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1. WSTEP

Chioniaki (lymphoma) stanowia heterogenna grupg nowotwordéw ztosliwych
wywodzacych si¢ z uktadu chtonnego. Nowotwory te moga rozwija¢ si¢ zaréwno
w narzadach bogatych w utkanie limfatyczne (jak wezly chtonne, grasica, $ledziona,
tkanka limfatyczna blon $luzowych) jak i w narzadach ubogich w tkanke¢ limfatyczna
(skoéra, centralny system nerwowy). Sposrod nowotworéw wieku dziecigcego chtoniaki
zajmuja trzecie miejsce pod wzgledem czgstoSci wystgpowania (po rozrostach
biataczkowych i pierwotnych nowotworach centralnego systemu nerwowego). Chtoniaki
dziela si¢ na ziarnicze (ziarnica ztosliwa, Hodgkin’s lymphoma, HD) oraz nieziarnicze
(non-Hodgkin’s lymphoma, NHL). Te ostatnie stanowia wigkszo$¢ (okoto 60%)
wszystkich chtoniakow wystepujacych w wieku dziecigcym, co stanowi okoto 7-10%
sposrod wszystkich nowotworéw rozpoznawanych u 0séb ponizej 20-go roku zycia [1, 2].

Najczesciej chloniaki nieziarnicze wystgpuja u nastolatkow (2 dekada zycia),
sporadycznie obserwuje si¢ je u dzieci ponizej 3 lat. Wyzsza zachorowalno$¢ stwierdza sig
u osoOb rasy kaukaskiej oraz ptci meskiej (chlopey : dziewczynki = 3:1). Do czynnikéw
predysponujacych naleza réwniez zespoty niedoboru odpornosci (zarowno wrodzone jak
i nabyte), zakazenia wirusowe (szczeg6lnie EBV), zaburzenia chromosomalne (zespo6t
famliwos$ci chromosomalnej, z Downa, z. Nijmegen) oraz niektore czynniki sSrodowiskowe
jak promieniowanie jonizujace czy niektore srodki chemiczne [1, 3].

Wspoltczesna klasyfikacja chtoniakéw nieziarniczych oparta jest o immunofenotyp
komorek rozrostowych, ktoéry pozwala na okreslenie linii pochodzenia (linia limfocyta B,
linia limfocyta T, komodrki o charakterystyce NK-natural killers) oraz stopien
zrdznicowania/dojrzatosci komorek (postacie prekursorowe lub dojrzate). Na podstawie tej
klasyfikacji wyrdézniamy cztery podstawowe grupy chtoniakow nieziarniczych: nowotwory
z prekursorwych limfocytéw B, nowotwory z prekursorowych limfocytow T/NK,
nowotwory z dojrzatych (obwodowych) limfocytow B oraz nowotwory z dojrzatych

(obwodowych) limfocytéow T i komodrek NK [4]. Zarys klasyfikacji WHO chtoniakéw



nieziarniczych (bez uwzgledniania podtypow 1 wariantow morfologicznych) przedstawia

tabela 1 [5].

Typowy
obraz Nowotwory z komérek B Nowotwory z komérek T
kliniczny
Nowotwory Nowotwory
limfocytéw prekursorowych B limfocytow prekursorowych T
= Chtoniak/biataczka z prekursorowych
= Biataczka/chtoniak z prekursorowych limfoblastéw T
limfoblastéw B ) )
= Chioniak blastyczny z komdrek NK
Nowotwory Nowotwory
dojrzatych (obwodowych) limfocytow B dojrzatych (obwodowych) limfocytow T
= przewlekta biataczka limfocytarna = biataczka prolimfocytarna z komorek T
Chtoniaki = z komorek B/chtoniak z matych = biataczka limfocytarna z ziarnistych
Z wczesnym limfocytow B komorek T
uogc_)lnlonym = biataczka prolimfocytarna z komérek B | = agresywna biataczka z komérek NK
rozsiewem

i/lub obrazem
biataczkowym

® chioniak limfoplazmocytarny

= chtoniak z komérek B strefy brzeznej
Sledziony

= biataczka wtochatokomérkowa

= szpiczak plazmatycznokomérkowy

= T-komorkowy chioniak/biataczka
dorostych (HTLV1+)

= odosobnione (jednoogniskowe)

