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Al Anti-CD20 monoklonsko protitelo rituksimab (R) je najbolj uveljavljeno biolosko zdravilo,
ki dokazano izboljsa celokupni odgovor (CO) na zdravljenje in celokupno prezivetje bolnikov z
limfomi celice B. Ker je bilo doslej opravljenih le nekaj raziskav na temo povezave med
izrazanjem antigena CD20 na rakavih celicah in uspehom zdravljenja limfomov celic B, je bil
namen naloge raziskati omenjeno povezavo pri bolnikih s folikularnim limfomom (FL). V prvem
delu smo ugotavljali povezavo med izrazenostjo CD20 in klinicno patoloskimi dejavniki ter
povezavo med stopnjo izrazanja CD20 in uspehom zdravljenja z R. V drugem delu raziskave smo
preverjali, ali se stopnja izrazanja antigena CD20 med zdravljenjem spreminja v odvisnosti od casa
in izbora zdravljenja V prvi del naloge smo vkljucili 74 bolnikov s FL, ki so bili v obdobju med
letoma 2005 in 2011 zdravljeni na OnkoloSkem nstitutu v Ljubljani (OIL) in pri katerih je bila
pred zacetkom zdravljenja narejena citopatoloska preiskava z imunofenotipizacijo s pretocmm
citometrom (IFC). V drugi del naloge smo vkljucili 12 bolnikov s ponovitvijo bolezni, pri katerih je
bila citopatoloska preiskava z IFC narejena tri ali veCkrat. Na podlagi rezultatov meritev vzorcev,
pridobljenih z aspiracijsko biobsijo s tanko iglo (ABTI), smo semikvantitativno dolocili intenziteto
izraZanja antigena CD20. Uc¢inkovitost zdravljenja smo ocenili s (CO), prezivetjem brez ponovitve
bolezni in celokupno prezivetje. Pokazali smo, da na prezivetje bolnikov s FL vpliva le starost nad
60 let (p < 0,028), medtem ko drugi klinicno patoloski dejavniki na prezivetje ne vplivajo. Pri 47
bolnikih, zdravljenih z R, smo dolo¢ili mejno vrednost izrazenosti antigena CD20 pri 30000
molecules of equivalent soluble fluorochrome (MESF) in potrdili, da je ta napovedni dejavnik, Ki
napoveduje boli§i CO na zdravljenje z R (p < 0,0001) in boljSe celokupno prezivetje (razmerje
tveganja [HR], 3,922; 95-% interval zaupanja [CI], 1,122—66,73 1, p = 0,041) pri bolnikih, ki imajo
CD20 izrazen nad mejno vrednostjo. Statistiéno znacilne razlike v preZivetju brez ponovitve
bolezni med skupinama bolikov z izrazenim antigenom CD20 pod in nad mejno vrednostjo nismo
ugotovili (HR = 0,0; 95-% CI = 0,003-36,930, p = 0,646). Mejna vrednost izrazanja CD20 pri
30000 MESF je poleg starosti pomemben napovedni dejavnik celokupnega prezivetja tudi pri vseh
74 bolnikih, vklju€enih v raziskavo. Pokazali smo tudi, da se izrazanje antigena CD20 s ¢asom
spreminja v dolo¢enem obmo¢ju in da so ta nihanja veéja, ¢e bolnika zdravimo. Ce je CD20 pred
prvim zdravljenjem izraZzen pod mejno vrednostjo, bo tudi po zdravljenju ostal izrazen pod njo.
Rezultati tako potrjujejo medsebojno povezavo izrazenosti CD20 ter odgovora na zdravljenje in
prezivetja bolnikov s FL. Mejno vrednost izrazenosti antigena CD20 bi bilo treba upostevati pri
nacrtovanju zdravljenja.
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AB  The anti-CD20 monoclonal antibody rituximab (R) is the most common biological drug
that has improved the overall response rate as well as the overall survival (OS) of patients with B-
cell lymphomas (BCL). Only a few studies, examining whether higher CD20 expression parallels
with better treatment outcome and OS. The main objective of this study was to investigate the
expression of CD20 in patients with FL and its relevance in treatment. In the first part of our study,
looked into the relationship between CD20 expression level and treatment response to R. In the
second part of the study, we examined whether variation of expression level of CD20 antigen
during the treatment depended on the time and the type of therapy. Seventy-four patients with
primary FL treated at the Institute of Oncology Ljubljana (OIL) between 2005 and 2011 were
enrolled in the first part of the study. All the patients had the CD20 expression assessed prior to the
beginning of the treatment by quantitative flow-cytometric measurements. In the second part of the
study, we included 12 patients with disease relapse and all 12 patients had the CD20 expression
assessed minimum three times. Based on the samples’ measurement results, obtained with fine
needle aspiration biopsy (FNAB), the intensity of CD20 expression was determined semi-
quantitative. The treatment outcome was evaluated in terms of overall response rate (ORR),
disease-free survival (DFS) and OS. We showed that only age over 60 years has a negative impact
on OS (p<0,028), while other clinicopathological parameters have no significant effect. The cut-off
value of CD20 expression was determined at 30000 molecules of equivalent soluble flourochrome
(MESF) in 47 patients with FL treated with R. Our data show that the level of CD20 expression
above the cut-off value is a predictive factor that predicts better ORR after R therapy (p<0,0001)
and better OS (hazard ratio [HR], 3,922; 95% confidence interval [Cl], 1,122-66,731, p=0,041). No
significant difference was observed in DFS between the patients with CD20 antigen expressed
above the cut-off value and those expressing CD20 antigen below the cut-off value (HR=0.0;
95%C1=0.003-36.930, p=0.646). Besides age, the cut-off value at 30000 MESF was an important
predictive factor of OS also for all the 74 patients, included in our study. We also showed that
CD20 expression alters in relation to time in a specific range and that these alterations are higher if
the treatment is induced. If the level of CD20 expression is below the cut-off value before the
treatment is induced, it will remain expressed bellow this value. These results confirm the
correlation between a higher level of CD20 expression and the improved ORR and OS in patients
with FL. This cut-off value should be considered when the decision regarding treatment is taken.
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SLOVARCEK
ABTI aspiracijska biopsija s tanko iglo
ADCC s protitetelesi posredovana celi¢na citotoksi¢nost
APC alofikocianin (angl. »allophycocyanin«)
BCR B-celi¢ni receptor
Cl interval zaupanja (angl. »confidence interval«)
CD angl. »cluster of diferentiation«
CDC od komplementa odvisna citotoksi¢nost
of] celokupni odgovor
Cys cistein (angl. »cysteine«)
DO delni odgovor

DVCLB difuzni velikoceliéni limfom B

EDTA etilendiamintetraocetna kislina (angl. »ethylenediaminetetraacetic acid«)
FITC fluorescein izotiocianat (angl. »fluorescein isothiocyonate«)

FL folikularni limfom

FLIPI mednarodni prognosti¢ni indeks za folikularni limfom (angl. »Follicular

lymphoma international prognostic index«)

HL Hodgkinov limfom

Hpf vidno polje pri veliki povecave (angl. »high-power field«)

HR razmerje tveganja (angl. »hazard ratio«)

IFC imunofenotipizacija s pretoénim citometrom

IPI mednarodni prognosti¢ni indeks (angl. »International prognostic index«)
Ig imunoglobulin

I-KT imunokemoterapija

kDA kilodalton
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KLL
KT
mADb
MAC

MESF

NHL
NK
OIL
PB

PE
PerCP
PerCP-Cy5.5
PKMC
PO

R

RT

SD
SZ0

TLR

kroni¢na limfocitna levkemija

kemoterapija

monoklonsko protitelo

kompleks membranskega napada (angl. »membrane attack complex«)

enota izrazenosti povrSinskih antigenov, merjenih s preto¢no citometrijo
(angl. »Molecules of Equivalent Soluble Fluorochrome«)

Nehodgkinov limfom

celice ubijalke (angl. »natural killer cells«)

Onkoloski inStitut Ljubljana

progres bolezni

fikoeritrin (angl. »phycoerythrin)

peridinin Klorofil protein (angl. »peridinin chlorphyll protein«)
peridinin Klorofil protein Cy5.5 (angl. »peridinin chlorphyll protein-Cy5.5«)
avtologna presaditev krvotvornih mati¢nih celic

popolni odgovor

rituksimab

radioterapija

stabilna bolezen

Svetovna zdravstvena organizacija

tollu podobni receptorji (angl. »Toll-like receptors«)
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1 UvoD

PowrSinski antigeni CD opredeljujejo imunofenotipske znacilnosti malignih tumorjev, ki so
pomembne tako za diagnostiko limfomov kot za nacrtovanje zdravljenja s sodobnimi
biolo§kimi zdravili. PovrSinski antigeni CD se izrazijo kot posledica preureditve genov
med diferenciacijo limfocitov. Profil teh se razlikuje med razli¢nimi celicami B in T ter
njihovimi razvojnimi stopnjami. Za razvoj bioloskih zdravil so najbolj primerni tisti
povrs$inski antigeni, ki so izrazeni le na malignih celicah ali le na dolo¢enem tipu celic, saj
se s tem zmanj$ajo stranski u¢inki in nespecificna toksicnost zdravil. Eden takih je
povrsinski antigen CD20, ki se izraza na limfocitih B. Zato je tudi najpogosteje uporabljen
kot tara za imunoterapijo limfomov B (Zola, 2001).

V zadnjem desetletju se je v zdravljenju limfomov uwveljavila uporaba monoklonskih
protiteles, predvsem rituksimaba, monoklonskega protitelesa proti povr§inskemu antigenu
CD20. Rituksimab je najbolj razsirjeno biolosko zdravilo v zdravljenju limfomov B, zato
je raziskovanje izrazanja antigena CD20 klju¢nega pomena (Adams in Weiner, 2005;
Cheson in Leonard, 2008). Kljub temu je bilo narejenih le nekaj Studij, s katerimi so
raziskovali izrazanje CD20 pri pacientih z limfomi B, in Se manj Studij izrazanja CD20 pri
bolnikih s folikularnim limfomom.

Ucinkovitost zdravljenja se razlikuje med posameznimi tipi limfomov B in je odvisna od
dejavnikov, kot so razSirjenost bolezni in Stevilo predhodnih zdravljenj, ter stopnje
izrazenosti povrsinskega antigena CD20, ki se med zdravljenjem lahko spreminja (Suzuki
in sod., 2012; Terui in sod., 2009; Olejniczak in sod., 2008).

V sklopu raziskav za magistrsko nalogo smo Zzeleli raziskati, kako se spreminja izrazanje
antigena CD20 v odvisnosti od zdravljenja in drugih klini¢nih ter patoloskih znacilnosti pri
bolnikih s folikularnim limfomom. Nas namen je bil preveriti, ali je izrazanje antigena
CD20 odvisno od gradusa, stadija bolezni, ponovitve bolezni in izbora prvega zdravljenja
(prva hipoteza). Zeleli smo tudi preveriti, ali je izrazanje antigena CD20 povezano z
odgovorom na zdravljenje (druga hipoteza). Na koncu smo preverjali e, ali se stopnja
izrazanja antigena CD20 med zdravljenjem spreminja v odvisnosti od Casa in izbora
zdravljenja (tretja hipoteza).

Pricakujemo, da bomo z rezultati raziskave prispevali k boljSemu razumevanju izrazanja
povrSinskega antigena CD20 pri bolnikih s folikularnim limfomom in vpliva rituksimaba
na to.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MALIGNI LIMFOMI

Maligni limfomi so heterogena skupina novotvorb, ki nastanejo zaradi nenadzorovanega
razrasCanja celic limfaticnega tkiva. So klonske bolezni, ki nastanejo z maligno preobrazbo
ene celice limfatiCne vrste B, T ali naravne celice ubijalke (NK). Glede na izvor maligne
celice, histoloSko sliko, klini¢no sliko, potek in prognozo delimo maligne limfome na
prekuzorske limfoidne neoplazme, zrele neoplazme B, zrele neoplazme T/NK in
Hodgkinov limfom (Swerdlow in sod., 2008). Kljub temu da je bila ta klasifikacija sprejeta
in objavljena Ze v letu 2008, se v kliniki in tudi v literaturi Se vedno uporablja stara
klasifikacija, kjer so bili maligni limfomi razdeljeni na Hodgkinove limfome (HL) in
Nehodgkinove limfome (NHL) (Novakovi¢ in sod., 2009; Jezersek Novakovi¢, 2011).

NHL je skupina limfomov, ki obsega okrog 55 razli¢nih vrst limfomov. Po klasifikaciji
Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) te razdelimo na B-celi¢ne (34) in T/NK-celi¢ne
limfome (21), obe skupini pa Se naprej na nezrele in zrele (periferne) limfome. Zrele
limfome B in T zaradi zelo razlicnega poteka bolezni klini¢no razdelimo na visokomaligne
aliagresivne in nizkomaligne ali indolentne limfome (Jezersek Novakovi¢, 2013).

Pri indolentnih limfomih se tumorske celice delijo in razmnoZujejo pocasi, zaradi Cesar
bolezen v zacetnih stadijih teZko odkrijemo. Bolniki lahko preZivijo ve¢ let, vendar
bolezen Se vedno ni ozdravljiva. Pri agresivnih limfomih se tumorske celice hitro delijo in
razmnozujejo. Ce bolezni ne zdravimo, ta napreduje hitro, preZivetje pa je kratko. V
nasprotju z indolentnim limfomom je agresivni limfom ozdravljiv. Pristop k zdravljenju se
med skupinama mo¢no razlikuje.

2.2 FOLIKULARNI LIMFOM

Folikularni limfom (FL) je drugi najpogostejsi limfom v zahodnem svetu za difuznim
velikocelicnim limfomom B (DVCLB). Prizadane celice B v bezgavkah, prepoznaven pa
je po vsaj delnem folikularnem vzorcu rasti, lahko pa raste tudi difuzno. Delez folikularnih
oziroma difuznih obmocij se razlikuje med posameznimi primeri in je domnevno povezan
s prognozo. FL ne delimo v posamezne podtipe, ampak jih razlikujemo glede na gradus
(nizki in visoki gradus), ki ga dolo¢imo na podlagi Stevila centroblastov (velike
nukleolirane celice). Celice FL izrazajo povrSinske imunoglobuline Ig in s celicami B
povezane povrSinske antigene (CD19, CD20, CD22, CD79a, CD79b, CDI10). Klini¢ni
potek bolezni se razlikuje glede na stopnjo malignosti in razSirjenost bolezni. Ocenitev
poteka bolezni in izbor zdravljenja pa temelji na napovednih dejavnikih (Vitolo in sod.,
2008).
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2.2.1  Etiologija in patogeneza

Vzrok za nastanek FL ostaja neznan. Nekatere Studije primerov so sicer pokazale nekoliko
povisano tveganje v primeru izpostavljenosti pesticidom, kajenju in nekaterim drugim
snovem, vendar je to tveganje majhno. Vzro¢na povezava z domnevno z limfomi
povezanimi virusnimi okuzbami (Ebstein-Barrov virus, humani T-limfocitotropni virus 1,
HPV 8, virus hepatitisa C) ni bila ugotovljena, prav tako pa tudi ne povezava s
pomanjkljivo imunsko odzivnostjo (Jaffe in sod., 2011).

Na molekularnem nivoju so pri nastanku limfomov pogoste kromosomske translokacije
(JezerSek Novakovi¢, 2011). Karakteristicna molekularna znacilnost FL je translokacija
t(14;18) (932;921), ki je prisotna pri 60-90 % primerov. Do translokacije pride v zgodnji
fazi razvoja B-celic, med preureditvijo genov za imunoglobuline (Ig) (Vitolo in sod.,
2008). Ta povzroc¢i prekomerno izrazanje proteina bcl-2, ki ovira normalen proces
apoptoze limfocitov v germinalnem centru. Omenjena translokacija je prisotna tudi pri
25 % neobolelih in ne zadostuje za nastanek FL. Za nastanek limfoma so potrebne Se druge
genetske spremembe. Pri veliki veCini bolnikov tako najdemo poleg translokacije
t(14;18)(g32;921) tudi dodatne genetske spremembe, kot so pridobitev, izguba ali mutacije
genov MLL2, EPHA7, TNFRSF14, BCL6, CREBBP, EZH2 in $tevilnih drugih. Te lahko
povzro¢ijo transformacijo v agresivnejSo obliko limfoma (DVCLB). Neznano ostaja, v
kateri stopnji razvoja B-celic nastopijo omenjene genetske spremembe, prav tako je
nepojasnjena tudi njihova povezanost s translokacijo t(14;18)(g32;21) in njihov vpliv na
patogenezo (Hiddemann in Cheson, 2014).

2.2.2  Epidemiologija

FL predstavlja 20-30 % vseh Nehodgkinovih limfomov (NHL). Pogosteje obolevajo
starejSi z mediano starostjo ob postavljeni diagnozi med 55 in 59 let. V nasprotju z drugimi
malignimi obolenji se FL pojavlja enako pogosto pri moskih in zenskah. Nastopi lahko tudi
pri posameznikih, mlajsih od 20 let. Oboleli so ve¢inoma fantje z visokim gradusom
(gradus 3) (Jaffe insod., 2011).

Pogosteje se pojavlja v zahodnih drzavah. V ZDA predstavlja 40 % vseh NHL in do 70 %
vseh indolentnih limfomov. Incidenca je bila ocenjena med 2,7 in 3,0 na 100.000
prebivalcev (Jaffe in sod., 2011).

V Sloveniji letno obravnavamo nekaj manj kot 400 bolnikov z novoodkritimi NHL. Po
podatkih Registra raka Republike Slovenije je v letu 2011 za NHL zbolelo 346 bolnikov,
medtem ko je bila za FL incidenca 46. Groba inciden¢na stopnja je bila ocenjena na 4,15
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na 100.000 prebivalcev. Tako v Sloveniji kot v drugih zahodnih drzavah obolevanje za
NHL iz leta v leto narasca, insicer za 3 % letno (Rak v Sloveniji, 2011).

2.2.3 MorfoloSke in klini¢ne znacilnosti

FL je prepoznaven po folikularnem tipu rasti. Normalna struktura bezgavke je obi¢ajno
delno ali popolno zabrisana. V histoloski mikroskopski sliki prevladujejo neoplastic¢ni
folikli ali pa podro¢ja z difuznim naCinom rasti limfoma. Neoplasticni folikli niso
polarizirani, nimajo plas¢ne cone in so podobne oblike in velikosti. Prevladujoce celice, Ki
tvorijo neoplasti¢ne folikle, so centrociti (majhni limfociti z zazetimi jedri), med katerimi
najdemo centroblaste (velike celice z okroglimi jedri in jasno vidnimi Stevilnimi nukleoli,
ki lezijo na robu jedra ob jedrni membrani). Njihov delez se razlikuje od primera do
primera in vpliva na klini¢ni potek bolezni (Jaffe in sod., 2011).

