranta medie de viatd la pacientii cu limfom non-Hodgkin
agresiv este de la sase luni la 2 ani. Pacientii diagnosticati si tratati in stadiile
incipiente ale bolii au o sansd mai mare de remisie completd cu durata de cétiva ani
si 0 probabilitate mai micad de recurentd a bolii.

Limfomul non-Hodgkin indolent este caracterizat prin multiplicarea si
raspandirea mai lentd In organism a celulelor neoplazice, ceea ce face diagnosticarea
mai dificild. Pacientii pot trdi in medie 10 ani cu aceastd boald; un pacient cu limfom
non-Hodgkin indolent poate primi tratament de 5-6 ori pe parcursul vietii, pentru a
incetini progresia bolii. Tratamentele standard nu pot vindeca aceastd forma de
limfom.

Este cunoscutd o metodd de determinare a predispunerii persoanei la dezvoltarea
limfomului non-Hodgkin, care constd in aceea cd se¢ cerceteaza genotipul 399 al
codonului genei XRCCI si In cazul depistarii genotipului Gln/Gln se determind o
predispunere a persoanei la dezvoltarea limfomului non-Hodgkin agresiv, iar in
cazul cand se determind genotipul Arg/Arg se determind un risc minim de
predispunere a persoanei la dezvoltarea limfomului non-Hodgkin agresiv [1].

Dezavantajul metodei constd in aceea cd nu este certd in determinarea
predispunerii persoanei la dezvoltarea limfomului non-Hodgkin, intrucat chiar si la
persoanele la care se determind genotipul Arg/Arg, care este un indicator minim de
dezvoltare a maladiei, si la ele se pot dezvolta limfoame non-Hodgkin. Intr-un studiu
efectuat pe un lot de 26 de persoane la care s-a determinat genotipul Arg/Arg, la 7
din ele s-a dezvoltat limfomul non-Hodgkin.

Problema pe care o rezolvd inventia constd in extinderea gamei de metode
destinate determindrii predispunerii persoanelor la dezvoltarea limfomului non-
Hodgkin prin elaborarea unei metode, care ar permite cert determinarea
predispunerii la dezvoltarea limfomului non-Hodgkin.

Esenta metodei de determinare a predispunerii persoanei la dezvoltarea
limfomului non-Hodgkin constd in aceea cd la persoancle la care se determind
genotipul Arg/Arg al codonului genei XRCC1 suplimentar se determind si raportul
imunoglobulinelor IgM si IgG si in cazul in care raportul constituie 0,03...0,24, se
constata predispunerea persoanei la dezvoltarea limfomului non-Hodgkin.

Rezultatul inventiei constd in aceea cd datoritd metodei revendicate se poate de
determinat cert predispunerea persoanelor la dezvoltarea limfomului non-Hodgkin.

Datoritd metodei elaborate se poate cert de determinat predispunerca la
dezvoltarea limfomului non-Hodgkin chiar si la persoanele la care se determind
genotipul Arg/Arg, care este un indicator minim de dezvoltare a maladiei non-
Hodgkin la pacientii cu genotipul Arg/Arg al genei XRCCI.

Metoda se efectueaza in felul urmator.

Din patul vascular se colecteaza 10,0 mL de sange, se evidentiaza ADN-ul, apoi
se efectueaza genotiparea polimorfismului Arg399Gin al genei XRCC1 care include
reactia de polimerizare in lant efectuatd cu ajutorul termociclerului automat
,Eppendorf” ce constd din 31 de cicluri, apoi se efectueaza analiza electroforeticd a
reactiei de polimerizare 1n lant pe un gel agarizat de 1,5% cu obtinerea fragmentelor
genel XRCCl, se efectueaza hidroliza cu endonucleaza de restrictie Mspl, timp de 3
ore la 37 °C, dupa care se face analiza electroforeticd pe mediu gelifiant agarizat de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 1009 Z 2016.09.30

4

1,5% a endonucleazei de restrictic Mspl si dacd se observa o fisie, atunci se
determind genotipul GIn/Gln, 2 fasii pe banda electroforeticd vorbesc despre
genotipul Arg/Arg, iar 3 fasii vorbesc despre genotipul Arg/Gln. La persoanele cu
genotipul Arg/Arg se determind cantitatea de IgM si IgG, dupd care se calculeaza
raportul dintre ele §i in cazul in care raportul constituie 0,03...0,24, se determind o
predispunere a persoanei la dezvoltarea limfomului non-Hodgkin.

Ca rezultat al cercetarilor efectuate s-a constatat ¢d odatd cu cresterea IgG si
micsorarea IgM 1n patul sanguin creste probabilitatea de dezvoltare la persoanele cu
genotipul Arg/Arg a maladiei limfomului non-Hodgkin, la fel s-a determinat si
raportul care cert indicd la aparitia riscului de dezvoltare a maladiei mentionate.
Analizele au fost efectuate pe un lot de 26 de pacienti, dintre care la 7 s-a depistat
genotipul Arg/Arg al genei XRCCI. La toti cei 7 pacienti au fost depistate rapoarte
IgM fatd de IgG in intervalul 0,03...0,24, iar la ceilalti 19 pacienti raportul a
constituit mai mult de 0,25.