= pozaweziowy chtoniak z komoérek NK/T,

Chtoniaki
pierwotnie plasmocytoma kostne typ nosowy
pozaweztowe | ® plasmocytoma pozakostna = chfoniak T-komérkowy typu
* pozaweztowy chioniak typu MALT enteropatycznego
z komorek B strefy brzeznej = watrobowo-$ledzionowy chtoniak z
= $rodpiersiowy (grasiczy) chioniak komérek T gamma/delta
z duzych limfocytow B = chioniak T-komérkowy tkanki
= chtoniak pierwotnie wysiekowy podskornej nasladujacy panniculitis
= ziarniniak grzybiasty/zesp6t Sezary’ego
= pierwotnie skérny chtoniak
anaplastyczny z duzych komérek
Chtoniaki = weztowy chitoniak z komorek B strefy = chtoniak z obwodowych komorek T,
pierwotnie brzeznej nieokreslony w inny sposob
zajmujace = chioniak grudkowy = angioimmunoblastyczny chtoniak

wezty chfonne

= chtoniak strefy ptaszcza
= rozlany chtoniak z duzych limfocytow B

= chioniak Burkitta/biataczka z komorek
Burkitta

T-komorkowy

= chtoniak anaplastyczny z duzych
komorek

Tabela 1. Klasyfikacja WHO nowotworéw limfocytarnych — chtoniaki nieziarnicze [5]




Chtoniaki wieku dziecigcego rdznia si¢ od wigkszosci postaci wystepujacych
w wieku dorostym. Podczas gdy u oséb dorostych wystepuja gtéwnie postacie o niskiej lub
posredniej ztosliwosci, chtoniaki dziecigce w wigkszo$ci charakteryzuja si¢ wysokim
stopniem ztosliwosci (mierzonym wysokim wskaznikiem proliferacyjnym) i gwattownym
przebiegiem klinicznym. Poniewaz u dzieci spotykanych jest jedynie kilka typow sposrod
chloniakéw uwzglednionych w klasyfikacji WHO/REAL, ze wzgledu na przebieg
kliniczny oraz sposob leczenia przyjeto podzial chtoniakow wieku dziecigcego na trzy
podstawowe grupy:
1) chioniaki z dojrzatych limfocytow B (mature B-cell NHL) — ok. 55%
przypadkéw obejmujacych chtoniaki Burkitta/typu Burkitta oraz chtoniaki
rozlane z duzych limfocytow B (DLBCL)
2) chioniaki prekursorowe — ok. 25 % przypadkéw obejmujacych zaréwno
chloniaki B- jak i T-komoérkowe
3) anaplastyczne chtoniaki olbrzymiokomorkowe (anaplastic large cell lymphoma,
ALCL) ok. 15 % przypadkoéw
Pozostale 5% stanowia inne, bardzo rzadko wystgpujace u dzieci typy chioniakéw jak np.
chloniaki typu MALT wywodzace si¢ z tkanki limfoidalnej blony §luzowej czy pierwotne
chloniaki skérne (mycosis fungoides 1 zespot Sezary’ego) [6, 7]. Podstawowy podziat
chioniakéw nieziarniczych wieku dziecigcego wraz ze schematami diagnostycznymi

przedstawiono na rycinie 1.



Probe/ Biopsy

Cytology + Immunophenotype (lumor louth imprints, BM-smears,cytoprep. efflusions, fresh cells (FACSJ)
Histomorphology + Immunohistochemistry (Parrafin embedded)

WHO-Classification

e

Basic diagnostics

Therapy Lymphoblastic Mature B-Cell NHL (approx. 55%) Anaplastic Large Currently unclear
groups Lymphoma « Burkitt/B-All, variants Cell Lymphoma +PTCL
(aprox.25%) - Diffuse large B-cell (DLBCL) (ALCL) - other rare
«LBL-T « Centroblastic (approx. 15%) (approx. 5%)
* LBL-pB « Immunoblastic
« Anaplastic Alk-neg)

« T-cell rich B-cell lymphoma
« Primary mediastinal (thymic) large B
« Juvenile follicular lymphoma

Differential

diagnosis BL. BL-like TABCL
crucial DLBCL

for treatment NLPHL

Helpul for tT,d|t6- pos neg Growth  Cd45’ in PMLBL
distinction ci-6: neg pos pattern*  Cd79a’ in PMLBL Alk. stalning
i_elected_ Cytogenetics/FISH t(8:14)q32) MAL gene Cy.togenet'ics/FISH t(2;5(p23;935).
lagnostics  4(2:8)(p11;924), 1(8;22)(q24:q11) expression (1:2)(925p29) _
PCR c-myc-IgH-, -IgL-fusion transcrips pos. in PMLBL PCR ALK-NPM-fusion transcript

Gene express profile

Ryc. 1. Podziat chtoniakdw nieziarniczych u dzieci wraz ze schematami diagnostycznymi

[7]

1.1. Chioniaki z dojrzatych limfocytow B (mature B-cell NHL)

U dzieci do grupy tej zalicza si¢ dwie podstawowe jednostki: chtoniaka Burkitta/typu
Burkitta oraz chtoniaka rozlanego z duzych limfocytéw B (DLBCL).