FL ima indolenten klini¢ni potek z medianim prezivetjem med 8 in 10 let. Zaradi
odsotnosti B-simptomov (hujSanje, no¢no potenje in nepojasnjena vro¢ina) bolezen
odkrijemo pozno, zato je ob diagnozi obiCajno ze moc¢no razSirjena (stadi III ali IV).
Bolezen lahko zajame bezgavke na razli¢nih mestih in se razSiri na ekstranodalne organe
(kostni mozeg, tudi vranico in gastrointestinalen trakt ter Waldeyerjev obro¢ v zrelu, v
redkih primerih tudi kozo) (Jaffe in sod., 2011).

Ob zacetku zdravljenja je odgovor na to dober, vendar bolezen s¢asoma postane neodzivna
na zdravljenje. Sledijo Stevilne ponovitve bolezni in sCasoma smrt. V vecini primerov je
vzrok smrti transformacija v agresivnejSe oblike limfomov B ali k FL pridruzene bolezni
(Sun, 2008).

2.2.4  Diagnostika

FL obifajno diagnosticiramo ali postavimo sum na limfom z aspiracijsko biopsijo s tanko
iglo (ABTI) povecanih bezgavk. Za dokon¢no potrditev diagnoze pa je nujna histoloska
preiskava vklju¢no z imunohistokemi¢nimi preiskavami v celoti odstranjene bezgavke. Na
diagnozo FL nakazuje morfoloSka mikroskopska slika, pozitivno imunohistokemi¢no
barvanje za celicne powrSinske markerje CD19, CD20, CDIO in monoklonski
imunoglobulin (Ig), citoplazemska ekspresija proteinov bcl-2 in bcl-6 ter translokacija
t(14;18). V sklopu diagnosti¢nega postopka ugotavljamo tudi stopnjo malignosti (gradus)
in pa napovedne faktorje, s pomocjo katerih ocenimo izhod bolezni (Freedman, 2014;
JezerSek Novakovi¢, 2011).
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Z dolocitvijo gradusa bolezni ocenimo klini¢no agresivnost tumorja, ki narasc¢a s Stevilom
centroblastov. Splo$no uveljavljena metoda za doloc¢itev gradusa FL v histologiji je Mann-
Berardova metoda, na podlagi katere razlikujemo graduse od 1 do 3. Metoda temelji na
mikroskopski doloc¢itvi Stevila centroblastov v 10 neoplasti¢nih foliklih (Mann in Berard,
1983) v vidnem polju pri 40-kratni povecavi (40-kratna) povecava (hpf). Ker se je
izkazalo, da imajo bolniki z gradusoma 1 in 2 podobno prognozo, so v klasifikaciji SZO
gradusa 1 in 2 zdruzili. Bolnike s FL na podlagi gradusa tako razdelimo v dve skupini:
bolnike z nizkim gradusom z od 0 do 15 centroblastov na hpf in bolnike z visokim
gradusom (gradus 3) z ve¢ kot 15 centroblasti na hpf (Mann in Berard, 1983; Freedman,
2014). Agresivnost poteka FL lahko ocenimo tudi s pomocjo mednarodnega
prognosti¢nega indeksa za FL (FLIPI), ki vkljucuje 5 napovednih dejavnikov: starost,
stadij bolezni, Stevilo bezgavenih lokacij, serumska koncentracija laktatne dehidrogenaze
in koncentracija hemoglobina. Prognosti¢ni indeks in gradus bolezni kljuéno vplivata na
izbor zdravljenja (Freedman, 2014; JezerSek Novakovi¢, 2013).

2.3 ZDRAVLIENJE

V zdravljenju bolnikov s FL in drugimi indolentnimi limfomi ostajata citostatska terapija
(kemoterapija) in obsevanje z ionizirajo¢imi zarki (radioterapija) pomembni metodi
zdravljenja, vse bolj pa se uveljavlja bioloska tar¢na terapija (imunoterapija). Zdravljenje v
tem primeru poteka z monoklonskimi protitelesi (mAb), ki so sposobna specificne vezave
na membranske receptorje B-limfomskih celic (Novakovi¢ in sod., 2009). Eno klju¢nih
mADb je rituksimab (R).

2.3.1  Vloga rituksimaba v zdravljenju FL

Uvedba R v zdravljenje bolnikov z NHL je spremenila dolgoro¢no prognozo bolnikov s
CD20-pozitivnimi limfomi B, predvsem FL. Dodatek tega h kemoterapiji izboljsa odgovor
na zdravljenje, podaljsa trajanje remisij in celokupno prezivetje pri bolnikih s FL in
drugimi CD20-pozitivnimi limfomi B. Pri bolnikih s FL je R ucinkovit bodisi v
kombinaciji s citostatiki (imunokemoterapija) ali samostojno (imunoterapija) v prvem
zdravljenju ali v zdravljenju ponovitev bolezni (Jezersek Novakovic in Benigar, 2008;
Cheson in Leonard, 2008).

Vzdrzevalno zdravljenje z R pri indolentnih limfomih $e podaljSa trajanje remisij, nekatere
raziskave so pokazale tudi daljse celokupno prezivetje. Vzdrzevalno zdravljenje pri
agresivnih limfomih verjetno ne prinese dodatnega izboljSanja, ¢e so bolniki Ze med
indukcijskim zdravljenjem prejemali R (Jezersek Novakovi¢ in Benigar, 2008).
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2.3.2  Novi pristopi zdravljenja FL

Stevilne raziskave so usmerjene v odkrivanje novih pristopov zdravljenja FL, kot so
zdravljenje z drugimi anti-CD20 monoklonskimi protitelesi (obinotuzimab, ofatumumab)
in odkrivanje mAb usmerjenih proti drugim za B-celice specificnim antigenom, z
vakcinami, imunomodulatorji (lenalidomide) in novimi zdravili, kot so zaviralci tirozin
kinaze, proteasomski zaviralci (bortezomib) (Freedman, 2014; Hiddemann in Cheson,
2014).

2.3.3  Smernice zdravljenja

Po opravljenih preiskavah bolnika zdravimo glede na raz§irjenost bolezni (klini¢ni stadij),
prognosti¢ni indeks FLIPI in bolnikovo splosno stanje. Pristop k zdravljenju je odvisen od
ugotovljene stopnje malignosti limfoma (Novakovi¢ in sod., 2009).

Sheme zdravljenja NHL:

ACVBP: doksorubicin, ciklofosfamid, vinkristin, bleomicin, korikosteroid;
BEAM: karmustin, etopozid, citarabin, melfalan;

CBV: ciklofosfamid, karmustin, etopozid;

CBVPP: ciklofosfamid, karmustin, etopozid, prokarbazin, kortikosteroid;
COP: ciklofosfamid, vinkristin, kortikosteroid;

CHORP: ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, kortikosteroid;

DHAP: citarabin, cisplatin, kortikosteroid;

FC: fludarabin, ciklofosfamid;

VIM: etopozid, ifosfamid, metotreksat (DeVita in sod., 2009).

® & & 6 6 6 O 0o

2.3.3.1 Prvo zdravljenje

» FL nizke stopnje malignosti (gradusa 1 in 2)

Manj kot 10 % bolnikov s FL ima bolezenski stadij ob diagnozi I ali 1. Take bolnike
zdravimo z operativno odstranitvijo prizadetih bezgavk in/ali obsevanjem. Pri veliki ve¢ini
bolnikov je ob diagnozi bolezen razsirjena (stadij III/1V). Pri teh bolnikih se je na osnovi
izkusenj iz preteklosti izkazalo, da agresiven pristop k zdravljenju ne vpliva na bolnikovo
prezivetje oziroma ga lahko poslabsa. Zato takSnega bolnika le klini¢no spremljamo in ga
ne zdravimo, vse dokler je bolezen stabilna (Freedman, 2014; JezerSek Novakovi¢, 2011).
Ce bolezen napreduje, za¢nemo z zdravljenjem, ko ta bolniku zaéne povzrodati tezave
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(nenadna nagla rast bezgavk, pojav splo$nih simptomov, pojav anemije, trombocitopenije
itd.). Izbor zdravljenja je odvisen predvsem od bolnikovega sploSnega stanja.

Bolnike s stadijem III/IV v dobri splo$ni kondiciji ter brez spremljajo¢ih bolezni zdravimo
z imunokemoterapijo po shemi R-CHOP. Tej sledi v primeru delnega ali popolnega
odgovora vzdrzevalno zdravljenje z R. S tem za¢nemo 8 do 12 tednov po zadnjem ciklu R-
CHOP. Bolniki tega prejmejo vsakih 8 tednov do skupno 2 letali do napredovanja bolezni.
Ce je dosezena popolna remisija, bolnika spremljamo.

Bolnike s stadijem III/IV, ki so v slab$i splosni kondiciji ali starejsi od 60 let, zdravimo z
manj agresivno imunokemoterapijo (R-COP, R-klorambucil), v primeru agresivnega
poteka ali nezadostnega odgovora pa po shemi R-CHOP. Imunokemoterapiji sledi
vzdrzevalno zdravljenje z R. Simptomatske bolnike z majhnim bremenom bolezni lahko
zdravimo z R v monoterapiji (4 cikli). Pricakovan je slabsi odgovor na zdravljenje in krajse
trajanje remisije. V primeru vsaj delnega odgovora sledi vzdrzevalno zdravljenje z R
(Hiddemann in Cheson, 2014; JezerSek Novakovi¢, 2011).

» FL visoke stopnje malignosti (gradusa 3a in 3b)

Bolnike s stadijema I in Il zdravimo z od 3 do 8 cikli R-CHOP (odvisno od velikosti
tumorske mase), bolnike s stadijem III/IV pa z 8 cikli. Po koncani imunokemoterapiji
prizadeto regijo obsevamo.

Pri bolnikih, mlaj$ih od 60 let z visokim prognosticnim indeksom, se lahko odlo¢imo za
agresivnejso obliko imunokemoterapije (npr. R-ACVBP). Bolnike z visokim tveganjem pa
zdravimo z intratekalno kemoterapijo.

V primeru kombiniranega agresivnega in indolentnega CD20-pozitivnega limfoma po
dosezeni popolni remisiji agresivnega limfoma sledi vzdrzevalno zdravljenje z R kot velja
za FL nizke stopnje malignosti (Hiddemann in Cheson, 2014; JezerSek Novakovi¢, 2011).

2.3.3.2 Zdravljenje ponovitve bolezni

Verjetnost ponovitve bolezni je najve¢ja v prvih dveh letih po zaklju¢enem zdravljenju.
Bolnika s ponovitvijo limfoma obravnavamo z enakimi diagnostiénimi metodami kot pri
primarni diagnostiki. Izbor sheme zdravljenja je odvisen od dosedanjega zdravljenja,
obsega in lokalizacije ponovitve ter bolnikovega splosnega stanja (JezerSek Novakovic,
2011). Po dosezenem popolnem ali delnem odgovoru s konvencionalno
imunokemoterapijo pride v posStev visokodozna terapija z razlicnimi kombinacijami
kemoterapevtikov in v posebnih primerih presaditev krvotvornih mati¢nih celic (PKMC),
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lahko tudi imunokemoterapija ali radioimunoterapija (Freedman, 2014; JezerSek
Novakovi¢, 2011).

Bolnike s ponovitvijo limfoma ve¢ kot 3 leta po prvem zdravljenju obravnavamo kot
bolnike z novoodkritimi limfomi (JezerSek Novakovi¢, 2011).

= FL nizke stopnje malignosti (gradusa 1 in 2)

Bolnike v dobri sploSni kondiciji ter brez spremljajo¢ih bolezni zdravimo z
imunokemoterapijo po shemi R-CHOP do izpolnjene doze antraciklinov, nato z R-FC in
visokodozno terapijo, ki ji sledi PKMC. Zbiranje PKMC opravimo ze pred uvedbo R-FC,
Ce je infiltracija kostnega mozga manj kot 20-odstotna.

Bolnike, ki so v slabsi splo$ni kondiciji ali starej$i od 60 let, zdravimo po shemi R-CHOP
do izpolnjene doze antraciklinov (ali z drugo kombinacijo imunokemoterapije), ki ji sledi
vzdrzevalno zdravljenje z R, ¢e tega Se niso prejemali. V sklopu vzdrzevalnega zdravljenja
bolniki prejemajo R v 12-tedenskih razmikih do skupno 2 let ali do progresa bolezni. Pri
bolnikih, ki so Z¢ prejemali imunkemoterapijo v enem od predhodnih zdravljenj in pri
katerih se je bolezen ponovila, se odlo¢imo za izbor kemoterapije na podlagi dosedanjih

zdravljenj. Ce je doseZena dobra delna ali popolna remisija, sledi vzdrZevalno zdravljenje z
R.

V primeru druge ponovitve bolezni bolnika zdravimo z imunoradioterapijo (zevalin). V
primeru progresa med zdravljenjem ali v 6 mesecih po zdravljenju z R ali kombinacijo R-
kemoterapija, zdravimo s kemoterapevtikom bendamustin (Hiddemann in Cheson, 2014,
JezerSek Novakovi¢, 2011).

= FL visoke stopnje malignosti (gradus 3a in 3b)

Bolnike zdravimo z imunokemoterapijo po shemi R-CHOP (¢e bolnik v sklopu prvega
zdravljenja ni prejemal R) ali drugimi shemami (R-VIM, R-CBVPP, DHAP), odvisno od
predhodnega zdravljenja. Po dosezenem popolnem ali delnem odgovoru sledi visokodozna
kemoterapija (kondicioniranje z BEAM ali CBV) (Hiddemann in Cheson, 2014; JezerSek
Novakovi¢, 2011).

2.4 BIOLOSKA ZDRAVILA

BioloSka zdravila so zdravila, katerih u¢inkovina je bioloska snov ali snov, pridobljena s
postopkom, ki vkljuCuje bioloske sisteme (Drago$ in sod., 2013). Razdelimo jih lahko na
bioloska zdravila pridobljena z izolacijo, bioloska zdravila pridobljena s sintezo, genska
zdravila, monoklonska protitelesa proizvedena s hibridomsko tehnologijo, in
rekombinantna bioloska zdravila. Rekombinantna bioloska zdravila, kot so npr.
rekombinantna monoklonska protitelesa, eritropoetin, rastni hormon, inzulin in cepiva,
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predstavljajo najve&jo skupino sodobnih bioloskih zdravil (Strukelj, 2007). Pokrivajo zelo
Sirok spekter moznosti uporabe pri zdravljenju razli¢nih bolezni (neoplazme, presnovne
bolezni, avtoimunske bolezni, kroni¢ne vnetne bolezni itd.). Najpogosteje se uporabljajo za
zdravljenje bolezni po predhodni standardni terapiji, ki je bila neuspeina. Cedalje ve¢ se
uporabljajo za zdravljenje in upocasnitev napredovanja malignih neoplazem. Trenutno
obstaja veC kot 20 bioloskih zdravil, ki neposredno zmanjSujejo napredovanje malignih
neoplazem oziroma pomagajo drugim na¢inom zdravljenja pri njihovem premagovanju
(Dragos in sod., 2013). Med te uvrs¢amo tudi R.

24.1 Rituksimab

R je himerno mAb, ki se veze na povrsinski antigen CD20. Sestavljajo ga humana gama
tezka in kapa lahka veriga konstantne regije (Fc) ter misja lahka in tezka veriga variabilne
regije (Fab) (Slika 1). R je bilo prvo mAb, uvedeno v klini¢no prakso. Uporablja se
samostojno ali v kombinaciji s kemoterapijo za zdravljenje limfomov B ter nekaterih
drugih bolezni, kot so npr. avtoimunske bolezni in revmatoidni artritis (Smith, 2003).
Himerna struktura protitelesa zmanjSuje imunogenost, kar omogoca veckratno zdravljenje
(Jezersek Novakovi¢ in sod., 2007).

Variabilna regija,
Fab regija

A\

Fc
regija

Tezka veriga
variabilne regije\ Lahka veriga
77 variabilne regije
Tezka veriga
konstantne regije

Humana konstantna
kappa regija
z lahko verigo
konstantne

regije
Konstantna
regija

Humana konstantna
Fc regija

Slika 1: Zgradba rituksimaba

2.4.1.1 Mehanizem delovanja

Monoklonska protitelesa, ki jih uporabljamo v zdravljenju raka, delujejo protitumorsko
prek razlicnih mehanizmov, ki pa Se niso v celoti pojasnjeni. Najpogosteje opisani
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mehanizmi delovanja so s protitelesi posredovana celi¢na citotoksicnost (ADCC), od
komplementa odvisna celi¢na citotoksi¢nost (CDC) in neposredna indukcija apoptoze
(Slika 2) (Adams in Weiner, 2005; Cheson in Leonard, 2008).

0d komplementa WA &

odvisna citotoksi¢nost - } S protitelesi posredovana
Ir

celi¢na citotoksiénost

Slika 2: Mehanizem delovanja monoklonskih protiteles (Cheson and Leonard, 2008: 615)

R se specificno in z visoko afiniteto veze na povrSinski antigen CD20, transmembranski
protein, ki je izraZen tako na obi€ajnih kot na malignih limfocitih B.

Najpomembnej$i mehanizem delovanja R je najverjetneje ADCC, pri kateri je celi¢na smrt
posredovana prek efektorske celice. Protitelo se veze z variabilnim delom Fab na antigen
CD20 na povrs$ini limfati¢ne celice. Temu sledi vezava konstantega dela Fc na receptorje
FcR na efektorskih celicah, kot so makrofagi, celice ubijalke (NK) in nevtrofilci. Vezava
sprozi zaporedje signalnih poti, ki vodijo v sproscanje inflamatornih in citotoksic¢nih
modulatorjev (npr. citokini, kemokini, proteaze), prostih kisikovih radikalov, kar vodi v
lizo tar¢ne celice (Maloney insod., 2002; Smith, 2003; Adams in Weiner, 2005).

Pomen efektorskega mehanizma CDC v protitumorskem delovanju ni popolnoma jasen.
Medtem ko studije in vitro potrjujejo pomembnost CDC, te ugotovitve niso soodvisne z
rezultati klini¢nih $tudij. CDC sprozi vezava R z delom Fc na serumski protein C1q in s
tem aktivira klasi¢no pot komplementa. Posledica aktivacije je nalaganje molekul C3b na
povrsini celic ter tvorba kompleksa MAC, ki povzro¢i pore v celi¢éni membrani in celi¢no
lizo. C3b molekule na povr§ini tar¢nih celic delujejo kot tarCe za fagocitozo (Bonavida,
2014; Smith, 2003).

Tretji mehanizem delovanja R predstavlja indukcija apoptoze. 1zmed vseh mehanizmov je
ta najmanj raziskan. Indukcija apoptoze z R je domnevno posledica aktivacije kaspaz
(kaspaze-9 in kaspaze-3). Vendarle nekateri porocajo o od kaspaz neodvisni apoptozi.
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Druga opisana pot je apoptoza, posredovana prek proteinov iz druzine bel-2, ki vkljucuje
pro- in antiapopototi¢ne proteine (Rezvani in Maloney 2014, Smith, 2003).