In anul 1970, prin consens intre specialisti, Organizatia Mondiald a Sanatatii a
stabilit ca substantele cu proprietati de anticorp sa fie grupate in categoria
imunoglobulinelor, pornind de la faptul cé toate substantele din acest grup au functie
imuna si sunt cuprinse in fractia globulinica a serului.

Anticorpii sunt imunoglobuline care se sintetizeazd 1n organism dupd
patrunderea unui antigen §i au proprietatea de a se cupla specific cu antigenul
inductor si de a-1 anihila actiunea nociva, anticorpii sau Ig sunt produsul final al
reactiei imune (RIU).

Exemplu

Pacienta A., 51 ani, s-a adresat la centrul Consultativ Diagnostic al IOM la un
control profilactic. Bolnava In anamneza suferd de ulcer gastric de 8 ani, s-a depistat
infectarea cu Helicobacter pylori netratatd, cu 3 ani in urma a suferit o mastectomie
pe stanga, dupd care a suportat un curs de chimioterapie. Bolnava in cadrul IOM a
fost supusa examenului clinic §i paraclinic, ganglionii limfatici regionali nu se
palpau, iar in cadrul examenului paraclinic s-a efectuat radiografia cutiei toracice,
ultrasonografia organelor interne, analiza generald a sangelui, toate datele din
investigatii au fost in limitele fiziologice, complicatii legate de interventia suportatd
dupd mastectomie nu s-au depistat, apoi bolnava a fost examinatd la prezenta
genotiparii polimorfismului Arg399Gln al genei XRCCl1, s-a determinat prezenta
genotipului Arg/Arg, dupa care s-a determinat si cantitatea de IgM care a constituit
3,0 g/L si cantitatea de IgG - 25,0 g/L, raportul acestor imunoglobuline a constituit
0,12. Acest raport indicd o predispunere a persoanei cu prezenta genotipului
Arg/Arg la dezvoltarea limfomului non-Hodgkin. Bolnava a refuzat si trateze
infectia de Helicobacter pylori, dar §i sd urmeze o cura de tratament de sustinere si
peste 3,5 luni s-a adresat la centrul Consultativ Diagnostic al IOM cu acuze la
aparifia unui ganglion limfatic cervical pe dreapta, indolor, bolnava a fost investigata
clinic §i paraclinic, in cadrul investigarilor s-au efectuat:

Analiza generala a singelui date de referinta
Hemoglobina — 126 g/L. 137...175 g/LL
Eritrocite — 4,3 x10'%/L 4,63...6,1x 10° g/L.
Hematocrit — 44,3% 40...51%
Reticulocite — 1,84% 0,5...1,7%
Trombocite — 494,5 x10°/L. 163...380 x10°/L.
Leucocite — 11,54 x10°/L. 4,23...9,07x10°/L
Nesegmentate — 2% 0...2,5%
Segmentate — 54% 38...78%
Eozinofile — 3% 0,8...7%
Bazofile — 0,5% 0,1...1,2%
Limfocite — 34% 19...37%
Monocite — 5% 53...122%
VSH - 20 mm/ora 2...10 mm/ora

Volumul eritrocitar mediu — 84,9 fL 79...92,2 fL.
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Hemoglobina eritrocitara medie — 29,5 pg 25,7...32,2 pg
Concentratia medie a hemoglobinei — 34,8 g/dL. 32,3... 36,5 g/LL
Gradul de anizocitozd — 12,8% 11,6...14,4%
Volumul mediu al trombocitelor — 10,6 fLL 94...12.4 fLL
Analiza biochimica a singelui: datele de referinta
Proteina generald — 73,0 mmol/L 62,0... 80,0 mmol/L.
Albumina — 47,73 g/L. 34...48 g/L
Ureea — 5,76 mmol/L 1,33...11,9 mmol/L
Creatinina — 78,39 pmol/L. 61,9...106,2 umol/L
Bilirubina totald — 6,16 pumol/L 0...17 umol/L
Bilirubina conjugata — 1,95 umol/L 0...3,4 pumol/L
Bilirubina liberd — 4,207 pmol/L 13,6 umol/L
Glucoza — 5,23 mmol/L 4,1...5,9 mmol/L
ALAT - 60,52 U/L 5...41 UL
ASAT -23,62 U/L 10...50 U/L
Amilaza — 53,89 U/L 13...100 U/L
Lipaza — 32,86 U/L 13...60 U/L
Fosfataza alcalina — 78,58 U/L 40...130 U/L
GGTP - 48,15 U/L 10...71 U/L
C — proteina reactiva (PCR) — 9,52 mg/LL 0,1...5 mg/LL

A fost efectuatd biopsia ganglionului limfatic: Limfom non-Hodgkin varianta
limfoblastica si exulceratie profundd. Ganglioni limfatici regionali intacti.

Datele obtinute de la examenul clinic si paraclinic vorbesc despre debutul
maladiei non-Hodgkin, ceca ce confirmd datele obtinute cu 3,5 luni in urma,
persoanei i s-a prescris un tratament specific, complicatii dupd tratamentul specific
nu s-au inregistrat.
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