1.1.1. Chiloniak Burkitta i typu Burkitta (Burkitt/Burkitt like lymphoma)

Chtoniak Burkitta/typu Burkitta jest to najczgstszy chloniak wieku dziecigcego
stanowiacy okoto 40-50% wszystkich przypadkow. Jest to nowotwor o najwyzszym
wskazniku proliferacyjnym sposrod wszystkich nowotworéw u czlowieka (99% komorek
znajduje si¢ w fazie cyklu komorkowego). Klasyczny chloniak Burkitta zbudowany jest ze
sredniej wielko$ci komorek o niskim poliformizmie, owalnymi lub okraglymi jadrami
z wyraznymi jaderkami oraz widoczna znaczna iloscia figur podzialu komoki.
Immunofenotyp komorek chtoniaka jest poréwnywalny do fenotypy dojrzalego limfocyta
B krwi obwodowej. Na powierzchni komorki wykazuje si¢ ekspresj¢ powierzchniowa
antygenow charakterystycznych dla linii limfocyta B (CD19, CD20, CD22, CD10) oraz
fancuchéw cigzkich immunoglobulin z restrykcja w produkcji tancuchow lekkich

immunoglobulin (kappa lub lambda). Ponadto obserwuje si¢ zaburzenia ekspres;ji



polegajace na obecno$ci determinanty prekursorowej (CD10), ktéora nie wystgpuje na
prawidtowych, dojrzalych limfocytach B. W cytoplazmie komorki tego typu chloniaka
stwierdza si¢ obecnos¢ determinant restrykcyjnych (liniowych - CD79a 1 CD22), bez
obecno$ci TdT (terminalna transferaza deoksynukleotydylowa) charakterystycznej dla
etapow prekursorowych. W badaniach cytogenetycznych charakterystyczna jest
translokacja onkogenu c-myc z chromosomu 8 w poblize genow kodujacych fragmenty
immunoglobulin [t(8,14), rzadziej t(8,2) lub t(8,22)] [7-10].

Klinicznie wyrdznia sig trzy postacie:

* posta¢ endemiczna, wystgpujaca w Afryce Réwnikowej oraz regionie Papui/Nowe;j
Gwinei

* posta¢ zwigzana z immunosupresja

* posta¢ sporadyczna (najczestsza, rozpoznawana u dzieci na catym §wiecie)
Najczestsza lokalizacja w tej postaci NHL jest jama brzuszna (80%) gtéwnie w okolicy
kretniczo-katniczej, rzadsze pierwotne lokalizacje to okolice glowy 1 szyi, obwodowe
wezly chtonne, $rddpiersie, jadra, centralny system nerwowy. Objawy kliniczne zaleza
gléwnie od lokalizacji guza (bole brzucha, zaburzenia taknienia w przypadkach guzow
jamy brzusznej, zaburzenia potykania i oddychania w przypadkach guzéw okolicy glowy
1 szyl). W badaniach laboratoryjnych obserwuje si¢ podwyzszone poziomy kwasu
moczowego 1 dehydrogenazy mleczanowej (LDH) [2, 7-10].

Odmiang chloniaka Burkitta jest tzw. chloniak ,typu Burkitta” (Burkitt-like
lymphoma, atypical Burkitt lymphoma). Jest to chtoniak morfologicznie zblizony do
klasycznego chioniaka Burkitta 1 cechujacy si¢ rownie wysokim wskaznikiem
proliferacyjnym, jednak =z zaznaczonym wigkszym polimorfizmem komodrek
nowotworowych i translokacja c-myc rozpoznawana jedynie w czg$ci przypadkow.
Z klinicznego punktu widzenia traktowany jest on podobnie jak klasyczna postaé

chtoniaka Burkitta [6].