2.4.1.2 Rezistenca na rituksimab

Rezistenca na R predstavlja aktualni problem v zdravljenju limfomov B. Definirana je kot
pomanjkanje odgovora na terapije, ki vsebujejo R, oziroma kot napredovanje bolezni 6
meseceV po zacetku zdravljenja. Med bolniki z indolentnimi limfomi B je polovica takih,
ki na zaCetno zdravljenje s terapijami, ki vsebujejo R, ne oodzovejo. Rezistenca se pogosto
razvije tudi med nadaljnjim zdravljenjem. Le 40 % bolnikov, ki so se predhodno odzvali na
samostojno ali kombinirano terapijo z R, se ponovno odzove na zdravljenje z R. Pri
bolnikih, ki se odzovejo, je Cas remisije daljsi (Bonavida, 2007; Rezvani in Maloney,
2011). Stopnja rezistence je odvisna od ve¢ faktorjev. V klini¢ni praksi se je pokazalo, da
je u¢inek R odvisen od Stevila prejetih kemoterapij. Bolniki, ki so prejeli veliko Stevilo
terapij ali so refraktorni na kemoterapijo, se namre¢ odzovejo slabse v primerjavi z bolniki
z manj$im Stevilom prejetih terapij (Maloney in sod., 2002).

Mehanizmov rezistence na R je ve¢ in so v sploSnem slabo raziskani. Rezistenca se
domnevno razvije zaradi sprememb v celicni signalizaciji opisanih mehanizmov delovanja
R (ACCD, CDC, neposredna indukcija apoptoze), imunoloskih dejavnikov, kot so
polimorfizmi v receptorski molekuli Fc (Razvani in Moloney, 2011). Stevilne raziskave
predlagajo kot pomemben mehanizem razvoja rezistence na R, modulacijo izrazenosti
antigena CD20 in tvorjenje imunskih kompleksov cirkulirajo¢ih CD20 (¢cCD20) zR (Beum
in sod., 2006; Bonavida, 2007; Pedersen in sod., 2011). Splosnejsi mehanizmi razvoja
rezistence vkljucujejo spremembe v farmakokinetiki R, ki nakazujejo pomen doze in Casa
doziranja z R. Koncentracije R v serumu so namre¢ visje pri bolnikih, ki so se odzvali na
zdravljenje, v primerjavi z bolniki, ki se na zdravljenje niso odzvali (Maloney in sod.,
2002; Rezvani in Maloney, 2011).

Predlagani so bili nekateri novi terapevtski pristopi, s katerimi bi potencialno lahko zaobsli
rezistenco na R. Ti pristopi vkljucujejo kombinacijo terapije farmakoloSkih inhibitorjev ali
proteasomskih inhibitorjev s citotoksi¢nimi zdravili ali R (Bonavida, 2007). Raziskave so
usmerjene predvsem v na¢ine povecanja izrazenosti CD20 (uporaba histondeacetilaznih
inhibitorjev), povecanje obcutljivosti tumorskih celic na z R inducirano apoptozo prek
modulacije intracelularne signalne transdukcije (uporaba proteasomskih inhibitorjev in
histondeacetilaznih inhibitorjev), povecanje u¢inka mehanizma ADCC (uporaba citokinov,
agonistov TLR-9) (Rezvani in Maloney, 2011).

V razvoju so laboratorijski testi, s katerimi naj bi bolje napovedali odziv bolnika na
zdraviljenje z R (ugotavljanje mutacij ali polimorfizmov v receptorski molekuli FcR,
metode za kvantitativno ocenitev izrazanja gena za npr. antigen CD20) (Cheson in Leonard
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2008). S prepoznavanjem bolnikov, odpornih na R, bi se lahko izognili Stevilnim
nepotrebnim zdravljenjem in zmanjSali stroSke zdravljenja (Rezvani in Maloney, 2011).

2.5 POVRSINSKI ANTIGENI, POMEMBNI ZA ZDRAVLIJENJE Z BIOLOSKIMI
ZDRAVILI

PovrSinski antigeni so membranski proteini, ki se dolo¢ijo s preureditvijo genov med
diferenciacijo limfocitov. Ti se razlikujejo med posameznimi tipi limfocitov in njihovimi
razvojnimi stopnjami. Pomembno viogo imajo v procesu zorenja in imunskem odgovoru.
Antigene CD pogosto uporabljamo v diagnostiki bolezni in v zdravljenju teh, kjer
predstavljajo tar€e za bioloska zdravila. Za zdravljenje z bioloSkimi zdravili so pomembni
tisti antigeni CD, ki so izrazeni le na malignih celicah ali na dolo¢enem tipu celice oziroma
razvojni stopnji. Na ta nacin je specificnost delovanja vecja in stranski ucinki zdravljenja
manjSi. Ena najpogosteje uporabljenih tar¢ v zdravljenju NHL je povrSinski antigen CD20
(Zola, 2001).

2.5.1 Povrsinski antigen CD20

Povrsinski antigen CD20 predstavlja dokaj idealno taro za imunoterapijo, saj je izrazen na
vseh limfocitih B (obiCajnih in malignih), ne pa na njihovih predstopnjah (hematogonijih),
plazmatkah in drugih celicnih tipih (Du in sod., 2007). Raziskave kazejo, da je CD20
prisoten v plazmi kot cirkulirajo¢i protein, kar domnevno prispeva k rezistenci na R
(Beum in sod., 2006; Pedersen insod., 2011).

Antigen CD20 je 33-37 kDa welik transmembranski fosfoprotein, sestavljen iz $tirih
membranskih domen. V citoplazmo segata C- in N-konec, ekstracelularni del antigena pa
predstavljata velika in domnevno tudi majhna zanka. Za vezavo R je pomembna velika
zanka, sestavljena iz priblizno 44 aminokislin. Disulfidna vez med Cys*®’ in Cys'®® ima
kriti¢no vlogo pri prepoznavanju in vezavi R na antigen (Slika 3) (Cragg in sod., 2005; Du
in sod., 2007).
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Slika 3: Zgradba povr§inskega antigena CD20 (Winiarska in drugi, 2011: 278)

Vloga powrsinskega antigena CD20 ni natanéno znana. Domnevno deluje kot kalcijev
kanaléek in je vpleten v Stevilne celine signalne poti, kot so nadzor proliferacije,
aktivacije in diferenciacije limfati¢nih celic, ter v sprozanje apoptoze (Du in sod., 2007;
JezerSek Novakovi¢ in sod., 2007).

2.5.2  Spremembe v izraze nosti poviSinskega antigena CD20

ZmanjSana ekspresija, izguba ekspresije ali modulacija antigena CD20 je eden izmed
opisanih mehanizmov rezistence R. Do nedavnega so na ta mehanizem rezistence
nakazovale le redke klini¢ne Studije, ki so porocale 0 slabsi odzivnosti ali neodzivnosti
bolnikov z zmanjSano stopnjo izrazenosti CD20 ob ponovnem zdravljenju z R. Pojav
popolne izgube izrazenosti CD20 je sicer nizka. Do te domnevno pride zaradi epigenetskih
sprememb v genu za CD20 (delecije C-konca molekule CD20) in tvorbe imunskih
kompleksov CD20 z R. Te komplekse lahko iz celi¢ne membrane odstranijo monociti prek
receptorske poti Fc, kar povzro¢i zmanjSano izrazenost CD20 in rezistenco na R (Rezvani
in sod., 2011; Pedersen in sod., 2011).

Na izrazanje antigena CD20 domnevno vplivajo tudi nekateri klini¢no patoloski dejavniki,
kot so histoloski tip limfoma (npr. pri KLL je CD20 manj izraZzen v primerjavi s FL),
razsirjenost bolezni, Stevilo terapij in nacin zdravljenja — tako imunoterapija, kemoterapija
kot tudi radioterapija lahko povzro¢ijo spremembe v genu za CD20 in s tem spremembe v
izrazanju antigena CD20 (Olejniczak in sod., 2006; Terui in sod., 2009).
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2.5.3 Merjenje izrazanja povisinskih antigenov oziroma CD20

Odgovor na zdravljenje z mAb je najverjetneje povezan s stopnjo izrazenosti povr§inskih
antigenov. Merjenje njihove izraZenosti je zato bistvenega pomena tako za diagnostiko
limfoma in kot v zdravljenju. V patologiji se za identifikacijo in merjenje izrazenosti
antigenov uporabljata imunohistokemi¢na metoda in preto¢na citometrija. Prednost
pretoéne citometrije pred imunohistokemi¢no metodo je, da je ta kvantitativna, zelo
natanéna in obcutljivejsa (Johnson in sod., 2009). S kvantitativnho imunofenotipizacijo
merimo fluorescencni signal, ki ga oddajajo s flourokromi oznacena mAb, vezana na celice
v vzorcu. Rezultat meritve predstavlja Stevilo izsevanih fotonov. S pomocjo kalibracijske
premice, ki jo dobimo z meritvijo standardov z znanim Stevilom vezanega fluorokroma,
dolo¢imo relativno Stevilo antigena na preu¢evanem celicnem vzorcu, Ki ga izrazimo z
enoto MESF, angl.« Molecules of Equivalent Soluble Fluorochrome« (Horvat, 2011;
Kloboves-Prevodnik, 2010).
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2.6 NAMEN DELA

Namen naloge je bil raziskati spremembe v izrazanju powrSinskega antigena CD20 pri
bolnikih s FL. Predpostavljamo, da je to povezano z nekaterimi klini¢nimi in patoloskimi
znacilnostmi, kot so starost, gradus, stadij bolezni, ponovitev bolezni in izbor prvegda
zdravljenja (prva hipoteza). Domnevamo tudi, da je uspesnost zdravljenja z R odvisna od
intenzitete izrazenosti antigena CD20 na limfomskih celicah (druga hipoteza). V ta namen
smo zeleli dolociti mejno vrednost izrazenosti CD20, pri kateri lahko pricakujemo, da bo
zdravljenje z R Se ucinkovito. S tem smo Zeleli oceniti odstotek bolnikov, pri katerih je
izrazanje antigena CD20 premajhno, da bi bilo zdravljenje z R u¢inkovito. Predpostavljali
smo tudi, da se stopnja izraZzenosti povrSinskega antigena CD20 na limfomskih celicah
spreminja v odvisnosti od Casa in izbora zdravljenja (tretja hipoteza). Slednje smo
preverjali pribolnikih z ve¢kratno ponovitvijo bolezni.

Pri¢akuyjemo, da bomo z izsledki naloge pripomogli k razjasnitvi sprememb v izraZanju
povrsinskega antigena CD20 pri bolnikih s FL in njegovega pomena za uspe$nost
zdravljenja z bioloskim zdravilom R.
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3 ZASNOVA RAZISKAVE IN METODE

3.1 BOLNIKI

V prvi del raziskave smo vkljuéili bolnike, ki so v obdobju od 2005 do 2011 zboleli zaradi
FL, se zdravili na Onkoloskem inStitut Ljubljana (OIL) in imeli pred zacetkom zdravljenja
opravljeno citopatolosko preiskavo in imunofenotipizacijo s preto¢nim citmotrom (IFC).
Podatke o bolnikih, ki so zboleli zaradi FL in se zdravili na OIL, smo pridobili iz Registra
raka Republike Slovenije, podatke o rezultatih IFC pa iz arhiva Oddelka za citopatologijo
OIL. Nacrtovali smo, da bomo v nalogo vkljucili vsaj 60 bolnikov s FL, in sicer 30
bolnikov, pri katerih se FL po zakljucku prvega zdravljenja ni ponovil (skupina 1), in 30
bolnikov, pri katerih se je FL po zaklju¢ku prvega zdravljenja ponovil (skupina 2).

V drugi del raziskave smo vklju¢ili 12 bolnikov s FL, pri katerih je bila narejena
citopatoloSka preiskava z IFC ve¢ kot trikrat. Te bolnike smo poiskali s pomocjo baze
podatkov Registra raka Republike Slovenije in baze podatkov Oddelka za citopatologijo
OIL. Sest od skupno 12 bolnikov pred zaGetkom zdravljenja ni imelo narejene
citopatoloske preiskave z IFC.

Za vse bolnike smo iz elektronskih popisov bolezni na OIL pridobili tudi podatke o poteku
bolezni.

3.2 CITOPATOLOSKA PREISKAVA

Citopatoloska preiskava je bila narejena pri vseh bolnikih, vklju¢enih v nalogo, zaradi
razjasnitve kilnicnega suma na limfom. Vzorce za preiskavo smo pridobili z ABTI
povecanih bezgavk. 1z vsakega vzorca smo pripravili dva preparata za mikroskopski
pregled in suspenzijo celic za IFC.

En preparat smo posusili na zraku in pobarvali po Giemsi, drug preparat smo fiksirali v
Delaunayevem fiksativu in pobarvali po Papanicolaouju. 1z preostanka vzorca smo
pripravili suspenzijo celic za IFC, tako da smo preostanek celic sprali iz brizge in igle s
celi¢nim medijem (4,5-% bovini serumski aloumini, 0,45-% EDTA v raztopini fosfatnega
pufra s 50 IE/ml penicilina).
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3.3 IMUNOFENOTIPIZACIJA S PRETOCNIM CITOMETROM

Vzorce za IFC smo obravnavali po standardnem postopku. Najprej smo dolo¢ili absolutno
Stevilo celic v suspenziji, nato smo napravili orientacijski mikroskopski pregled celi¢nega
razmaza in se na podlagi tega odloc¢ili, ali bomo napravili IFC in katero kombinacijo
protiteles (panel protiteles) bomo uporabili.

3.3.1  Stetje celic

V epruveti smo 10 pl vzorca dodali 190 pl Tiirkove raztopine in premesali, nato smo 10 pl
vzorca prenesli v Neubauerjevo komoro »improved bright-line«. Z mikroskopom smo
presteli celice v kotnih poljih. Absolutno Stevilo celic v vzorcu smo izracunali po formuli:

N=nx Rx Vx FK ...(D)

N — stevilo celic v vzorcu

n— povprecno Stevilo celic v kvadratku
R — faktor red¢enja (20)

V- volumen vzorca

FK — faktor komore (10%)

3.3.2  Postavitev delovne diagnoze limfoma in izbor protiteles

Delovno diagnozo limfoma smo postavili na podlagi orientacijskega mikroskopskega
pregleda. V primeru suma na limfom B smo uporabili osnovni panel protiteles
(Preglednica 1). Protitelesa, ki smo jih uporabili, so bila konjugirana s fluorescein
izotiocianatom (FITC), fikoeritrinom (PE), peridinin klorofil proteinom (PerCP), peridinin
Klorofil proteinom Cy5,5 in alofikocianinom (APC). Vsa protitelesa, ki smo jih uporabljali,
je proizvedlo podjetje BD Biosciences.

Preglednica 1: Osnovni parel protiteles

Epruveta FITC PE PerCP/PerCP-Cy5.5 APC
vol vol
mADbs (ul) mADbs vol (ul) mADbs vol (ul)  mADbs (ul)
1 CD3* 5 CD19* 5 CD45* 5 CD20 3
2 v1-FITC 5) v 1-PE 5) CD19 5 vy1-APC 3
3 Kappa* 5  Lambda* 5 CD19* 5 CD10 3
4 FMC7* 5 CD23* ) CD19* ) CD5 3

* BD Oncomark Reagents; mABs — monoklonsko protitelo; FITC — fluorescein izotiocianat; PE — fikoeritrin;
PerCP — peridinin klorofil protein; PerCP-Cy5.5 — peridinin klorofil protein Cy5.5, APC — alofikocianin
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3.3.3  Pripravavzorcev za meritev s preto¢nim citometrom

Vzorce smo prefiltrirali skozi filter s premerom por 50 um in pripravili stiri epruvete. V
vsako epruveto smo dodali prera¢unan volumen celi¢nega vzorca, da je bilo kon¢no Stevilo
celic v epruveti 200 000. Dodali smo 1,5 ml pufra (Cell Wash, BD Biosciences) in vzorce
5 minut centrifugirali pri sobni temperaturi s hitrostjo 1500 obratov/minuto. Supernatant
smo odlili in v vsako epruveto dodali ustrezen volumen (3 oziroma 5 pl) protiteles, kot je
prikazano v Preglednici 1. Vzorce smo inkubirali 20 minut v temi. Nato smo dodali 1,5 ml
pufra (Cell Wash, BD Biosciences), premesali na stresalniku, ponovno centrifugirali (5
minut s hitrostjo 1500 obratov/minuto) in zavrgli supernatant. Dodali smo 300 ul pufra
(Cell Wash, BD Biosciences) in vzorec izmerili s pretoénim citometrom (Kloboves-
Prevodnik insod., 2004).

3.3.4  Meritev s preto¢nim citometrom

Meritve vzorcev so potekale s Sestparametrskim preto¢nim citometrom FACSCalibur (BD
Biosciences) in osemparametrskim preto¢nim citometrom FACS Cantoll (BD
Biosciences). Stabilnost in linearnost pretocnega citometra sSmo vsakodnevno preverili s
kalibracijskimi kroglicami Calibrate 3 beads (BD Biosciences) in Sphero Rainbow
(Spherotech, Illinois v ZDA). Z meritvami vzorcev smo zaceli samo, ¢e smo ugotovili, da
preto¢ni citometer deluje optimalno. V posamezni epruveti smo izmerili 20 000 celic, ki so
bile CD45- ali CD19-pozitivne. Ce 20 000 CD45- ali CD19-pozitivnih celic ni bilo mozno
izmeriti, ker je bilo takih celic v vzorcu premalo, smo izmerili celoten volumen vzorca.

3.3.5 Analiza rezultatov preto¢nocitometri¢nih meritev

3.3.5.1 Analiza rezultatov meritev kalibracijskih kroglic

Kalibracijske kroglice Sphero Rainbow uporabljamo za preverjanje linearnosti pretoc¢nega
citometra. Kalibracijske kroglice vsebujejo razli¢no koli¢ino fluorokroma, ki je znana za
vsako kroglico. Z njimi redno preverjamo linearnost pretoénega citometra od leta 2001.

Rezultat analize meritev kalibracijskih kroglic je histogram, ki prikazuje rezultat meritev
fluorescence, ki jo oddajajo kroglice, oznacene z znano koli¢ino fluorokroma (Slika 4).
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Slika 4: Rezultati meritev kalibracijskih kroglic Sphero Rainbow, ozna¢enih z APC

Koli¢ina fluorokroma, vezanega na posamezne kroglice, se linearno poveéuje. S
histograma od¢itamo geometri¢no sredino izmerjene fluorescence za posamezno kroglico
in jo pretvorimo v relativno Stevilko kanala. Na podlagi podatkov o relativni Stevilkikanala
in kolicini vezanega fluorokroma na posamezno kroglico v enotah MESF, nariSemo
kalibracijski graf, ki pove, ali preto¢ni citometer deluje linearno. S pomocjo
kalibracijskega grafa smo kvantificirali celicne antigene, saj koli¢ina fluorokroma,
konjugiranega s protitelesi, vezanimi na celice v vzorcu, sovpada s koli¢ino antigena na
celicah (Slika 5). Kvantifikacija celi¢nih antigenov je zanesljiva, ¢e kvantifikacijske
kroglice in vzorec izmerimo isti dan z enakimi nastavitvami. Izbira citometra na rezultat
kvantifikacije ne vpliva (Schwartz in sod., 2004).