1.1.2. Chioniak rozlany z duzych limfocytéow B (Diffuse Large B-cell
Lymphoma, DLBCL)

Ten najczgstszy typ chloniaka nieziarniczego u dorostych, stanowi 10-20%
przypadkéw chloniakow nieziarniczych wieku dziecigcego (rozpoznawany u dzieci
gléwnie w drugiej dekadzie zycia). Morfologicznie zbudowany jest ze $rednich lub duzych

limfoidalnych komorek z jadrem o jasnej chromatynie i kilkoma wyraznymi jaderkami.
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Ksztalt i barwliwo$¢ cytoplazmy podobnie jak stosunek jadrowo-cytoplazmatyczny sa
zmienne, frakcja proliferacyjna (40-90%) jest nizsza w porownaniu do chioniaka Burkitta
[2, 6]. Ze wzgledu na morfologie¢ komorek wyrdznia si¢ 4 podtypy DLBCL: postaé
centroblastyczna,  immunoblastyczna, anaplastyczna oraz  tzw.  chloniaka

z komorek B bogatego w limfocyty T/histiocyty (T-cell/histiocyte rich B-cell lymphoma)
[4]. W ocenie immunofenotypu komorek DLBCL stwierdza si¢ ekspresje antygenow
charakterystycznych dla dojrzatego limfocyta B, zar6wno na powierzchni (CD19, CD20,
CD22) jak 1 w cytoplazmie (CD79a, bez obecnosci TdT) komorek.
W  wicgkszosci przypadkdw wykazuje si¢ rowniez obecno$¢ powierzchniowych
immunoglobulin wraz z restrykcja w produkcji tancuchow lekkich. Czg§¢ przypadkow
wykazuje réwniez powierzchniowa ekspresje antygenow CDI0 1 CD5. W badaniach
cytogenetycznych nie stwierdza sig translokacji specyficznych dla tej grupy(2, 7].

Obraz kliniczny zblizony jest do chloniaka Burkitta, jednak chtoniak ten czgsciej
wystepuje w postaci zlokalizowanej 1 rzadziej stwierdza si¢ zajgcie szpiku kostnego i/lub
centralnego systemu nerwowego |3, 8].

Odrgbny podtyp, przez niektdorych uwazany za odrgbna jednostke, stanowiacy
okoto 20% przypadkéw DLBCL to tzw. chloniak $rodpiersiowy (grasiczy) z duzych
limfocytow B (primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma). Cechuje si¢ on
obecnoscia komorek morfologicznie zblizonych do komoérek Reed-Sternberga lub
Hodgkina w ziarnicy ztosliwej, wystgpowaniem gléwnie u starszych dzieci oraz gorsza

odpowiedzia na leczenie w stosunku do innych przypadkéw dziecigcych DLBCL [6, 11].

1.2. Chiloniaki prekursorowe (lymphoblastic lymphoma)

Wg klasyfikacji WHO chtoniaki niezianicze i bialaczki limfoblastyczne stanowia
jedna grupe rozrostow, w ktorych kryterium roéznicowania stanowi odsetek komorek
nowotworowych (limfoblastoéw) w szpiku kostnym. W powszechnie stosowanej w pediatrii
klasyfikacji wg Szpitala $w. Judy odsetek limfoblastow w szpiku konieczny do
rozpoznania biataczki wynosi 25%. Chioniaki prekursorowe stanowia okoto 30%

wszystkich przypadkoéw chloniakow wieku dziecigcego [6, 10].

1.2.1. Chiloniaki prekursorowe z linii limfocyta T

Chloniaki prekursorowe o immunofenotypie limfocyta T stanowia okolo 75%

przypadkow chioniakéw prekursorowych. Morfologicznie komorki chtoniaka (limfoblasty)
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sa nieco wigksze od prawidtowego limfocyta krwi obwodowej, cechuja si¢ zwykle matym
zréznicowaniem oraz wysokim stosunkiem jadrowo-cytoplazmatycznym. W ocenie
immunofenotypu komorek tych chtoniakéw stwierdza si¢ cytoplazmatyczna ekspresje TdT
oraz CD3 (determinanta restrykcyjna dla linii limfocyta T). Na powierzchni komorek
obserwuje si¢ ekspresj¢ determinant typowych dla linii limfocyta T (jak CD1a, CD2, CD3,
CD4/CDS8, CD7) charakteryzujacych si¢ znaczna zmiennos$cia. Czgsto spotykane sa
determinanty typowe dla linii limfocyta B (CD10) lub mieloidalnej (CD13, CD33).
W badaniach cytogenetycznych najbardziej charakterystyczna jest translokacja 14ql1.2,
inne zmiany chromosomalne nie zostaly jak dotad dobrze scharakteryzowane [2, 3, 6, 7].
Klinicznie chtoniak prekursorowy z linii limfocyta T najczgsciej wystgpuje jako
szybko rosnaca, guzowata masa zlokalizowana w S$rodpiersiu przednim (ok. 50-70%
przypadkéw). Inne typowe lokalizacje to obwodowe wezly chlonne, skora, §ledziona,
watroba czy pierScien Waldeyera. Objawy kliniczne zaleza od lokalizacji masy guza
(najczesciej dusznosé, kaszel, zespot zyly gtownej gornej w przypadku srodpiersiowe]
lokalizacji gtownej masy guza) [3, 8]. Jak dotad nie wykazano jednoznacznego zwiazku
pomigdzy wariantami fenotypowymi (stopniem dojrzatosci) tego typu chioniaka a cechami

klinicznymi i rokowaniem [6].