SPHERO CALIBERATION GRAPH APC Channel

J— (APC Channel) PEAK# CH# MEAP
=————— - 1 4100
M ' : ! ! 2  BTO0 578
5 '000 ‘% 3 12400 2433
> 4 15200 6720
2 5 17600 17962
¥ 1o 6 19000 30866
& 7 20600 51704
-9
2w 8 24200 146080
100 1
0 64 128 192 256

RELATIVE CHAMMEL NUMBER

Slika 5: Kalibracijski graf za APC-kanal, ki nam pove, ali je delovanje preto¢nega citometra
linearno in ga lahko uporabljamo tudi za kvantifikacijo celiénih antigenov
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3.3.5.2 Analiza rezultatov meritev povrSinskega antigena CD20

Za analizo rezultatov meritev s preto¢nim citometrom smo uporabili dva programa: za
preto¢ni citometer FACSCalibur smo uporabili program CellQuest (BD Biosciences), za
preto¢ni citometer FACSCanto II pa FACSDiva Software (BD Biosciences). Z
omenjenima programoma smo dobili kvalitativne in kvantitativne podatke o izraZanju
antigena CD20. Na osnovi dobljenega rezultata smo opredelili, ali je celi¢na populacija
pozitivna ali negativna. V primeru pozitivnega rezultata smo videli, ali je celicna
populacija §ibko, srednje ali mo¢no pozitivna. Program nam je podal vrednosti izrazanja
antigena v obliki geometri¢ne sredine.

3.3.6  Kvantifikacija intenzitete izrazanja poviSinskega antigena CD20

Za vsakega bolnika, ki smo ga vklju¢ili v raziskavo, smo poiskali rezultate IFC v arhivu
laboratorija za citopatologijo in od¢itali geometri¢no sredino izmerjene fluorescence
povrsinskega antigena CD20. Poiskali smo rezultate meritev z APC oznacenimi
kalibracijskimi kroglicami, ki so bile izmerjene isti dan in z enakimi nastavitvami, kot je
bila narejena IPC. Na podlagi rezultatov meritev kalibracijskih kroglic in geometri¢ne
sredine povrSinskega antigena CD20 smo S programom PMT Linearity QC Record
(Spherotech, Illinois v ZDA) izraCunali intenziteto izrazenosti povrsinskega antigena CD20
v enotah MESF. Za posamezen vzorec smo s programom pretvorili geometricno sredino
izrazenosti povrSinskega antigena CD20 v relativno Stevilko kanala na skali preto¢nega
citometra, nato pa to pretvorili venote MESF.

3.4 DOLOCANIJE KLINICNEGA STADIJA

Klini¢ni stadij smo dolo¢ili po mednarodno priznani klasifikaciji Ann Arbor, ki razdeli
limfome v Stiri stadije glede na prizadetost podroc¢ij bezgavk in/ali nelimfaticnih organov,
prisotnost splo$nih simptomov ali velike tumorske mase bolezni (Cheson, 2008Db).

Stadij | — prizadeto je eno podro¢je bezgavk ali delno prizadet en nelimfaticni organ.
Stadij Il — prizadeti sta dve skupini ali ve¢ skupin bezgavk na isti strani prepone ali pa je
delno prizadet en nelimfati¢ni organ ali tkivo in ena skupina ali ve¢ skupin bezgavk na isti
strani prepone.

Stadij Il — prizadete so bezgavke nad in pod prepono, so¢asno je lahko delno prizadet en
nelimfati¢niorgan ali tkivo ali vranica, lahko tudioboje.

Stadij 1V — v celoti je prizadet en ali ve¢ nelimfatiénih organov, samostojno ali skupaj z
bezgavkami.
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3.5 OCENA ODGOVORA NA ZDRAVLIENJE

Uspeh zdravljenja smo opredelili po uveljavljenih kriterijih International Working Group
Criteria (Cheson, 2008a; Cheson, 2008b; Juweid in sod., 2005), ki opredeljujejo naslednje
Stiri kategorije:

= Popolni odgovor (PO): odsotnost vseh znakov bolezni.

* Delni odgovor (DO): zmanjSanje merljive bolezni (ve¢ kot 50-% zmanjSanje vsote
zmnoZzkov premerov do Sest najve¢jih merljivih lezij) in odsotnost novih lezij.

= Stabilna bolezen (SD): bolezen se ni zmanjSala za toliko, da bi zadostila kriterijem
za DO ali PO, in se nipovecala za toliko, da bi zadostila kriterijem za PB.

= Napredovanje bolezni (PB): pojav nove lezije ali poveCanje bolezni za ve¢ kot
50 % obstojece lezije.

Uspeh zdravljenja smo preucevali pri vseh bolnikih iz prvega dela raziskave ter samo pri
bolnikih, kiso bili zdravljeni z R. U¢inek zdravljenja z R smo ocenili tako, da smo dolo¢ili
celokupni odgovor na zdravljenje (CO) ter celokupno prezivetje. Celokupni odgovor na
zdravljenje predstavlja bolnike, ki so dosegli popolni ali delni odgovor. Celokupno
preZivetje bolnikov pa smo ocenili s ¢asovnim intervalom, ki predstavlja ¢as od postavitve
diagnoze do konca sledenja oziroma smrti. Za bolnike, ki so bili zdravljeni z R, smo
dolo¢ili tudi trajanje odgovora na zdravljenje. Ocenili smo ga s ¢asovnim intervalom, ki
predstavlja ¢as preZivetja brez ponovitve bolezni. Pri tem smo upostevali le bolnike, ki so
dosegli celokupni odgovor na zdravljenje.

3.6 DOLOCITEV MEJNE VREDNOSTI IZRAZANJA POVRSINSKEGA
ANTIGENA CD20

Bolnike, ki smo jih vkljucili v prvi del raziskave in so bili zdravljeni z R, smo razdelili v
skupine glede na izraZzenost povrSinskega antigena CD20, ki so bile v razmiku 5000
MESF. Za posamezne skupine bolnikov smo naredili krivulje prezivetja in jih statistic no
primerjali. Mejno vrednost, nad katero ocenjujemo, da zdravljenje z R pomeni boljsi
odgovor na zdravljenje, smo dolo¢ili, pri vrednosti MESF, kjer sta se krivulji statisti¢no
razlikovali.
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3.7 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Podatke smo analizirali s pomocjo racunalniskih programov Excel (Microsoft, ZDA),
Graph Pad Prism 6 (GraphPad Software Inc., ZDA) in Sigmaplot (Systat Software Inc.,
V. Britanija). Za prikaz podatkov o klinicnih in patoloskih znacilnostih bolnikov ter o
poteku zdravljenja smo uporabili opisno statistiko, zbrali in prikazali pa smo jih v
tabelari¢ni obliki. Rezultate meritev povrSinskega antigena CD20 smo predstavili grafi¢no
in za posamezno skupino bolnikov izracunali srednjo vrednost in mero vaiabilnosti. Kot
mero srednje vrednostismo uporabili mediano, mero variabilnosti podatkov pa smo ocenili
zrazponom vrednosti ter kvartilnim razmikom.

Ugotovili smo, da se rezultati meritev izrazenosti povrSinskega antigena CD20 ne
razporejajo normalno. Za ugotavljanje statisti¢no znacilnih razlik med skupinami (v katere
so bili bolniki razdeljeni glede na gradus, stadij, ponovitev bolezni in nacin zaCetnega
zdravljenja) smo tako uporabili neparametricne teste. Uporabili smo Mann-Whitneyjev U-
test (v primeru dveh skupin) in Kruscal-Wallisov H-test (v primeru ve¢ kot dveh skupin).

Celokupno prezivetje in prezivetje brez ponovitve bolezni smo ocenjevali s krivuljami
prezivetia po metodi Kaplan-Meier. Ce se preZivetje med skupinami bolnikov statisti¢no
zna¢ilno razlikuje, pa smo preverjali s testom »log-rank«. Ce smo ugotovili, da na
prezivetje vpliva ve¢ kot en dejavnik, smo uporabili Coxov model sorazmernih tvegan;.

Statisti¢no razliko v celokupnem odgovoru na zdravljenje z R smo ocenjevali pri skupini
bolnikov z nad- in pod-mejno vrednostjo izraZenim antigenom CD20 s y°-testom.
Povezanost med izraZenostjo antigena CD20 in trajanjem odgovora na zdravljenje z R
oziroma celokupnim prezivetjem pa smo ocenili s Spearmanovim koeficientom korelacije.
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4 REZULTATI

Od 142 bolnikov, ki so v obdobju od 2005 do 2011 zboleli zaradi FL in se zdravili na OIL,
smo v prvi del naloge lahko vkljucili le 74 (52,1 %) bolnikov. Vkljuéili smo vse bolnike S
ponovitvijo bolezni (21; 14,8 %) in 53 (37,3 %) bolnikov, pri katerih se bolezen ni
ponovila. Razlogi, zaradi katerih smo bolnike izklju¢ili iz raziskave, so prikazani v
Preglednica 2. V drugi del naloge smo vklju¢ili 12 bolnikov s FL, pri katerih je bila
citoloska preiskava z IFC opravljena tri ali veckrat. Pri osmih bolnikih je bila citoloska
punkcija narejena Stirikrat, pritreh petkrat in pri enem bolniku Sestkrat.

Preglednica 2: Razlogi izkljuditve bolnikov iz raziskave

Stevilo in odstotek bolnikov (N,

Razlog izkljucitve %)

Citopatoloska preiskava in IFC pred zacetkom

24
prvega zdravljenja nista bili narejeni (353)

Meritve kalibracijskih kroglic za preverjanje
linearnosti preto¢nega citometra V ¢asu merjenja 34 (50,0)
vzorca niso bile narejene

Pribolnikih, ki so zboleli v obdobju od 2010 do

2011, se bolezen ni ponovila* ali pa citopatoloska 10 (14,7)
preiskava in IFC nista bili narejeni
Skupaj 68 (100)

N — $tevilo bolnikov, % — odstotek bolnikov, IFC — imunofenotipizacija s preto¢nim cito metrom,* ker smo v
obdobju od 2005 do 2009 nasli premalo bolnikov s ponovitvijo bolezni, ki so izponjevali kriterije za
vkljuéitev v §tudijo, smo dodatne bolnike s ponovitvijo bolezni poiskali §e v letith 2010 in 2011.
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4.1 KLINICNE IN PATOLOSKE ZNACILNOSTI BOLNIKOV TER NACIN IN
POTEK ZDRAVLJENJA

V skupini bolnikov, vklju¢enih v prvi del raziskave, je bilo 33 (44,6 %) moskih in 41
(55,4 %) zensk, s povprecno starostjo ob diagnozi 65,7 let (razpon od 33 do 91 let).
Diagnoza FL je bila pri 66 (89,2 %) bolnikih postavljena s histolosko preiskavo, pri 8
(10,8 %) bolnikih pa s citopatolosko preiskavo. Pri 65 od 66 bolnikov (98,4 %), pri katerih
je bila diagnoza FL postavljena s histolosko preiskavo, je bil dolo¢en gradus bolezni. Pri 1
(1,5 %) bolniku pa gradusa ni bilo mogoce dolociti, ker je bila bezgavka le deloma zajeta z
limfomom. Pri vecini bolnikov je bil ugotovljen gradus bolezni 1-2 in stadij IV
(Preglednica 3: Klini¢ne in patoloske znacilnosti v raziskavo vklju¢enih bolnikov s folikularnim
limfomom). Do ponovitve bolezni je prislo pri21 (28,4 %) bolnikih. Pri 5 bolnikih (23,8 %)
se je bolezen ponovila veckrat, pri 16 (76,2 %) pa le enkrat.

V drugem delu raziskave je bilo med vklju¢enimi bolniki 7 (58,3 %) moskih ter 5 (41,7 %)
zensk, s povprecno starostjo ob diagnozi 69,8 let (razpon od 56 do 83 let). Pri vecini
bolnikov je bil ugotovljen gradus bolezni 1-2 in stadij IV (Preglednica 3: Klini¢ne in
patoloSke zna&ilnosti v raziskavo vklju¢enih bolnikov s folikularnim limfomom). Bolezen se je
ponovila pri 10 od 12 (83,3 %) bolnikov. Pri 7 (70,0 %) bolnikih se je bolezen ponovila
veckrat, pri 3 (30,0 %) pa le enkrat.

Podatki o klini¢nih in patoloskih zna¢ilnostih za bolnike, ki smo jih vklju€ili v prvi in drugi
del naloge, so prikazani v Preglednici 3.
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Preglednica 3: Klini¢ne in patolo$ke znacilnosti v raziskavo vklju¢enih bolnikov s

folikularnim limfomom

Klini¢ne in patoloSke znac¢ilnosti

Bolniki (N, %)

1. del naloge 2. del naloge
Spol
Moski 33 (44,6) 7 (58,3)
Zenski 41 (55,4) 5 (41,7)
Skupaj 74 (100,0) 12 (100,0)
Starost
Powprecje 65,7 69,8
Razpon 33-91 56-83
Klini¢ne znacilnosti
Gradus
1-2 42 (56,8) 7 (58,3)
3 24 (32,4) 4 (33,3)
Nidoloc¢en 8 (10,8) 1(8,3)
Skupaj 74 (100,0) 12 (100)
Stadij
I 16 (21,6) 1(8,3)
I 11 (14,9) 3(25,0)
11 17 (23,0) 1(8,3)
vV 30 (40,5) 7 (58,3)
Skupaj 74 (100,0) 12 (100)
Stevilo ponovitev bole zni
Brez ponovitve 53 (71,6) 2 (16,7)
S ponovitvijo 21 (28,4) 10 (83,3)
Enkratna ponovitev 16 (21,6) 3 (25,0)
Veckratna ponovitev 5 (6,8) 7 (58,3)
Skupaj 74 (100,0) 12 (100,0)

N — §tevilo bolnikov, % — odstotek bolnikov

Podatki o na¢inu zdravljenja in odgovoru na celokupno zdravljenje za bolnike, ki smo jih
vkljucili v prvi in drugi del naloge, so prikazani v Preglednica 4.

Bolniki, vkljuceni v prvi del naloge, so bili po vecini prvotno zdravljeni z radioterapijo
(27; 36,5 %) in imunokemoterapijo (35; 47,3 %). Operativno je bilo zdravljenih 6 (8,1 %)
bolnikov, s kemoterapijo pa le 1 (1,3 %) bolnik, medtem ko je bilo 5 (6,8 %) bolnikov na
opazovanju. Bolniki, ki so bili zdravljeni opreativno, so imeli stadij I; bolniki, ki so bili na
opazovanju, so imeli stadij, ki je bil ve¢ji od 1. 1z Preglednice 4 sta razvidna stevilo in
odstotek bolnikov, zdravljenih s posameznimi kombinacijami imunokemoterapije in drugih
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terapij. Najve¢ bolnikov je prejemalo imunokemoterapijo po shemi R-CHOP (33/35;
94,3 %). Celokupni odgovor na zaCetno zdravljenje je bil dosezen pri 59 od 74 (79,7 %)
bolnikov.

Zdravljenje je pri 27 od 74 (36,5 %) bolnikov potekalo v ve¢ linijah. V prvi liniji
zdravijenja je rituksimab prejemalo 35 od 47 (74,5 %) bolnikov, v naslednjih linijah
zdravljenja pa Se 12 (25,5 %). Celokupni odgovor na celotno zdravljenje je bil dosezen pri
53 0d 74 (71,6 %) bolnikov, bolezen je bila stabilna pri 7 (9,4 %) bolnikih, napredovala pa
je pri 12 (16,2 %) bolnikih. Priskupno 35 bolnikih v prvi liniji, zdravljenih s terapijami, ki
so vsebovale rituksimab, je bil celokupni odgovor dosezen pri 32 od 35 (91,4 %) bolnikov.
Do ponovitve bolezni je prislo pri 5 od 35 (14,3 %) bolnikov. Pri bolnikih, zdravljenih z
radioterapijo, je bil celokupni odgovor dosezen pri 19 od 27 (70,4 %) bolnikov. Do
ponovitve bolezni je priSlo pri 7 (25,9 %) bolnikih. Celokupni odgovor je bil dosezen pri
vseh (5; 100 %) bolnikih, zdravljenih operativno; pri bolnikih, zdravljenih s kemoterapijo,
in bolnikih na opazovanju pa ta ni bil dosezen pri nobenem od bolnikov.
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Preglednica 4: Podatki o nadinu in uspehu zdravljenja

Nacin zac¢etnega zdravljenja Bolniki (N, %)
1. del naloge 2. del naloge
Opazovanje 5 (6,8) 0 (0,0)
Operativno 6 (8,1) 0 (0,0)
RT 27 (36,5) 5(41,7)
KT (leukeran) 1(1,3) 1(8,3)
KT (leukeran) + RT 0 (0,0) 2 (16,7)
Imunoke moterapija (1-KT) 35 (47,3) 4 (33,3)
I-KT 3 (4,0 2 (16,7)
R-CHOP 2 (2,7) 0 (0,0)
R-COP 1(1,3) 2 (16,7)
I-KT + RT 1(1,3) 0 (0,0)
I-KT + vzdrzevalno zdravljenje (R) 12 (16,2) 1(8,3)
I-KT + RT + vzdrzevalno zdravljenje (R) 17 (23,0) 1(8,3)
I-KT + PKMC+ vzdrzevalno zdravljenje (R) 2(2,7) 0(0,0)
Skupaj 74 (100,0) 12 (100,0)
Stevilo linij zdravljenja
0 6 (8,1) 0(0,0)
1 41 (55,4) 0 (0,0)
2 15 (20,3) 1(8,3)
>3 12 (16,2) 11 (91,7)
Skupaj 74 (100,0) 12 (100,0)
Izhod zacetnega zdravlje nja
Popolni odgovor 44 (59,4) 5(41,7)
Delni odgovor 15 (20,3) 1(8,3)
Stabilna bolezen 6 (8,1) 0(0,0)
Progres bolezni 9(12,2) 6 (50,0)
Skupaj 74 (100,0) 12 (100,0)
Izhod celotnega zdravljenja
Popolni odgovor 43 (58,1) 1(8,3)
Delni odgovor 10 (13,5) 0 (0,0)
Stabilna bolezen 7(9,4) 1(8,3)
Progres bolezni 12 (16,2) 10 (83,3)
Skupaj 74 (100,) 12 (100,0)
Transformacija* 2 (8,3) 2 (16,6)
Smrt* 10 (13,5) 8 (66,7)

RT — radioterapija, KT — kemoterapija, I-KT — imunoke moterapija, PKM C — avtologna presaditev
krvotvornih mati¢nih celic, N — §tevilo bolnikov, % — odstotek bolnikov, * odstotek bolnikov, ki so imeli
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transformacijo foliku larnega limfoma ali pa so umrli, je prera¢unan na vse bolnike, ki so bili vkljuéeniv prvi
del naloge, in na vse bolnike, ki so bili vkljuéeniv drugi del naloge.