1.2.2. Chioniaki prekursorowe z linii limfocyta B

Chtoniaki prekursorowe o immunofenotypie limfocyta B stanowia mniej niz 25%
przypadkoéw chioniakéw prekursorowych. Morfologicznie komorki zblizone sa do
limfoblastow T-komoérkowych, sa nieco wigksze od prawidlowego limfocyta krwi
obwodowej, z duzym okraglym lub owalnym jadrem wykazujacym rozny stopien
»pofaldowania” btony komorkowej, rozproszona chromatyna 1 mato wyraznym jaderkiem.
W ocenie immunofenotypu komodrek chtoniaka stwierdza si¢ w prawie wszystkich
przypadkach cytoplazmatyczna ekspresjg TdT i CD79a (marker liniowy limfocyta B) oraz
powierzchniowa CD19 i HLA-DR.  Ekspresja  pozostatych  determinant
charakterystycznych dla linii limfocyta B (CD22, CD10, CD20) jest zmienna 1 zalezy od
stopnia dojrzato$ci komorki prekursorowej. W przeciwienstwie do dojrzalych postaci
chioniaka  B-komodrkowego chtoniaki  prekursorowe nie wykazuja ekspresji
powierzchniowej tancuchéw immunoglobulin. Sposrod zmian genetycznych do
najczestszych 1 jak dotad najlepiej scharakteryzowanych w tej grupie naleza translokacje

t(v; 11923) 1 t(1;19) zwiazane z gorszym rokowaniem [2, 3, 6, 7].
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Do typowych lokalizacji tego typu chtoniaka naleza obwodowe wezly chlonne,
tkanki migkkie, skora i1 kosci. W przeciwienstwie do chtoniakow prekursorowych
T-komorkowych, zajecie srodpiersia jest rzadkie. Objawy kliniczne zaleza od lokalizacji

masy guza [3, 8].

1.3 Chioniaki anaplastyczne (anaplastic large cell lymphoma,
ALCL)

Chloniaki anaplastyczne stanowia okolo 10% dziecigcych NHL [11].
Rozpoznawane sa najczesSciej u nastolatkow (pomiedzy 10 a 15 rokiem zycia).
Morfologicznie komorki ALCL sa bardzo zréznicowane, od drobnych komérek zblizonych
wielkoscia do matych limfocytow o polimorficznych obrysach jader az do komorek
olbrzymich, anaplastycznych przypominajacych niskozréznicowane formy raka.
Zroznicowanie morfologiczne komorek chloniakéw anaplastycznych doprowadzito do
wyrdznienia  szeregu  wariantow m.in.  limfohistiocytarny,  drobnokomorkowy,
olbrzymiokomoérkowy,  ziarniczopodobny,  migsakopodobny,  mieszany  czgsto
wspotistniejacych w jednym przypadku. Wspolna cecha wszystkich wariantow jest
obecno$¢ komorek o nerkowatych, brzeznie polozonych jadrach z wyraznymi jaderkami
1 kwasochlonnym przejasnieniem okotojadrowym. W ocenie immunofenotypu stwierdza
si¢ ekspresj¢ determinant typowych dla dojrzatego limfocyta T w wigkszo$ci przypadkow.
Czgsto obserwuje sig brak ekspresji niektorych determinant — immunofenotyp niepetny.
W 10-20% przypadkach stwierdza si¢ immunofenotyp typowy dla limfocyta B a w 15-25%
nie udaje si¢ okresli¢ linii pochodzenia (tzw. fenotyp ,,null”). Wszystkie przypadki
wykazuja dodatkowo ekspresj¢ determinanty CD30 (Ki-1), czgsta jest tez ekspresja
antygenu blonowo-nablonkowego (EMA). W badaniach cytogenetycznych typowa dla
ALCL jest translokacja t(2;5)(p23;q35), ktora prowadzi do powstania hybrydowego genu
NMP-ALK (nucleophosmin-anaplastic lymphoma kinase) i nadprodukcji aktywnej kinazy
ALK, co stanowi istotny czynnik w patogenezie tego typu chtoniaka [2, 3, 6, 7].

Do najczgstszej lokalizacji ALCL naleza wezly chionne obwodowe i jamy
brzusznej, rzadziej zajgte jest Srodpiersie, ptuca, kosci 1 nerki. Bardzo rzadko dochodzi do
zajecia centralnego systemu nerwowego i/lub szpiku kostnego. Objawy kliniczne podobnie
jak w przypadku pozostalych typdéw chtoniakow zaleza od lokalizacji gtownej masy guza

3, 8].
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1.4. Diagnostyka, czynniki prognostyczne, rokowanie i leczenie

Do potwierdzenia wstgpnego rozpoznania chloniaka nieziarniczego konieczna jest
ocena histopatologiczna materialu tkankowego. Najlepszy materiat do badania
mikroskopowego stanowia fragmenty guza pobrane przez chirurga (mozliwos$¢ oceny
histologicznej, cytogenetyczne, molekularnej oraz okreslenia immunofenotypu komorek
chioniakowych). W przypadkach, w ktorych stwierdza si¢ rozsiew chtoniaka i/lub stan
chorego uniemozliwiajacy pobranie chirurgiczne bioptatu guza) material do badania
stanowi biopsja aspiracyjna szpiku kostnego, krew obwodowa lub ptyny z jam ciata
(otrzewnej lub ophucnej). Ocena stopnia zaawansowania choroby opiera si¢ o badania
obrazowe (RTG, USG, tomografia komputerowa), stwierdzenie obecnos$ci komorek
chtoniakowych poza guzem pierwotnym (biopsja aspiracyjna/trepanobiopsja szpiku
kostnego oraz badanie ptynu mézgowo rdzeniowego). Z badan biochemicznych obok
podstawowych pozwalajacych na oceng stanu klinicznego pacjenta (jak morfologia krwi
obwodowej, jonogram, ocena funkcji nerek i watroby) oznacza si¢ poziom dehydrogenazy
mleczanowej (LDH), ktory stanowi istotny czynnik rokowniczy [1, 2, 7].

Obok typu histologicznego NHL, najbardziej istotnym czynnikiem wplywajacym
na rokowanie w przypadkach jest stopien zaawansowania choroby w momencie jej
rozpoznania. Do oceny stopnia zaawansowania stosuje si¢ klasyfikacje wg Szpitala Sw.

Judy w modyfikacji Murphyego (tabela 2) [12].

Stadium Umiejscowienie

| Pojedynczy guz weztowy lub pozaweziowy z wytaczeniem $rédpiersia i jamy brzusznej

Pojedynczy guz (pozaweztowy) z zajeciem regionalnych weztéw chtonnych. Dwie lub wiecej
guzéw/grup weztdw z tej samej strony przepony. Pierwotny guz przewodu pokarmowego z
réwnoczesnym zajeciem lub bez zajecia regionalnych weztéw chtonnych, ktéry moze byc
usuniety chirurgicznie.

Dwie lub wiecej guzéw/grup weztéw po obu stronach przepony. Pierwotne guzy
1 w klatce piersiowej (Srddpiersie, optucna, grasica).Pierwotny guz jamy brzusznej, ktory nie
moze by¢ usuniety chirurgicznie. Guzy okotordzeniowe lub nadoponowe.

IV Zajecie szpiku kostnego i/lub O.U.N. bez wzgledu pozostatg lokalizacje.

Tabela 2. Stopniowanie zaawansowania klinicznego chioniakéw nieziarniczych u dzieci wg

klasyfikacji Szpitala Sw. Judy w modyfikacji Murphy’ego
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Okoto 20-30% przypadkow w momencie diagnozy stanowia przypadki w stopniu
klinicznym I lub II (wczesne stadium, choroba zlokalizowana), pozostate 70-80% to
postacie zaawansowane w stopniu III i IV. Rokowanie w stadium I/II choroby jest bardzo
dobre niezaleznie od typu chloniaka. Odsetek wyleczen w tej grupie wynosi 90-100%.
Znacznie gorsze rokowanie wystepuje w przypadkach w III/IV stopniu zaawansowania
1 uzaleznione jest rowniez od typu chtoniaka. W grupie chloniakéw z linii limfocyta B
(Burkitt/Burkitt like 1 DLBCL) odsetek pelnych wyleczen waha si¢ pomigdzy 80 a 90%,
podobny odsetek wyleczen wystepuje w grupie chloniakow limfoblastycznych. Najgorsze
rokowanie jest w grupie chtoniakow anaplastycznych, gdzie odsetek pelnych wyleczen
wynosi 60-75% [1-3, 6]. W przypadkach wznowy choroby, odsetek wyleczen w grupach
chloniakow B-komoérkowych 1 limfoblastycznych spada do ok. 10-20% [1-3, 6], podczas
gdy w przypadkach wznowy ALCL nie spada tak wyraznie i nadal wynosi okoto 60%
sposrod osob leczonych agresywna terapia ,,drugiej linii” [13].