Bolniki iz drugega dela naloge so bili podobno kot bolniki v prvem delu veinoma
zdravljeni z radioterapijo in imunokemoterapijo. Z izjemo enega bolnika je bila izbrana
Imunokemoterapija po shemi R-COP. Zdravljenje je pri 1 (8,3 %) bolniku potekalo z eno
linijo zdravljenja, pri 11 (91,7 %) bolnikih pa v ve¢ kot dveh linijah. Popoln odgovor na
celotno zdravljenje je bil dosezen le pri 1 (8,3 %) bolniku, prav tako je bila pri 1 (8,3 %)
bolniku bolezen stabilna, pri 10 (83,3 %) pa je bolzen napredovala. Osem (66,6 %)
bolnikov z napredovano obliko bolezni je umrlo, pri 2 (20,0 %) bolnikih pa je prislo do
transformacije iz FL v DVCLB, eden od teh bolnikov je umrl.

411  Celokupno preZivetje bolnikov, vkljucenih v prvi del naloge

Celokupno prezivetje bolnikov, ki smo jih vkljuéili v prvi del naloge, je bilo 86,5-%.
Odvisno je bilo le od starosti bolnikov in §tevila linij zdravljenja.

Bolniki, ki so bili starejsi od 60 let, so imeli zna¢ilno slabse celokupno preZivetje
(p < 0,028) od mlajsih bolnikov (Preglednica 16, Slika 6).

Preglednica5: Statisti¢no znadilne razlike v celokupnem preZivetju med skupinami bolnikov
z razli¢no starostjo (testKkrivulj preZive tja »log-rank«)

Starost (vrednost p) St. bolnikov v HR (95-% CI)
skupini (N)
pod nad

40 let p = 0,555 3 71

50 let p = 0,364 7 67

60 let p =0,028 24 50 0,0 (0,059-0,838)

70 let p = 0,025 46 28 0,244 (0,062-0,818)
80 let p < 0,001 65 9 0,086 (0,0003-0,0277)

N — stevilo bolnikov, HR — razmerje tveganja, IC — interval zaupanja
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Slika 6: Celokupno prezivetje skupin bolnikov s starostmi, pri katerih se krivulji prezivetja

statisticno razlikujeta

Bolniki z eno linijo zdravljenja so imeli statisticno boljse celokupno prezivetje kot bolniki,
Ki so bili zdravljeni tri- ali veckrat (HR = 0,040; 95-% CI = 0,004-0,112, p < 0,0001).
Mediana prezivetja je bila doseZzena le pri skupini bolnikov s tremi ali ve¢ linjjami
zdravljenja. Ta je znaSala 48,3 meseca. Statisticnih razlik med ostalimi krivuljami

prezivetja nismo ugotovili (Slika 7).
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Histoloski gradus, stadij in naCin zaCetnega zdravljenja na prezivetje niso vplivali (Slika 8).
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Slika 8: Celokupno prezivetje v odvisnosti od gradusa bolezni, stadija in na¢ina zacetnega
zdravljenja
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4.2 INTENZITETA IZRAZENOSTI POVRSINSKEGA ANTIGENA CD20 V
IZHODNIH VZORCIH PRI BOLNIKIH S FOLIKULARNIM LIMFOMOM, K
SMO JIH VK LJUCILI V PRVI DEL NALOGE

Mediana izrazenosti povrSinskega antigena CD20 za 74 bolnikov, ki so bili vkljuceni v
prvi del naloge, znasa 65964,5 MESF, razpon wvrednosti pa 208-1332582 MESF.
Ugotavljali smo, kako je intenziteta izrazenosti CD20 v izhodnih vzorcih povezana S
starostjo bolnikov, histoloskim gradusom, raz§irjenostjo in ponovitvijo bolezni ter na¢inom
zaCetnega zdravljenja.

4.2.1 Povezanost intenzitete izraZenosti poviSinskega antigena CD20 s starostjo
bolnikov

Najvisjo mediano izrazenosti povrSinskega antigena CD20 smo izmerili pri bolnikih,
mlajsih od 60 let (65964 MESF), kot tudi najvec¢ji razpon med minimalno in maksimalno
izmerjeno vrednostjo izrazenosti povrSinskega antigena CD20 (Preglednica 6).

Preglednica 6: Intenziteta izrazenosti povrsinskega antigena CD20 pri bolnikih, starejSih in mlaj$ih
0d70 let

Izraze nost povrSinskega antigena CD20 (MESF)

Starost

Bolniki (N, %) Mediana Razpon Kvartilni razmik
Pod 60 let 24 (32,4) 65964 208-124048 47872-76785,5
Nad 60 let 50 (67,6) 65886 10864132582 46104-87627
Vsi bolniki 74 (100) 65964 208-132582 47218-85120

N — $tevilo bolnikov, % — odstotek bolnikov

Izrazenost povrSinskega antigena CD20 pri bolnikih, starejSih in mlaj$ih od 60 let, se ni
statisti¢no razlikovala (p = 0,462) (Slika 9).
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Slika 9: Izrazenost povrsinskega antigena CD20 pri bolnikih, starejSih in mlaj$ih od 60 let

4.2.2 Povezanost intenzitete izraZenosti povrSinskega antigena CD20 s histoloSkim
gradusom bolezni

Mediana izrazenosti povrsinskega antigena CD20 je bila v skupini bolnikov z gradusom 3
(74569 MESF) vec¢ja kot v skupini bolnikov z gradusom 1-2 (57343 MESF). Najvecji
razpon med minimalno in maksimalno izmerjeno vrednostjo je bil v skupini bolnikov z
gradusom 1-2, znotraj katere sta posameznika z najve¢jo in najmanjSo vrednostjo
(Preglednica 7).

Preglednica7: Intenziteta izraZe nosti povisinskega antigena CD20 v odvisnosti od gradusa
folikularnega limfoma

IzraZe nost poviSinskega antigena CD20 (MESF)

Gradus
Bolniki (N, %) Mediana Razpon Kvartilni razmik
1-2 42 (56,8) 57343 208-132582 45575-76741
3 24 (32,4) 74569 19193-124048 55471-86397
Nidolo¢en 8 (10,8) 6977 22017-108668 5588887841
Vsi bolniki 74 (100) 65964 208-132582 47218-85120

N — §tevilo bolnikov, % — odstotek bolnikov

Porazdelitev izrazenosti povrSinskega antigena CD20 glede na bolezenski gradus
prikazuje Slika 10. Razlika v intenziteti izrazenosti antigena med skupinama ni statisti¢no
znacilna (p = 0,177).



33

Makovsek V. Izrazanje povrSinskega antigena CD20 pri bolnikih s folikularnim limfomom.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij struktumne in funkcionalne biologije, 2015

150000

Q
100000+ —‘7 T

50000

Izrazenost antigena CD20 (MESF)

o]

0 Q T
|

-2 3

Gradus bolezni

Slika 10: IzraZenost povr$inskega antigena CD20 v odvisnosti od gradusa bolezni

4.2.3  Povezanost intenzitete izraZenosti poviSinskega antigena CD20 z
razSirjenostjo bolezni

Izmerjena mediana izraZenosti powvrSinskega antigena CD20 je bila najviS§ja v skupini
bolnikov z bolezenskim stadijem 1l (76973 MESF), najnizja pa v skupini bolnikov s
stadijem Il (58917 MESF). Najve¢ji razpon med minimalno in maksimalno vrednostjo je v
skupini bolnikov s stadijem IV, znotraj katere je bolnik z najmanjSo vrednostjo, bolnik z
najvecjo vrednostjo pa je v skupini bolnikov s stadijjem I (Preglednica 8).

Preglednica 8: Intenzite ta izraZe nosti povisins kega antigena CD20 glede na stadij bole zni

Izraze nost povisinskega antigena CD20 (MESF)

Stadij Bolniki (N, %)  Mediana Razpon Kvartilni razmik
I 16 (21,6) 66564 45134-132583 53317-83470
I 11 (14,9) 58917 469-98579 20605-83485
i 17 (23,0) 76973 10864-124048 4689185273
\Y 30 (40,5) 62071 208-124169 4417581382
Vsi bolniki 74 (100) 65964 208-132582 47218-85120

N — §tevilo bolnikov, % — odstotek bolnikov

Porazdelitev izrazenosti povrSinskega antigena CD20 glede na bolezenski stadij prikazuje
Slika 11. Razlika v intenziteti izraZenosti antigena med skupinami ni statisti¢no znacilna
(p = 0,750).
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Slika 11: Grafi¢ni prikaz razporeditve izrazenosti povr§inskega antigena CD20 v odvisnosti od
stadija bolezni

4.2.4  Povezanost intenzitete izraZenosti povrSinskega antigena CD20 s ponovitvijo
bole zni

Najvi§jo mediano izrazenosti povrSinskega antigena CD20 smo izmerili pri bolnikih brez
ponovitve bolezni (66294 MESF), najnizjo pa pri bolnikih z vekratno ponovitvijo bolezni
(58917 MESF). Najvecji razpon med minimalno in maksimalno izmerjeno vrednostjo
izrazenosti povrSinskega antigena CD20 je pri skupini bolnikov brez ponovitve bolezni, v
kateri je bolnik z minimalno vrednostjo, bolnik z maksimalno vrednostjo, pa je v skupini z
veckratno ponovitvijo bolezni (Preglednica 9).
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Preglednica 9: Intenziteta izraZe nosti poviSinskega antigena CD20 pri bolnikih brez
ponovitve FL in pri bolnikihs ponovitvijo FL

Izraze nost poviSinskega antigena CD20 (MESF)

Bolniki Bolniki Mediana Razpon Kvartilni razmik
(N, %)

Vsibolniki 74 (100) 65964 208-132582 47218-85120
Bolnikibrez ponovitve 53 (71,6) 66294 208-124048 49004846661
bolezni
Bolnikis ponovitvijo 21 (28,4) 59205 10864132582 45137-86369
bolezni

Bolniki z enkratno

ponovitvijo bolezni 16 (21,3) 63019 10864-132582 43879,8-83418

Bolniki z ve¢kratno 5(6,7) 58917 26926-124169 45137-86480

ponovitvijo bolezni

N — §tevilo bolnikov, % — odstotek bolnikov

Grafiéni prikaz porazdelitve izrazenosti povrSinskega antigena CD20 pri bolnikih brez
ponovitve bolezni in z njeno ponovitvijo prikazuje Slika 12. Izrazenost povrSinskega
antigena CD20 se med skupinama ni statisticno znacilno razlikovala (p = 0,760). Prav tako
se izrazenost povrSinskega antigena CD20 pri bolnikih z enkratno ponovitvijo in pri
bolnikih z vec¢kratno ponovitvijo FL ni statisti¢no razlikovala (p = 0,966).
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Slika 12: Grafi¢ni prikaz razporeditve izrazenosti povr§inskega antigena CD20 v odvisnosti od

ponovitve bolezni
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425 Povezanost intenzitete izraZenosti poviSinskega antigena CD20 z na¢inom
zafetnega zdravlje nja

Najvisjo mediano izrazenosti povrSinskega antigena CD20 smo izmerili pri bolnikih,
zdravljenih z imunokemoterapijo (70137 MESF), najmanjSo pa pri skupini bolnikov,
zdraviljenih s kemoterapijo (26926 MESF). Najve¢ji razpon med minimalno in
maksimalno izmerjeno vrednostjo je bil v skupini bolnikov, zdravljenih z radioterapijo
(Preglednica 10).

Preglednica 10: Intenziteta izraZe nosti povisins kega antige na CD20 glede na nacin zacetnega
zdravljenja

Izraze nost poviSinskega antigena CD20 (MESF)
Nacin zaCetnega

zdravljenja Bolniki (N, %) Mediana Razpon Kvartilni razmik
Opazovanje 6 (8,1) 58222 208-95544 52189-85412
Operativno 5 (6,8) 66294 48199-132582 63082-67182
RT 27 (36,5) 58917 469-124169 4513583854
KT 1(1,3) 26926 / /
I-KT 35 (47,3) 70137 10864124048 48887-85570
Vsi bolniki 74 (100) 65964 208-132582 47218-85120

N — $tevilo bolnikov, % — odstotek bolnikov

Porazdelitev izrazenosti povrSinskega antigena CD20 glede na zacCetno zdravljenje
prikazuje Slika 13. Izrazenost povrSinskega antigena CD20 se pri bolnikih na opazovanju,
zdravljenih operativno, z radioterapijo in imunokemoterapijo, ni znacilno razlikovala
(p = 0,521). Skupine bolnikov, zdravljenin s kemoterapijo, zaradi majhnosti vzorca
skupine nismo vkljucili v grafi¢ni prikaz in statisti¢no analizo.
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Slika 13: Grafi¢ni prikaz razporeditve izrazenosti povr§inskega antigena CD20 v odvisnosti od
nacina zacetnega zdravljenja

4.3 USPESNOST ZDRAVLIENJA FOLIKULARNEGA LIMFOMA Z
RITUKSIMABOM

4.3.1 Dolocitev me jne vrednosti izraze nosti povr§inskega antigena CD20 kot
napovednega faktorja

Sedminstirideset izmed skupno 74 (63,5 %) bolnikov, vklju¢enih v prvi del naloge, je bilo
zdraviljenih z R. Celokupno preZivetje pri bolnikih, zdravljenih z R, se je statisti¢no
znaCilno razlikovalo med skupinami bolnikov z razlicno stopnjo izrazenosti povrSinskega
antigena CD20 (Preglednica 11). Krivulji preZivetja sta se statisticno znacilno razlikovali
pri skupinah bolnikov z izrazenostjo CD20 pod in nad 20000 MESF ter 30000 MESF, pri
70000 MESF pa sta bili krivulji mejno statisti¢no razli¢ni (Slika 14).

Mejno vrednost izrazenosti povrSinskega antigena CD20, nad katero zdravljenje z R
pomeni bolj$i odgovor na zdravljenje, smo dolo¢ili pri vrednosti 30000 MESF (HR =
3,922; 95-% CI = 1,122-66,731, p = 0,041), ker sta v skupini bolnikov, ki imajo
povrsinski antigen CD20 izrazen pod 20000 MESF, le 2 bolnika. Nakazuje se tudi
moznost, da sta mejni vrednosti dve, saj sta se krivulji preZivetja bolnikov s CD20,
izrazenim pod in nad 70000 MESF, mejno znacilno razlikovali (HR = 5,809; 95-% CI =
0,975-15,770, p = 0,058) (Slika 15).
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Preglednica 11: Statisticno znacilne razlike v izraZenosti poviSinskega antigena CD20 med
skupinami bolnikov, zdravljenih z rituksimabom (test krivulj preZive tja »log-rank«)

Mejna | (vrednost p) Bolniki (N) Mejna | (vrednost p) Bolniki (N)
vrednost g g vrednost 3 g
(MESF) pod  ha (MESF) pod : na

15 000 p=0,783 1 46 70 000 p = 0,058 26 21

20 000 p = 0,044 2 45 75 000 p=0,110 28 19

25000 p =0,102 4 43 80 000 p = 0,220 32 15

30 000 p =0,041 6 41 85 000 p=0,391 35 12

35000 p =0,070 7 40 90 000 p=0,120 37 10

40 000 p =0,137 8 39 95 000 p=0,176 39 8

45 000 p=0,254 11 36 100 000 p=0,176 39 8

50 000 p =0,167 14 33 105 000 p=0,276 41 6

55 000 p = 0,246 16 31 | 110000 p = 0,342 42 | 5

60 000 p=0,274 21 26 115 000 p = 0,486 44 3

65 000 p =0,136 22 25

N — Stevilo bolnikov

T, DT T e, T

Z . E L

E_HIF E“ [LR]

Z z L
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Slika 14: Celokupno prezivetje s stopnjo izrazenosti CD20, pri kateri se krivulji prezivetja
statisticno razlikujeta

Krivulji sta se statisticno znacilno razlikovali pri skupinah bolnikov z izraZzenostjo CD20 pod in
nad 20000 MESF (A) in pri skupinah bolnikov z izrazenostjo antigena CD20 pod in nad 30000
MESF (B) ter mejno statisti¢no pri skupinah bolnikov z izrazenostjo antigena CD20 pod in nad
70000 MESF (C).
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Slika 15: Rezultat meritev kalibracijskih kroglic Sphero Rainbow, oznacenih s FITC, (A) in
rezultat meritev izrazanja antigena CD20 (B) z oznac¢enimi mejnimi vrednostmi CD20, pri katerih
se krivulji preZivetja statistiCno razlikujeta

4.3.2 Povezanost intenzitete izrazanja poviSinskega antigena CD20 s kvaliteto
odgovora na zdravljenje z rituksimabom

Kvaliteto odgovora na zdravljenje z R prikazuje Preglednica 12. Pri 39 (83,0 %) bolnikih
je bil dosezen celokupni odgovor, pri32 (68,1 %) PO inpri7 (14,9 %) DO.

Preglednica 12: Porazdelitev bolnikov, zdravljenih z R, glede na kvaliteto odgovora

Kvaliteta odgovora  Stevilo bolnikov % bolnikov

PO 32 68,1
DO 7 14,9
PB 7 14,9
SB 1 2,1
CO 39 83,0
Skupayj 47 100

PO — popolni odgovor, DO — delni odgovor, SD — stabilna bolezen, PB — napredovanje bolezni, CO —
celokupni odgovor

Mediana izrazenosti povrSinskega antigena CD20 je bila najvija pribolnikih, ki so dosegli
popolni in delni odgovor na zdravljenje z R (71960 MESF za bolnike s popolnim
odgovorom in 64938 MESF za skupino bolnikov z delnim odgovorom). Najnizja mediana
je bila izmerjena pribolnikih s progresom bolezni (55321 MESF).
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Izrazenost povrSinskega antigena CD20 se med posameznimi skupinami ni statisti¢no
znadilno razlikovala (p = 0,238). Skupine bolnikov s stabilno boleznijo zaradi majhnosti
vzorca skupine nismo vkljucili v grafi¢ni prikaz in statisti¢no analizo (Slika 16).

150000

—
100000+ T

500004

[zrazenost antigena CD20

ﬂL -
(<] 1
[}

PO DO PB

Odgovor na zdravljenje

Slika 16: Grafi¢ni prikaz porazdelitve izraZenosti povrSinskega antigena CD20 glede na kvaliteto
odgovora

Zeleli smo tudi oceniti, kak§na je kvaliteta odgovora na zdravljenje z R pri bolnikih z
izrazenim povrSinskim antigenom CD20 nad mejno vrednostjo 30000 MESF in pri
bolnikih z izrazenim povrSinskim antigenom CD20 pod mejno vrednostjo. V skupini
bolnikov nad mejno vrednostjo je 36 (92,3 %) bolnikov s celokupnim odgovorom na
zdravljenje, v skupini bolnikov pod mejno vrednostjo pa so 3 (7,7 %) bolniki. Nasprotno
pa je v skupini bolnikov s stabilno boleznijo ali progresom bolezni 6 (75 %) bolnikov, ki
Imajo povrsinski antigen CD20 izrazen pod mejno vrednostjo, in le 2 (25 %) bolnika, Ki
imata povrSinski antigen CD20 izrazen nad mejno vrednostjo (Slika 167). Odgovor na
zdravljenje je v skupini bolnikov s povrSinskim antigenom CD20, izrazenim nad mejno
vrednostjo, statisti¢no znacilno boljsi kot v skupini bolnikov s powvrSinskim antigenom
CD20, izrazenim pod mejno vrednostjo (p < 0,0001). Razlika v odgovoru na zdravljenje je
med skupinama znacilna tudipri potencialni mejni vrednosti 70000 MESF (p = 0,044).
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Slika 17: Porazdelitev bolnikov, zdravljenih z R, glede na kvaliteto odgovora in mejno vrednost
izrazenosti povrSinskega antigena CD20 (30000 MESF)

4.3.3 Povezanost intenzitete izrazanja poviSinskega antigena CD20 s trajanje m
odgovora na zdravljenje z rituksimabom

Od skupno 47 bolnikov, zdravljenih z R, smo v analizo povezanosti med intenziteto
izrazenosti povrSinskega antigena CD20 in trajanjem odgovora na zdravljenje z R vkljucili
39 bolnikov z dosezenim popolnim ali delnim odgovorom. Trajanje odgovora na
zdraviljenje z R smo ocenili s prezivetjem brez ponovitve bolezni. Povezanosti med
spremenljivkama nismo dokazali (p = 0,492, r = 0,113) (Slika 18).
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Slika 18: Povezanost intenzitete izrazenosti povrSinskega antigena CD20 s trajanjem odgovora

Preveriti smo zeleli tudi, ali se trajanje odgovora na zdravljenje z R pri bolnikih z
izrazenim povrSinskim antigenom CD20 nad mejno vrednostjo 30000 MESF razlikuje od
trajanja odgovora pri bolnikih z izraZzenim CD20 pod doloeno mejno vrednostjo.
Ugotovili smo, da se prezivetje brez ponovitve bolezni med skupinama statisticno ne
razlikuje (HR = 0,0; 95-% Cl = 0,003-36,930, p = 0,646). Mediana prezivetja brez
ponovitve bolezni v ¢asu opazovanja Se ni bila doseZena v nobeni od skupin (Slika 19A).
Podobne rezultate smo dobili tudi za potencialno mejno vrednost 70000 MESF (Slika

19B).
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Slika 19: Prezivetje brez ponovitve bolezni za bolnike z intenziteto izrazanja povrSinskega antigena
CD20 nad in pod mejno vrednostjo 30000 MESF ter nad in pod potencialno mejno vrednostjo

70000 MESF
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4.3.4 Povezanost intenzitete izraZzanja poviSinskega antigena CD20 s celokupnim
preZivetje m

V analizo povezanosti intenzitete izrazanja povrSinskega antigena CD20 s celokupnim
prezivetiem smo vkljucili 47 bolnikov z izmerjeno intenziteto izrazenosti povrSinskega
antigena CD20 in podatki o celokupnem prezivetju. Povezanosti med spremenljivkama
nismo dokazali (p = 0,326, r = 0,146) (Slika 20).
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Slika 20: Povezanost intenzitete izrazenosti povrSinskega antigena CD20 s celokupnim prezivetjem

Ugotovili smo, da imajo bolniki z intenziteto izraZenosti povrSinskega antigena CD20 nad
mejno vrednostjo 30000 MESF statisticno boljSe celokupno prezivetje kot bolniki z
intenziteto izrazenosti CD20 pod mejno vrednostjo (HR = 3,922; 95-% CI = 1,122-66,730,
p=0,041). Mediana celokupnega preZivetja je bila pri bolnikih z izraZenostjo povrSinskega
antigena CD20 pod mejno vrednostjo 48,3 meseca, medtem ko pri bolnikih z izraZenostjo
tega nad mejno vrednostjo ni bila doseZena (Slika 14 B). Pri 6 (12,8 %) bolnikih s FL je
bila stopnja izrazenosti povrsinskega antigena CD20 pod mejno vrednostjo 30000 MESF.
Podobne rezultate smo dobili tudi za potencialno mejno vrednost 70000 MESF (HR =
5,809; 95-% CI = 0,975-15,770, p = 0,058) (Slika 14C).

Zanimalo nas je tudi, ali se celokupno prezivetie 74 bolnikov iz prvega dela naloge, Ki
imajo CD20 izrazen pod in nad mejno vrednostjo 30000 MESF, razlikuje. Ugotovili smo,
da imajo bolniki z antigenom CD20, izrazenim nad mejno vrednostjo, znacilno boljse
celokupno prezivetje kot bolniki, ki imajo povrSinski antigen CD20, izrazen pod mejno
vrednostjo (p = 0,01) (Slika 21). Pri 11 (14,9 %) bolnikih s FL je bila stopnja izrazenosti
povrSinskega antigena CD20 pod mejno vrednostjo 30000 MESF.
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Slika 21: Celokupno prezivetje glede na mejno vrednost (30000 MESF)

Rezultati univariatne analize prezivetja SO pokazali, da je preZivetje bolnikov s FL odvisno
tako od izrazanja CD20 kot od starosti bolnikov in Stevila linij zdravljenja, zato smo z
multivariatno analizo, pri kateri stevila zdravljenj nismo upostevali, preverili, ali sta starost
in izrazanje CD20 neodvisna napovedna dejavnika. Bolnike smo razdelili v 5 skupin glede
na starost in izrazanje CD20; skupine za starost in izrazanje CD20 smo dolo¢ili na podlagi
rezultatov univariatne analize prezivetja (Preglednica 13).

Preglednica 13: Skupine bolnikov glede na starost in izraZzenost povisinskega antigena CD20

Izrazanje Starost (leta)

antigena CD20

(MESF) pod 60 nad 60 Skupaj
Pod 30000 4 7 11
3000070000 8 23 31
Nad 70000 11 21 32
Skupaj 23 51 74

Test »log-rank« je pokazal, da je preZivetje 3 skupin bolnikov, ki so se med seboj
razlikovale po izrazanju antigena CD20, razli¢no (p = 0,019) (Preglednica 14, Slika 22).
Prezivetje bolnikov se je znaCilno razlikovalo le v dveh skupinah bolnikov, in sicer z
izrazenim CD20 pod 30000 MESF in nad 70000 MESF (HR = 14,047; 95-% Cl =
1,532-128,838, p = 0,190).
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Preglednica 14: Primerjava preZive tja skupin bolnikov glede na izraZanje antigena CD20 in
starost

Primerjava med skupinami
(vrednost p) (HR; 95-% CI)

Skupine

CD20 pod30000 MESF/CD20 med 30000
in 70000 MESE/C D20 nad 700000 MESF 0,058 /

CDZO pod 30000 MESF/CDZO med 30000 O 104 O 104 0 693_51 393

in 70000 MESF
CD20 pod30000 Mes/CD20 nad 70000 MESF 0,019 14,047; 1,532-128,838
Starost pod 60 1et/Starost nad 6o et 0,028 /

HR — razmerje tveganja, Cl — interval zaupanja

Imaialge D20
(MESF)

1.0~
=7 pod 30 000
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Slika 22: Prezivetje treh skupin bolnikov z izrazanjem CD20 pod 30000 MESF, med 30000 in
70000 MESF ter nad 70000 MESF

Ker so bili v skupini bolnikov, ki so imeli izrazen CD20 pod 30000 MESF, le 4 bolniki,
mlajsi od 60 let, in je 7 bolnikov bilo starejsih od 60 let, se je izkazalo, da vpliva starosti v
multivariatni Coxovi analizi prezivetja ni mozno oceniti z uporabo takSnih dveh starostnih
skupin. Zato smo se odlo¢ili, da v analizi prezivetja starost upostevamo kot linearno
spremenljivko. Ugotovili smo, da na prezivetje bolnikov s FL neodvisno vplivata starost
(HR = 1,162; 95-% CI 1,054-1,281, p = 0,002) in izrazenost CD20 pod mejno vrednostjo
30000 MESF (HR =0,078; 95-% CI = 0,008-0,726, p = 0,025) (Slika 23, Preglednica 15).
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Preglednica 15: PreZivetje bolnikov glede na izraZzanje CD20 in starost

Rezultati Coxove analize
(p; HR; 95-% CI)

Skupi ne Starost nad in pod 60 let Starost linearna gpremeljivka
(p =0,005) (p =0,001)

CD20 pod 30000 MESF/CDZO med p= 0,15 p= 0,602
30000 in 70000 MESF (0,386; 0,013-1,453) (0,695; 0,177-2,727)
CD20 pod30000 MESF/CD20 nad p=0017 p=0025

(0,067; 0,007-0,621) (0,078; 0,008-0,726)
70000 MESF

p = 0,960 p = 0,002

Starost pod 60 1et/Starost nad 6o et (308261; 0,0-3,157E+218) (1,162; 1,054-1,281)

HR — razmerje tveganja, CI — interval zaupanja
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Slika 23: Vpliv starosti in izraZzanja CD20 na preZivetje bolnikov s FL
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4.4

ANTIGENA CD20

VPLIV NACINA ZDRAVLJENJA NA IZRAZANJE POVRSINSKEGA

Vpliv na€ina zdravljenja na izrazanje povrSinskega antigena CD20 smo preucevali pri 12
bolnikih, vkljucenih v 2. del naloge. Izrazanje antigena CD20 se spreminja skozi ¢as in je
odvisno od nacina zdravljenja (Preglednica 16). Pri bolnikih je bilo opravjenih od 4 do 6
zaporednih meritev izrazanja CD20 povrSinskega antigena. Razen 5 bolnikov so imeli vsi
CD20 izmerjen pred zacetkom zdravljenja.

Preglednica 16: Spreminjanje izraZzanja povrSinskega antigena CD20 v odvisnosti od ¢asa in

vrste terapije

Bolniki Zdravjenje Podatki o izraZenosti powrSinskega antigena CD20

St.  Spol Starost Nacin Izhod Opazovalno  Izhodni Meritve Razpon Nad/ pod
obdobje vzorec (N) mejno
(meseci) (DA/NE) vrednostjo

1 M 67 o] Ziv 20,30 DA 4 55321-94119 nad

2 V4 61 RT Ziv 55,47 DA 4 51274-86369 nad

3 M 74 RT + KT Ziv 271,53 NE 6 8299-97347 nad in pod

4 V4 71 RT +KT smrt 101,03 DA 5 19702-84010  nad in pod

5 M 56 RT + KT smrt 77,33 NE 4 50677-191151 nad

6 M 67 RT + KT smrt 113,23 NE 4 53068-89861  nad

7 M 78 I-KT Ziv 85,97 DA 4 48713-113725 nad

8 M 60 I-KT Ziv 16,73 DA 4 3909465635 nad

9 7 70 I-KT smrt 32,23 DA 5 15550-68656  nad in pod

10 7 83 I-KT smrt 40,17 NE 4 12277-63711 nad in pod

11 M 74 I-KT smrt 129,53 NE 4 12231-24410 pod

12 V4 76 I-KT smrt 48,30 DA 5 1477-26926 pod

7 — zenske, M — moski, O — opazovanje, R — radioterapia, RT + KT — radioterpija in kemoterapija, 1-KT —

imunoke moterapija
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Pri bolniku, ki v ¢asu spremljanja ni bil zdravljen, se je izraZenost antigena CD20
spreminjala v razponu 38798 MESF (Slika 24A). Podoben razpon (35095 MESF) izraZanja
antigena CD20 smo ugotovili tudi pri bolniku, ki je bil zdravljen samo z radioterapijo
(Slika 24B). Oba bolnika sta imela povrSinski antigen CD20 ves Cas izrazen nad mejno
vrednostjo 30000 MESF.
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Slika 24: Izrazanje povrSinskega antigena CD20 pri bolniku na opazovanju in pri bolniku, ki je bil
zdravljen le z radioterapijo. Razpon izrazanja CD20 je oznacen s Sivo barvo, mejna vrednost
izrazanja CD20 pri 30000 MESF pa z rdeco crto.

Pri vec¢ini bolnikov (1 od 4), zdravljenih z radioterapijo in kemoterapijo, je bil razpon
izrazenosti povrSinskega antigena CD20 precej veCji kot pri bolniku, ki je bil le na
opazovanju (od 55321 do 94119 MESF). Pri vseh bolnikih je opaziti pove¢no izrazanje
CD20 po radioterapiji, pred katero so bolniki prejemali kemoterapijo. Pribolnikih 3 in 5 je
bilo povecanje najizrazitejSe (Slika 25). Pri dveh bolnikih so bile vse izmerjene vrednosti
izrazanja povrSinskega antigena CD20 ves ¢as nad mejno vrednostjo (bolnika 5 in 6), pri
drugih dveh pa so bile nekatere izmerjene vrednosti nad, druge pa pod mejno vrednostjo
(bolnika 3 in 4).
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Slika 25: Vpliv kemoterapije in radioterapije na izrazanje antigena CD20. Razpon izrazanja CD20
je oznacen s sivo barvo, mejna vrednost izrazanja CD20 pri 30000 MESF pa z rdeco Crto.

Pri 6 bolnikih, ki so bili zdravljeni z imunokemoterapijo, je bil antigen CD20 izrazen zelo
razli¢no. Pri 3 bolnikih se vrednost antigena CD20 prakti¢no ni spreminjala (bolniki 10, 11
in 12). Ob prejemanju imunokempterapije ali med njo se je izrazenost antigena CD20
zmanjSala pri 3 bolnikih (bolniki 7, 8 in 9) (Slika 26 A-D). Pri dveh bolnikih je bil
povrsinski antigen CD20 ves ¢as izrazen nad mejno vrednostjo (bolnika 7 in 8), pri dveh
pod mejno vrednostjo (bolnika 11 in 12), pridveh pa so bile nekatere meritve nad, druge
pa pod mejno vrednostjo (bolnika 9 in 10).
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Slika 26: Vpliv imunokemoterapije na izrazanje antigena CD20. Razpon izrazanja CD20 je
oznacen s sivo barvo, mejna vrednost izrazanja CD20 pri 30000 MESF pa z rdeco Crto.



51

Makovsek V. Izrazanje povrSinskega antigena CD20 pri bolnikih s folikularnim limfomom.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij struktumne in funkcionalne biologije, 2015

5 RAZPRAVA

PovrSinski antigen CD20 je od uvedbe R v klini¢no prakso leta 1997 pomembna tarCa za
zdravljenje FL in drugih limfomov B. U¢inkovitost R v zdravljenju NHL, predvsem FL in
DVCLB, so potrdile Stevilne raziskave. Dodatek tega h konvencionalnemu zdravljenju
tako dokazano izboljsa odgovor na zdravljenje, podaljSa trajanje remisij in celokupno
prezivetje. Vzdrzevalno zdravljenje z R pa trajanje remisij dodatno podaljSa, nekatere
raziskave so pokazale tudi daljSe celokupno prezivetje (JezerSek Novakovi¢ in Benigar,

2008).

Uspeha zdravljenja z R do danes ni mogoce natan¢no napovedati. Vemo, da je zdravljenje
ucinkovito le pri tistih bolnikih, pri katerih limfomske celice izrazajo antigen CD20,
predvideva pa se, da na to vpliva tudi stopnja izrazenosti CD20. Predlagana je bila
povezava med intenziteto izrazenosti antigena CD20 in odzivnostjo bolnikov z limfomom
B na zdravljenje z R ter celokupnim preZivetiem (Horvat, Kloboves Prevodnik, 2010;
Rezvani in sod., 2011; Suzuki in sod., 2012; Johnson in sod., 2013). Prav tako pa tudi, da
je antigen CD20 napovedni dejavnik, na osnovi katerega lahko predvidimo, katerim
bolnikom bo zdravljenje koristilo in katerim ne (Horvat in Kloboves Prevodnik, 2010;
Johnson in sod., 2013; Fang in sod., 2013). Slednje ugotovitve temeljijo na raziskavah,
narejenih na razli¢nih histoloSkih tipih limfomov B, ki pa se razlikujejo tako glede na
stopnjo izrazenosti CD20 kot tudi glede na spreminjanje stopnje izrazenosti po zdravljenju
z R (Hiraga in sod., 2009; Terui in sod., 2009; Miyoshi in sod., 2012). Zaradi teh razlik v
intenziteti CD20 med razlicnimi histoloskimi tipi limfomov B je klju¢no razumevanje,
kaksno je izrazanje antigena CD20 pri posameznem tipu limfoma in kak$no je njegovo
izrazanje med zdravljenjem. V sklopu magistrske naloge smo Zzeleli le-to raziskati pri
bolnikih s FL.

Preveriti smo zeleli, ali izrazenost CD20 variira znotraj posameznega tipa limfoma, v
naSem primeru FL. V ta namen smo ugotavljali, ali klini¢no patoloski dejavniki, kot so
starost, gradus in stadij bolezni, Stevilo ponovitev bolezni ter nacin prvega zdravljenja,
vplivajo na stopnjo izrazenosti CD20 pred zacetkom zdravljenja pri 74 bolnikih s FL, Ki
smo jih vkljucili v prvi del naloge. Nasi rezultati so pokazali, da je razpon izraZanja
antigena CD20 pri bolnikih s FL velik, in sicer od 208 MESF do 132582 MESF, kar je
ugotovila tudi Horvatova v svoji raziskavi (2011). Ugotovili smo, da navedeni klini¢no
patoloski dejavniki na stopnjo izrazenosti povrSinskega antigena niso vplivali, kar je v
skladu z rezultati Suzukija in sodelavcev (2012), ki so ugotavljali povezavo med starostjo,
spolom, stadijem, simptomi B in IPl z izrazanjem CD20 pri bolnikih z DVCLB. Nasim
ugotovitvam delno nasprotuje ugotovitev Olejniczaka in sodelavcev (2006), ki so dokazali
povezavo med izrazanjem CD20 in razsirjenostjo bolezni pri bolnikih s FL. Bolniki z bolj
razsirjeno boleznijo (stadij III) so imeli moéneje izrazen antigen kot bolniki z manj
razsirjeno boleznijo (stadij I). Z njihovimi ugotovitvami se delno skladajo tudi rezultati
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raziskave Horvatove (2011), vendar jasne povezave med bolezenskim stadijem ter
intenziteto izrazenosti CD20 v slednji niso dokazali. Na podlagi nasih rezultatov, ki se
skladajo z rezultati Suzukija in sodelavcev (2012), lahko zaklju¢imo, da je za naSo
Studijsko skupino izrazanje antigena CD20 pred zacetkom zdravljenja neodvisno od
klini¢no patoloSkih dejavnikov, kot so starost, gradus in stadij bolezni, Stevilo ponovitev
bolezni ter nacin prvega zdravljenja. Razlike v rezultatin omenjenih raziskav so lahko
posledica razli¢nih kriterijev za vkljuCitev bolnikov v raziskavo, majhno Stevilo
preuCevanih bolnikov in sorazmerno kratko opazovalno obdobje, saj je FL kroni¢na,
indolentna bolezen z dolgim prezivetjem bolnikov. Predvideva se, da do neskladnosti v
rezultatih med raziskavami prihaja tudi zaradi razli¢nih metod, Kiso jih avtorji uporabili za
merjenje izrazenosti antigena CD20 (Olejniczk, 2006).

V nadaljevanju smo preucevali klini¢no patoloske dejavnike, ki vplivajo na uspeSnost
zdravljenja. Eden od nac¢inov ocene tega je tudi prezivetje bolnikov. Ugotovili smo, da je
bilo celokupno prezivetje 74 bolnikov, vklju¢enih v prvidel naloge, 86,5-odstotno in da na
to vplivata le starost in Stevilo linij zdravljenja, medtem ko gradus, stadij in vrsta zaCetnega
zdravljenja na prezivetje ne vplivajo. Vpliv starosti na celokupno prezivetje bolnikov s FL
so raziskovali Stevilni drugi in pri§li do ugotovitev, ki so skladne z rezultati nase raziskave
(Decaudin in sod., 1999; Duarte in sod., 2013; Maartense in sod., 2002). Nasi rezultati se
ujemajo z ugotovitvami Decaudina in sodelavcev, ki so pokazali, da je starost nad 60 let
napovedni dejavnik, ki napoveduje slabse celokupno prezivetje. Nekoliko se razlikujejo
rezultati Maartensa in sodelavcev (2002), ki so v svoji raziskavi prav tako primerjali
celokupno prezivetje pri razlicnih starostnih skupinah bolnikov (< 60, 60-69, > 70) in
ugotovili, da starost > 70 pomembno vpliva na prezivetje v njihovi skupini bolnikov.
Zaklju¢imo lahko, da je starost > 60 let v nasi skupini bolnikov s FL statisti¢no pomemben
napovedni dejavnik, ki napoveduje slabse celokupno prezivetje. 1zhod bolezni lahko
ocenimo s pomocjo prognosti¢nih indeksov, v primeru FL je to FLIPIL, ki vkljucuje poleg
stadija bolezni, Stevila bezgavénih lokacij, serumske koncentracije laktatne dehidrogenaze
in koncentracije hemoglobina tudi starost. Starost nad 60 let se je namre¢ izkazala za
pomemben dejavnik tveganja, ki napoveduje neugoden potek bolezni, in je zato vklju¢ena
v FLIPI, ki je danes temelj za nadrtovanje specificnega onkoloSkega zdravljenja pri
bolnikih s FL (Freedman, 2014; Jezersek Novakovi¢, 2013).

Nadalje bi na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepali, da na prezivetje vpliva tudi
Stevilo linij zdravljenja. Vendarle je to posledica neugodnega poteka bolezni, ki posredno
kaze na agresivni potek oziroma na rezistenco na zdravljenje in zato na prezivetje dejansko
nima vpliva. Zato v literaturi raziskav, ki bi preu¢evale vpliv Stevila linij zdravljenj na
celokupno prezivetje, nismo zasledili. Prav tako tudi nismo zasledili raziskav, ki Dbi
preucevale vpliv Stevila ponovitev bolezni na celokupno prezivetie. Veliko pa je bilo
narejenega glede preostalih klini¢no patoloskih dejavnikov, za katere smo ugotovili, da na
celokupno prezivetje ne vplivajo (gradus, stadij bolezni, vrsta zaCetnega zdravljenja).
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Gradus v naSi raziskavi ni vplival na celokupno prezivetje bolnikov. Kljub nasprotujo¢im
podatkom v najnovejsi literaturi gradus v vskodnevnem klini¢nem delu pomembno vpliva
na odlo¢itev, kako bomo zdravili bolnika s FL. Za dolo¢anje gradusa je v uporabi sistem
po SZO, kitemelji na Mannovi in Berardovi metodi dolocanja Stevila centroblastov. Ker so
raziskave pokazale, da imajo bolniki z gradusoma 1 in 2 enako prezivetje, so v zadnji
Klasifikaciji SZO (Swerdlow in sod., 2008) gradusa 1 in 2 zdruzili v nizki gradus, gradus 3
pa so poimenovali visoki gradus. Pomen gradusa ni povsem pojasnjen, saj Stevilne zadnje
raziskave kazejo, da nima pomembnega vpliva na prezivetje. Wahlin in sodelavci (2012)
so preucevali vpliv gradusa na prezivetje in pokazali, da se celokupno preZivetje ne
razlikuje med bolniki z gradusi 1, 2 in 3A, medtem ko imajo bolniki z gradusom 3B
statisticno znacilno slabSe prezivetje. Nedavno je Duarte s sodelavci (2013) slednje potrdil
priskupini bolnikov, starih do 40 let. Te ugotovitve nakazujejo, da je za graduse 1, 2 in 3A
znacilen indolenten potek bolezni, za gradus 3B pa agresiven in podoben DVCLB. Klini¢ni
pomen delitve gradusa 3 na podskupini 3A in 3B je ugotavljala Hansova s sodelavci Ze leta
2003 in ugotovila, da ta delitev klini¢no ni pomembna, saj ni bilo ugotovljenih znaéilnih
razlk v celokupnem prezivetju med skupinama kot tudi ne v klini¢nih znacilnostih.
Vendarle pa je bilo prezivetje znaCilno slabse in primerljivo z DVCLB pri primerih s
prevladujo¢imi difuznimi obmoc¢ji (> 50 %). Nasi rezultati ugotovitev Wahlina in Duarta
niso v celoti potrdili, saj v svoji raziskavi bolnike z visokim gradusom nismo razdelili na
podskupini 3A in 3B. Gradusa 1 in 2 smo zdruzili ter upoStevali kot indolenten FL, gradus
3 pa v celoti kot agresiven, kar je v skladu z zadnjimi priporocili SZO in z uveljavljenimi
smernicami zdravljenja malignih limfomov v Sloveniji, po katerih zdravimo skupini 3A in
3B enako. Delna neskladnost v rezultatih bi bila lahko tako posledica druga¢nih kriterijev,
na podlagi katerih smo oblikovali skupine bolnikov.

Rezultati naSe raziskave nakazujejo, da tudi izbor zacCetnega zdravljenja nima vpliva na
celokupno prezivetje. V drugih raziskavah smo zasledili, da je vpliv tega na celokupno
prezivetje pogojen z razsirjenostjo bolezni. Advani in sodelavci (2004) ter Wahlin in
sodelavci (2012) so tako ugotovili, da pri bolnikih z indolentnim FL (stadija I, I, gradusi
1-2 0z. 3A) izbor zafetnega zdravljenja ne vpliva na prezivetje bolnikov in da se to ne
razlikuje med bolniki, pri katerih je zdravljenje bilo inducirano, in bolnikih, ki so bili na
opazovanju. Medtem ko lahko pri FL z agresivnim potekom (stadij IlI, 1V, gradus 3/3B)
izbor zaCetnega zdravljenja vpliva na celokupno prezivetje. V raziskavi Fisherja in
sodelavcev (2005) ter Hiddemanna in sodelavcev (2005) so primerjali razliéne zaCetne
terapije in ugotovili statistiéno boljSe prezivetje pri tistih bolnikih z visokim stadijem
bolezni, ki so bili zdravljeni s kemoterapijo v kombinaciji z R. NaSe rezultate bi lahko
deloma pojasnila raziskava Dava in sodelavcev (2004), ki predvideva, da so molekularne
znacilnosti ob ¢asu diagnoze FL tiste, ki v veliki meri dolo€ajo agresivnost bolezni in Cas
prezivetja ter ne toliko nakljuéne onkogenske abnormalnosti, ki nastanejo pozneje,
potencialno tudi zaradi zdravljenja.
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Zanimalo nas je tudi, ali stopnja izrazanja CD20 vpliva na odgovor na zdravljenje zR. V
analizo smo vkljucili 47 od 74 bolnikov, vkljucenih v prvi del naloge, ki so bili zdravljeni z
R. NajSibkeje izrazen antigen CD20 je imela skupina bolnikov s progresom bolezni,
najmocneje pa skupina bolnikov, ki je na zdravljenje z R odgovorila s popolnim
odgovorom, vendar razlika ni bila statisticno zna¢ilna. Podobne rezultate je dobila tudi
Horvatova (2011). Izrazenost antigena CD20 je bila tudi v njeni skupini bolnikov, ki je
vkljuCevala razlicne histoloske tipe limfomov B, najmo¢nejSa pri bolnikih, ki so po
zdravljenju z R dosegli popolni ali delni odgovor, Sibkejsa pa pri bolnikih z progresom
bolezni. V nasprotju z naSimi rezultati se je v njeni raziskavi izrazenost CD20 med
skupinami bolnikov z razlicno kvaliteto odgovora na zdravljenje mejno statisti¢no
razlikovala. Za natancnejSo opredelitev intenzitete izrazanja antigena CD20 kot
napovednega dejavnika za zdravljenje z R smo dolo¢ili mejno vrednost izrazanja CD20, in
sicer na nacin, ki ga je uporabila ze Horvatova (2011). Krivulji preZivetja sta se statisticno
znacilno razlikovali pri skupinah bolnikov z izrazenostjo CD20 pod in nad 20000 MESF
ter 30000 MESF. Za mejno vrednost, nad katero ob zdravljenju z R pri¢akujemo boljsi
odgovor, smo izbrali 30000 MESF, ker sta v skupini bolnikov z izrazenim CD20 pod
20000 MESF le 2 bolnika. Rezultati nase raziskave kazejo, da obstaja tudi mejna vrednost,
nad katero ob zdravljenju z R pri¢akujemo bolj$i odgovor, nad 70000 MESF (p = 0,058).
Odgovor na zdravljenje z R je bil znacCilno boljsi tako pri bolnikih, ki so imeli CD20
izrazen nad 20000 MESF, kot pri tistth s CD20 nad 70000 MESF. Moc¢no statisticno
znacilna (p < 0,0001) je bila razlika v celokupnem odgovoru na zdravljenje z R med
skupinami bolnikov z izrazenim CD20 pod mejno vrednostjo in nad njo. Statistiéno
znaCilno razliko v celokupnem odgovoru na zdravljenje z R med skupinama bolnikov (pod
in nad 70000 MESF) smo dokazali tudipri tej (p = 0,044). Podobne rezultate je dobila tudi
Horvatova v svoji raziskavi, ki je prav tako potrdila povezavo med izraZzenostjo CD20 in
odgovorom na zdravljenje pri bolnikih z razlicnimi histoloskimi tipi limfomov B.
Povezave med trajanjem odgovora na zdravljenje in izrazenostjo CD20 nismo uspeli
dokazati, podobno kot Horvatova.

Povezanost izrazenosti antigena CD20 z ucinkovitostjo terapije z R so raziskovali tudi
Stevilni drugi. Ena prvih takih raziskav je raziskava Perzove in sodelavcev. (2002), ki te
povezave pribolnikih s KLL ni potrdila. Antigen CD20 je bil namre¢ najSibkeje izrazen pri
bolniku, ki je dosegel delni odgovor na zdravljenje, medtem ko se bolnik z mo¢neje
izrazenim CD20 na zdravljenje ni odzval. Nasprotno je pokazal Olejniczak s sod. (2006),
ki je primerjal odgovor na zdravljenje z R pri bolnikih s FL in bolnikih z drobnoceli¢nim
limfocitnim limfomom (DLL). Terapija z R je bila pribolnikih s FL, ki imajo v primerjavi
z bolniki z DLL $ibkeje izrazen CD20, u¢inkovitejSa. Johnsonova s sodelavci (2009) je to
povezavo potrdila tudi pri bolnikih z DVCLB in nakazala na prognosti¢ni pomen antigena
CD20. Leta 2012 pa je to potrdil tudi Suzuki s sodelavci (2012), ki je ugotovil, da je CD20
pomemben neodvisen napovedni dejavnik pri bolnikih z DVCLB, zdravljenih z R.
Ugotovil je, da napoveduje boljSe celokupno prezivetje in daljSi ¢as trajanja remisije.
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Prognosti¢ni pomen izrazenosti antigena CD20 je preverjala tudi Horvatova, ki je v ta
namen doloc¢ila mejno vrednost izrazanja CD20 pri bolnikih z razli¢nimi histoloskimi tipi
limfomov B, nad katero ob zdravljenju z R pri¢akujemo bolj$i odgovor na zdravljenje. Za
razliko od nas je Horvatova dolo¢ila mejno vrednost pri 25000 MESF. Od skupno 114
bolnikov, zdravljenih z R, je bilo 20 (17,5 %) takih, pri katerih je izraZenost antigena
CD20 bila pod mejno vrednostjo — od tega 6,7 % bolnikov s FL — medtem ko jih je bilo v
nasi raziskavi 6 (12,8 %) od skupno 47. Ti bolniki na zdravljenje z R verjetno ne bodo
odgovorili.

Do danes ostaja prognosticni pomen izrazenosti antigena CD20 sporen in predmet
razprave. Nekatere klini¢ne raziskave namre¢ nasprotujejo tem ugotovitvam in
pojasnjujejo, kot povzema Horvatova, da sama vezava R na antigen CD20 ni dovolj za
uni¢enje limfomskih celic in da so v u€inkovitost tega procesa vpleteni Stevilni drugi
dejavniki, kot so lokalizacija tumorja, heterogenost izrazanja CD20 med razli¢nimi
anatomskimi mesti, serumska koncentracija R in mehanizem delovanja R. Na podlagi
rezultatov lahko sklepamo, enako kot nekateridrugi raziskovalci (Olejniczak insod., 2006;
Johnson in sod., 2009; Horvat, 2011), da moc¢nejsa izrazenost antigena CD20 vpliva na
bolj$i odgovor na zdravljenje z R in da je izrazenost antigena CD20 napovedni dejavnik
odgovora na zdravljenje z R (Johnson in sod., 2009; Horvat, 2011; Fang in sod. 2014).
Razlike v mejni vrednosti izrazenosti CD20 so najverjetneje posledica dejstev, da se
intenziteta CD20 med limfomi B razlikuje in da je ta najvecja pri FL (in DVCLB) v
primerjavi s preostalimi histoloskimi tipi (JezerSek Novakovi¢ in Benigar, 2008 ; Horvat,
2011; Kloboves Prevodnik in sod., 2011). Potencialno mejno vrednost pri 70000 MESF bi
tako lahko pojasnili prav z mo¢neje izrazenim CD20 na celicah FL.

Na vecji skupini bolnikov s FL smo Zeleli preveriti, ali izraZzenost CD20 nad in pod mejno
vrednostjo 30.000 MESF wpliva na odgovor na zdravljenje bolnikov FL. Zato smo pri 74
bolnikih, ki so bili vklju¢eni v prvidel naloge, preverili, ali mejna vrednost izrazanja CD20
nad in pod 30000 MESF vpliva na prezivetje bolnikov s FL. Tibolniki so bili zdravljeni na
razliéne na¢ine — z imunokemoterapijo, radioterapijo — ali pa so bili le na opazovanju.
Ugotovili smo, da mejna vrednost 30000 MESF razmeji bolnike glede na prezivetje (p =
0,041). Pri analizi preZivetja brez ponovitve bolezni oziroma trajanja odgovora na
zdravljenje smo ugotovili, da se krivulji prezivetja sicer razkleneta, vendar se statisti¢no
znacilno ne razlikujeta. Podobne rezultate smo dobili tudi za potencialno mejno vrednost
70000 MESF (p = 0,058). Ti rezultati se skladajo z ugotovitvami Horvatove. V nasprotju z
njenimi rezultati pa nismo uspeli dokazati korelacije med izrazanjem CD20 in celokupnim
prezivetiem. Soodvisnost izrazenosti antigena CD20 ter celokupnega prezivetja potrjuje
tudi raziskava Jonsonove in sod. (2009), s katero so pokazali, da je prezivetje znaCilno
slabSe pri bolnikih z nizko izraZzenostjo CD20 v primerjavi z bolniki, ki imajo CD20
moc¢no izrazen.
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Nasi rezultati kaZzejo na medsebojno povezavo izraZenosti povrSinskega antigena CD20 ter
odgovora na zdravljenje in celokupnega prezivetja bolnikov s FL. Moc¢neje izrazen antigen
CD20 tako napoveduje boljsi celokupni odgovor in dalj$e celokupno prezivetje bolnikov s
FL, zdravljenimi z R. Mejna vrednost izraZzenosti antigena CD20, ki smo jo dolo¢ili pri
30000 MESF, je napovedni dejavnik, ki napoveduje bolj$i odgovor in preZivetje, ne
predvideva pa boljSega trajanja odgovora bolnikov s FL na zdravljenje z R. Mejno
vrednost izrazenosti antigena CD20 bi bilo treba upostevati pri nacrtovanju zdravljenja s
terapijami, ki vsebujejo R.

Nazadnje nas je Se zanimalo, ali mejna vrednost izrazanja CD20 pri 30000 MESF ohrani
svojo napovedno vrednost tudi v primerjavi z drugimi znanimi napovednimi dejavniki.
Rezultati univariatne analize so pokazali, da je za naso Studijsko skupino prezivetje
odvisno od starosti, Stevila linij zdravljenja in tudi od izrazenosti antigena CD20. V
multivariatno Coxovo analizo smo vkljucili le starost in izrazenost antigena CD20, ne pa
tudi Stevilo linij zdravljenja, saj je to posledica neugodnega poteka bolezni in ne vpliva
neposredno na prezivetje. Preverjali smo, ali sta starost in izrazanje antigena CD20
napovedna dejavnika, s katerima bi lahko ocenili celokupno prezivetje. V statisti¢ni analizi
smo bolnike sprva razdelili v 5 skupin glede na starost in izrazenost antigena CD20, ker so
nasi rezultati pokazali, da je mejna vrednost izrazanja CD20 pri 30000 MESF in
najverjetneje tudi pri 70000 MESF ter da je prezivetje bolnikov, ki so starej$i ali mlajsi od
60 let, znan¢ilno razli¢no. Zaradi majhnega Stevila bolnikov, ki so imeli izrazen CD20 pod
mejno vrednostjo 30000 MESF (11; 14,9 %) in so bili hkrati mlajsi (4; 5,4 %) oz. starejsi
(7; 9,5 %) od 60 let, se je izkazalo, da vpliva starosti v multivariatni analizi ni mogoce
oceniti z uporabo tak$nih dveh starostnih skupin. Starost smo zato upostevali kot linearno
spremenljivko. Ugotovili smo, da na celokupno prezivetje bolnikov s FL neodvisno
vplivata oba dejavnika. Pri bolnikih s FL, ki imajo izrazen antigen CD20 pod mejno
vrednostjo 30000 MESF, je tveganje za neugoden potek bolezni (smrt) tako vec¢je, medtem
ko se je v multivariatni analizi izkazalo, da potencialna mejna vrednost 70000 MESF nima
vpliva na prezivetje. Na podlagi teh razultatov predvidevamo, da se je pri univariatni
analizi mejna vrednost pri 700000 MESF nakazovala zaradi vpliva starosti bolnikov, ki pa
smo ga z multivariatno analizo izlo¢ili.

Nekatere Studije so pokazale, da pri bolnikih s CLL in ALL, ki niso zdravljeni z R,
povisana izrazenost antigena CD20 ne vpliva na celokupno prezivetie 0z. je to celo
povezano s slabSim prezivetiem (Hsi in sod., 2003; Thomas in sod., 2009). Drugi
raziskovalci so dokazali nasprotno pri bolnikih z DVCLB (Johnsonova in sod., 2009;
Suzuki in sod., 2012) in tudi CLL (Fang in sod., 2013). V raziskavi Johnsonove in Fanga s
sod. so podobno kot mi ugotavljali, ali je antigen CD20 neodvisen napovedni dejavnik. V
ta namen so analizirali skupino bolnikov, ki je prejemala R, neodvisno od skupine
bolnikov, ki tega ni prejemala. Johnsonova je s sod. ugotovila, da nizka izrazenost antigena
CD20 pri bolnikih, zdravljenih s terapijami, ki ne vsebujejo R (CHOP), prav tako prispeva
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k slabsemu prezivetju, in predlagala, da antigen CD20 ne sluzi le kot tara za R, ampak so
prisotni drugi celi¢ni mehanizmi, ki wvplivajo na prezivetje celic B. Predlagala je
mehanizem, kjer CD20, ki deluje kot kalcijev kanalcek, reagira z B-celicnim receptorjem
(BCR) in na ta nac¢in modulira signalno pot in usodo celice B. Prav tako je v svoji raziskavi
pokazala, da je antigen CD20 v obeh skupinah bolnikov napovedni dejavnik, ki neodvisno
vpliva na prezivetje. Bolniki z izraZzenostjo antigena nad dolo¢eno mejno vrednostjo, so
tako imeli boljSe celokupno prezivetje Kot tisti z antigenom CD20, izrazenim pod mejno
vrednostjo. Fang in sod. so ugotovili, da je izrazenost antigena CD20 tudi pri bolnikih s
CLL pomemben napovedni dejavnik.

Na podlagi rezultatov svoje raziskave lahko zaklju¢imo, da sta starost in izrazenost CD20
pod 30000 MESF napovedna dejavnika, ki statisticno znacilno vplivata na celokupno
prezivetje bolnikov s FL. Izkazalo se je tudi, da je mejna vrednost le ena, in sicer pri 30000
MESF. To bi bilo treba upostevati pri bolnikih, zdravljenih z R, in pri tistih, ki so
zdravljeni s konvencionalnimi terapijami. Prav tako pa bi bilo treba dolo¢iti mejno
vrednost za posamezni tip limfoma.

V drugem delu naloge smo raziskovali, kako nacin zdravljenja vpliva na izrazanje
povrSinskega antigena CD20 v odvisnostiod ¢asa. V ta namen smo spremljali spreminjanje
izrazanja CD20 pri 12 bolnikih, vklju¢enih v drugi del naloge. Ugotovili smo, da se
izrazanje CD20 med potekom bolezni najverjetneje spreminja v dolocenem obmocju (od
55321 do 94119 MESF). Na to kazejo rezultati izrazanja CD20 pri bolniku, ki ni bil
zdravljen. Podobno nihanje izrazanja CD20 smo opazili tudi pri bolniku, ki je bil le
obsevan, le da je bil razpon nihanja ve¢ji (od 51274 do 86369). Bolniki, ki so bili
zdravljeni s kemoterapijo ter imunokemoterapijo v kombinaciji z radioterapijo, pa so imeli
precej SirSe obmocje, v katerem se je izraZzanje CD20 spreminjalo skozi ¢as v odvisnosti od
zdravljenja. Tako je pri bolnikih, zdravljenih s kemoterapijo in imunokemtrapijo, dodatna
radioterapija vplivala na povecano izrazanje CD20, ki je bilo pri nekaterih bolnikih vecje,
pri drugih pa manjSe. Ti rezultati so v skladu z rezultati nekaterih drugih raziskav, ki so
pokazale, da se izrazanje CD20 poveca po radioterapiji (Terui, 2009; Kunala in Macklis,
2001). Slabost nase raziskave je, da smo v Studijo lahko vkljucili le 12 bolnikov, ker
bolnikov z veCkratnimi meritvami CD20 med potekom bolezni v arhivu oddelka za
citopatologijo nimo naSli. Tezava je, da izrazanja CD20 med potekom bolezni in
zdraviljenjem ne spremljamo sistemati¢no, ampak le nakljucno glede na klini¢no sliko in
odlocitev lececega onkologa. Ker rezultati nekaterih avtorjev nakazujejo, da je izraZanje
CD20 odvisno od na¢ina zdravljenja, bi bilo smiselno nasa opazanja preveriti na vecji
skupini bolnikov, v Kkateri bi izrazanje CD20 spremljali sistemati¢no, in sicer pred
zaCetkom prvega zdravljenja, pred zdravljenjem vsake ponovitve bolezni ali ¢e bi se med
zdravljenjem odlocili za spremembo terapije.

Pri bolnikih, ki so bili zdravljeni z imunokemoterapijo, smo ugotovili, da sta imela 2
bolnika ves ¢as zdravljenja izrazen antigen CD20 pod mejno vrednostjo. Po podatkih v
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literaturi ta dva bolnika najverjetneje sodita med tiste, ki na zdravljenje z R sploh ne
odgovorijo in pri katerih je zdravljenje nesmiselno (Gaur in sod., 2013; Suzuki in sod.,
2012). Pri treh bolnikih se je izrazanje CD20 med terapijo spreminjalo, vendar v ve¢jem
obmo¢ju kot pri bolniku, ki je bil le na opazovanju. Dva od teh bolnikov sta imela CD20
ves Cas izrazen nad mejno vrednostjo, zato predvidevamo, da sodita med tiste, pri katerih
se antigen CD20 med zdravljenjem ne spreminja v tolik§ni meri, da bi vplival na odgovor
na zdravljenje z R. Pri tretjem bolniku je izrazanje antigena CD20 med terapijo padlo pod
mejno vrednost, zato predpostavljamo, da sodi med tiste bolnike, pri katerih je prislo do
kliniéno pomembnega zmanjSanja izrazanja antigena CD20, bodisi zaradi prostih anti-
CD20 protiteles ali zmanjSanega izrazanja CD20 (Hiraga in sod., 2009; Miyoshi in sod.,
2012; Maeshima in sod., 2009). Zato pri tem bolniku po znizanju izrazenja CD20
zdravljenje z R najverjetneje ni bilo ve¢ u€inkovito. Ugotovili smo tudi, da se je pri vseh
bolnikih, ki so pred radioterapijo dobivali kemoterapijo, izrazanje CD20 mo¢no povecalo.
PoveCanje smo opazili tudi pri bolnikih, ki so pred radioterapijo prejemali
imunokemoterapijo, vendar je bilo manjSe. Po podatkih v literaturi so tako povezavo
opazili po zdravljenju z radioterapijo (Kunala in Macklis, 2001), vendar tega pri bolniku,
ki je bil le obsevan, v svojiraziskavi nismo opazili.

Nasa raziskava je pokazala, da se izrazanje CD20 s casom spreminja v dolo¢enem obmocju
tudi, ¢e bolnika ne zdravimo. Pribolnikih, ki jih zdravimo, so ta nihanja obi¢ajno vegja. Ce
je antigen CD20 Zze pred prvim zdravljenjem izrazen pod mejno vrednostjo, to
najverjetenje pomeni, da bo imel bolnik ves ¢as CD20 izrazen pod mejno vrednostjo.
Bolniki, ki imajo CD20 izraZen nad mejno vrednostjo, lahko nimajo klinicno pomembnih
nihanj izrazanja CD20, lahko pa se izrazanje klinicno pomembno zmanjSa pod mejno
vrednost ali pa celo povefa, ¢e kombiniramo kemoterapijo in radioterapijo. Vse nase
ugotovitve temeljijo na opazanjih posameznih bolnikov, saj se izrazanje antigena CD20
med zdravljenjem ne spremlja in zato tudi nimamo podatkov. Vsekakor bi bilo naSa
opazanja in podobna opazanja v literaturi treba preveriti z obSirnejSo raziskavo, Ki bi
vkljucevala vecje Stevilo bolnikov. Da bi pridobili ve¢ podatkov, bi bilo smiselno
sistematicno spremljati izrazanje antigena CD20 s citolosko preiskavo in
preto¢nocitometricnimi meritvami.
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6

SKLEPI

Rezultate magistrske naloge smo strnili v sklepe:

Izrazanje powrSinskega antigena CD20 pred zaCetkom zdravljenja ni odvisno od
starosti, gradusa, stadija, ponovitve bolezni, Stevila ponovitev bolezni in od nacina
prvega zdravljenja.

Eden od na¢inov ocene uspeSnosti zdravljenja je celokupno prezivetje bolnikov.
Pokazali smo, da na prezivetje vplivata le starost in Stevilo zdravljenj, medtem ko
gradus, stadij, Stevilo ponovitev bolezni in vrsta zaetnega zdravljenja na prezivetje ne
vplivajo. Za bolnike, mlajse od 60 let, je znacilno boljSe prezivetje kot za starejse
bolnike. Prav tako je preZivetje pri bolnikih z eno linijo zdravljenja boljse kot pri
bolnikih, ki so bili zdravljeni tri- ali veckrat.

Mocneje izrazen povrSinski antigen CD20 napoveduje boljsi celokupni odgovor na
zdravljenje z R. Mejno vrednost, ki napoveduje boljsi odgovor bolnikov s FL na
zdravljenje z R, smo dolo¢ili pri30000 MESF, nakazuje pa se tudipri 70000 MESF.

Mejna vrednost, ki smo jo dolo¢ili, razmeji bolnike glede na kvaliteto odgovora na
zdravljenje in celokupno prezivetje, ne vpliva pa na ¢as odgovora na zdravljenje z R.

Dolo¢ena mejna vrednost 30000 MESF je pomembna za prezivetje vseh bolnikov, tudi
tistih, ki jih nismo zdravili z R. Izrazanje povrSinskega antigena CD20 in starost sta
tako pomembna napovedna dejavnika celokupnega prezivetja pribolnikih s FL.

Izrazanje antigena CD20 se s ¢asom spreminja v dolo¢enem obmoc¢ju tudi, ¢e bolnika
ne zdravimo. Pribolnikih, ki jih zdravimo, so ta nihanja obicajno vecja.

Ce je stopnja izrazenosti antigena CD20 pri bolniku pred zatetkom zdravljenja niZja
od mejne vrednosti, bo ta zelo verjetno ostala nizka ves ¢as. Bolniki, ki imajo CD20
izrazen nad mejno vrednostjo, lahko nimajo kliniéno pomembnih nihanj v izrazanju
CD20, lahko pa se izrazanje kliniéno pomembno zmanj$a pod mejno vrednost ali pa
celo poveca, ¢e kemoterapijo ali imunokemoterapijo kombiniramo z radioterapijo.

Sistematicno spremljanje antigena CD20 s citolosko preiskavo in citometri¢nimi
meritvami pri bolnikih s FL bi prispevalo k boljSemu razumevanju nihanj v izrazanju
antigena CD20 in vpliva zdravljenja ali izbora terapije na to.
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7 POVZETEK

V sklopu raziskav za magistrsko nalogo smo Zeleli raziskati izrazanje antigena CD20 pri
bolnikih s FL. V ta namen smo si postavili tri delovne hipoteze. Najprej smo zeleli
preveriti, ali na izrazanje CD20 vplivajo klinicno patoloski dejavniki, kot so starost,
bolezenski gradus, stadij, ponovitev bolezni ter izbor prvotnega zdravljenja (prva
hipoteza). Zeleli smo tudi preveriti, ali je izrazanje antigena CD20 povezano z odgovorom
na zdravljenje in ali je antigen CD20 napovedni dejavnik poteka bolezni pri bolnikih s FL
(druga hipoteza). Nazadnje smo Zeleli preveriti, ali se stopnja izrazanja antigena CD20
med zdravljenjem spreminja v odvisnostiod ¢asa in izbora zdravljenja (tretja hipoteza).

Spreminjanje izrazanja antigena CD20 smo raziskovali pri 74 bolnikih s postavljeno
histoloSko diagnozo FL, ki so bili vobdobju med 2005 in 2011 zdravljeni na OIL. Pri vseh
bolnikih je bila pred zac¢etkom zdravljenja narejena citopatoloska preiskava z IFC. V drugi
del naloge smo vkljucili 12 bolnikov s ponovitvijo bolezni, pri katerih je bila citopatoloSka
preiskava z IFC narejena veC kot trikrat. Na podlagi rezultatov meritev vzorcev,
pridobljenih z ABTI, smo semikvantitativno dolo¢ili intenziteto izrazanja antigena CD20.
Podatke o klinicnem poteku in razSirjenosti bolezni ter odzivu na zdravljenje smo za
vsakega bolnika pridobili iz elektronskih popisov bolezni na OIL.

Nasi rezultati so pokazali, da izrazanje povrSinskega antigena CD20 pred zacetkom
zdravljenja ni odvisno od starosti, gradusa, stadija, ponovitve bolezni, Stevila ponovitev
bolezni in od nacina prvega zdravljenja. Ugotovili smo tudi, da na celokupno prezivetje
bolnikov s FL wplivata le starost in Stevilo zdravljenj, medtem ko gradus, stadij in izbor
zaCetnega zdravljenja na prezivetje ne vplivajo. Za bolnike, mlajse od 60 let, je tako
znatilno boljSe prezivetje kot za starejse bolnike (p < 0,028). Prav tako je preZzivetje pri
bolnikih z eno linijo zdravljenja boljse kot pri bolnikih, ki so bili zdravljeni tri- ali veckrat
(p < 0,0001). Stevilo linij zdravljenja na preZivetje oziroma izhod zdravljenja pravzaprav
ne vpliva, saj je posledica neugodnega poteka bolezni in tako posredno kaze na agresiven
potek bolezni ali na rezistenco na zdravljenje.

V nadaljevanju smo preverjali, ali je izrazanje antigena CD20 pri bolnikih s FL povezano z
odgovorom na zdravljenje z R. V ta namen smo pri 47 bolnikih iz prvega dela naloge,
zdravljenih s terapijami, ki vsebujejo R, dolo¢ili mejno vrednost, ki napoveduje boljsi
odgovor bolnikov s FL na zdravljenje z R. Mejno vrednost smo dolocili pri 30000 MESF.
Dokazali smo, da imajo bolniki z antiggnom CD20, izrazenim nad mejno vrednostjo,
statisticno bolj$i celokupni odgovor na zdravljenje (p < 0,0001) in daljSe celokupno
prezivetje (HR = 3,922; 95-% CI = 1,122-66,731, p = 0,041) od bolnikov, ki imajo antigen
CD20 izrazen pod mejno vrednostjo. Znotraj preucevane skupine bolnikov je bilo 12,8 %
bolnikov z izrazenim antigenom CD20 pod mejno vrednostjo. Nakazovala pa se je tudi
potencialna mejna vrednost pri 70000 MESF. Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo, da
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je mocneje izrazen antigen CD20 povezan z odgovorom na zdravljenje in s celokupnim
prezivetjem in je tako pomemben napovedni dejavnik za odgovor na zdravljenje pri
bolnikih s FL, zdravljenih z R.

Nazadnje nas je e zanimalo, ali je mejna vrednost, ki smo jo dolo¢ili, pomemben dejavnik,
ki vpliva na prezivetje vseh bolnikov iz prvega dela naloge, torej tudi tistih, ki jih nismo
zdravili z R. V multivariatno analizo smo vklju¢ili dejavnike, ki so v univariatni analizi
pokazali, da statisticno znacilno vplivajo na prezivetje. Ugotovili smo, da na celokupno
prezivetje bolnikov s FL, vkljucenih v prvi del naloge, neodvisno vplivata oba v analizo
vkljucena dejavnika: bolnikova starost in izrazenost antigena CD20. Na podlagi rezultatov
lahko sklenemo, da je pri bolnikih s FL, ki imajo izrazen antigen CD20 pod mejno
vrednostjo 30000 MESF, tveganje za neugoden potek bolezni (smrt) vecje. V multivariatni
analizi se je tudi izkazalo, da je mejna vrednost ena, in sicer pri 30000 MESF, in da
potencialna mejna vrednost 70000 MESF nima vpliva na prezivetje.

V drugem delu naloge smo Zeleli preveriti, ali se stopnja izrazanja antigena CD20 med
zdravljenjem spreminja v odvisnosti od casa in izbora zdravljenja. V ta namen smo
opazovali spreminjanje CD20 pri 12 bolnikih, vklju¢enih v drugi del naloge. Ugotovili
smo, da se izrazanje antigena CD20 s Casom spreminja v dolo¢enem obmocju, tudi ¢e
bolnika ne zdravimo, v primeru zdravljenja pa so ta nihanja vecja. Iz rezultatov lahko
sklepamo tudi, da ¢e je pri bolniku antigen CD20 izrazen pod mejno vrednostjo, bo
izrazenost tega ves Cas §Sibka, torej pod mejno vrednostjo, ne glede na izbor zdravljenja. Pri
bolnikih z antigenom CD20, izraZzenim nad mejno vrednostjo pred zaetkom zdravljenja,
pa lahko ti nimajo kliniéno pomembnih nihanj v izrazanju CD20, lahko pa se to zmanjsa
pod mejno wvrednost ali v primeru zdravljenja s kombinacijo kemoterapije ali
imunokemoterapije in radioterapije celo poveca. NaSe ugotovitve sicer temeljijo na
opazovanju posameznih bolnikov, zato bi bilo treba nasa opazanja preveriti na vecjem
vzorcu bolnikov.

Rezultati naSe raziskave so potrdili dve od treh postavljenih hipotez. Kljub temu ostaja
izrazanje antigena CD20 precej neraziskano, prav tako tudi molekularni mehanizmi. Za
boljSe razumevanje sprememb Vv izraZzanju antigena CD20 bi bilo treba opraviti vec
podobnih klini¢nih $tudij na ve¢jem vzorcu bolnikov. To bi lahko pripomoglo k boljsemu
nacrtovanju zdravljenja bolnikov s FL in lazji ter natanénejSi ocenitvi uspeha zdravljenja.
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