Wspolczesna terapia chloniakow nieziarniczych u dzieci obejmuje chemioterapi¢
1 miejscowa radioterapi¢ oraz leczenie chirurgiczne. Poniewaz chtoniaki nieziarnicze
rozpoznawane u dzieci nawet we wczesnych stadiach zaawansowania klinicznego sa
uwazane za choroby ukladowe, podstawa leczenia jest wielolekowa, skojarzona
chemioterapia, w  ktorej stosowane protokoly leczenia zaleza od typu
histopatologicznego/immunologicznego chtoniaka oraz stopnia zaawansowania choroby.
W chtoniakach wywodzacych si¢ z dojrzatych komorek B (Burkitt/DLBCL) podstawa
leczenia jest krotka (4-7 miesiecy w zaleznoSci od stopnia zaawansowania choroby),
intensywna chemioterapia wielolekowa. W skiad wielolekowych cykli chemioterapii
wchodza takie leki jak: cyklofosfamid, winkrystyna, prednizon, wysokie dawki
metotreksatu, doksorubicyna, cytarabina i etopozyd [7, 14]. W Polsce najczgsciej
stosowany jest protokét LMB-89 (French Society of Pediatric Oncology) [14].

Leczenie chtoniakow limfoblastycznych (z linii limfocyta T 1 B) jest podobne do
terapii ostrych biataczek limfoblastycznych i obejmuje 2-letni protokot chemioterapii
skladajacy si¢ z fazy indukcji, konsolidacji i1 podtrzymywania remisji. Do lekéw
stosowanych w cyklach chemioterapii naleza: prednizon, deksametazon, winkrystyna,
daunorubicyna cytarabina cyklofosfamid, merkaptopuryna tioguanina (fazy indukcji
1 konsolidacji) oraz metotreksat i merkaptopuryna w okresie podtrzymywania remisji.
Dodatkowo w III/IV stopniu zaawansowania stosuje si¢ profilaktyczne napromienianie
centralnego ukladu nerwowego. W Polsce w leczeniu choniakéw limfoblastycznych

najczgsciej stosuje si¢ protokot BFM-95 (Berlin-Frankfurt-Munster) [1, 6, 7].
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Leczenie anaplastycznych chtoniakow wielokomorkowych jest zblizone do
schematéw leczenia chioniakow B-komorkowych (krotka intensywna chemioterapia)
1 obejmuje takie leki jak: deksametazon, cyklofosfamid, metotreksat, cytarabina,
doksorubicyna, etopozyd, vinblastyna oraz ifosfamid. W Polsce w leczeniu tego typu
chloniakow stosuje si¢ protokdt ALCL 99 (Europejska Grupa ALCL) [1, 6, 7].

W przypadkach niepowodzen terapeutycznych (progresja lub wznowa choroby) nie
ma standardowego postgpowania, zwykle stosowana sa leki tzw. drugiego rzutu oraz
chemioterapia wysokodawkowana (megachemioterapia) z nastgpowym autologicznym lub

allogenicznym przeszczepieniem szpiku kostnego.

1.5. Mechanizmy lekoopornosci komoérek nowotworowych

Podstawowym mechanizmem dziatania lekow chemioterapeutycznych jest
zahamowanie proliferacji komodrki nowotworowe] (aktywnos$¢ cytostatyczna) i/lub
indukowanie apoptozy (aktywnos¢ cytotoksyczna). Efekt stosowania leku cytostatycznego
zalezy od etapow dziatania: a) przejScia leku przez blong komorkowa do wngtrza
1 osiagnigcia odpowiedniego wewnatrzkomérkowego stezenia, b) aktywacji badz
podtrzymania aktywnej formy leku w komorce, c) uszkodzenia biatka (enzymu) bedacego
»celem” dla danego leku, wreszcie d) zahamowania cyklu komdrkowego i/lub e) indukcji
$Smierci komorki nowotworowej poprzez apoptozg. Komorka nowotworowa wykazuje
zdolno$¢ do wyksztatlcenia mechanizméw zmniejszajacych lub ostabiajacych dzialanie
cytostatyku na kazdym z powyzszych etapéw dziatania leku. W zwiazku z powyzszym

wyrodznia si¢ nastgpujace mechanizmy lekoopornosci komorkowej [15-19]:

* zmniejszenie wewnatrzkomorkowego stezenia leku wskutek zmniejszenia naptywu 1/
lub zwigkszenia usuwania leku z wnetrza komorki w oparciu o aktywno$¢ biatek

transportujacych,
* zmniejszenie aktywacji lub wzmozenia inaktywacji leku wewnatrz komorki,

* ilosciowe i jako$ciowe zmiany dotyczace biatek komodrkowych bedacych ,,celem” dla

chemioterapeutyku (np. zmniejszenie ich powinowactwa do leku)
* modyfikacje mechanizméw naprawczych uszkodzen DNA,
* obnizenie zdolnos$ci komorki do procesu apoptozy

Schemat podstawowych mechanizméw lekoopornosci na poziomie komodrkowym
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Ryc. 2. Podstawowe mechanizmy lekoopornosci na poziomie komérkowym [18]

1.5.1. Mechanizmy prowadzace do zmniejszenia wewnatrzkomérkowego

stezenia leku (zaburzenia transportu leku)
Jednym z warunkéw dziatania chemioterapeutyku na komorke nowotworowa jest
osiagnigcie odpowiedniego st¢zenia wewnatrzkomorkowego danego leku. W komorce
nowotworowej moga zostaé wytworzone mechanizmy utrudniajace lub uniemozliwiajace

osiagnigcie terapeutycznego stezenia danego leku wewnatrz komorki.

1.5.1.1. Mechanizmy zwigzane ze zmniejszeniem naptywu leku do komorki

Wigkszo$¢ lekow cytostatycznych przedostaje si¢ do wnetrza komodrki w oparciu
o bierna dyfuzje¢ przez btong komdrkowa zgodnie z gradientem stgzen. Jedynie niektore
leki cytostatyczne (jak np. inhibitor reduktazy dihydrofolianowej — metotreksat, czy
inhibitor syntazy tymidylowej - raltireksed) wymagaja do transportu specyficznych
no$nikéw. Leki te sa transportowane do wnetrza komorki przy pomocy zredukowanych

no$nikéw folianowych (reduced folate carrier — RFC). Wykazano, ze zmniejszona
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ekspresja tych no$nikow w blonie komodrkowej i/lub obecno$¢ mutacji prowadzacych do
zmniejszenia powinowactwa tych nos$nikow do leku lub nawet utrata ich funkcji
transportowych uposledzaja w znacznym stopniu transport metotreksatu do wnetrza

komorki, a w konsekwencji utatwiaja wytworzenie oporno$ci na ten rodzaj leku [18, 19].

1.5.1.2. Mechanizmy zwigzane ze zwiekszeniem usuwania leku z wnetrza

komorki

Innym rodzajem mechanizmow prowadzacych do obnizenia stgzen lekow wewnatrz
komorki sa mechanizmy zwiazane za wzmozonym usuwaniem leku z wnegtrza komorek.
Metotreksat w komorkach nowotworowych podlega procesowi tzw. poliglutaminacji
(enzymatyczne  przylaczanie  grup  glutaminowych), co umozliwia  dluzsze
wewnatrzkomorkowe pozostawanie aktywnej formy leku 1 zwigksza skuteczno$¢ jego
dziatania. Wykazano, ze zaburzenie poliglutaminacji polegajace na obnizeniu zdolnosci
enzymatycznej do przytaczania grup glutaminowych prowadzi do zwigkszonego wydalania
leku z komoérek za pomoca transportu lizosomalnego. Obnizenie aktywno$ci enzymu moze
by¢ skutkiem mutacji genu kodujacego ten enzym. Innym mechanizmem prowadzacym do
tego samego efektu jest zwigkszenie aktywnosci enzymu odpowiedzialnego za rozktad
poliglutaminowych pochodnych metotreksatu [18-20].

Kluczowa rol¢ w tworzeniu lekoopornosci przypisuje si¢ mechanizmom
umozliwiajacym aktywne usuwanie czasteczek lekow z wnetrza komorek
nowotworowych, zwiazanych z obecnoscia w ich btonach komorkowych specyficznych
bialek transportowych. Bialka te maja charakter pomp transportujacych z wngtrza komorki
roézne substraty (w tym i leki) wbrew gradientowi stezen, przy udziale energii pochodzace;j
z redukcji ATP. Biatka te naleza do tzw. rodziny ABC (ATP-Binding Cassette - omdwione
szczegdtowo w rozdziale 1.6) [17, 21, 22].

1.5.2. Mechanizmy lekoopornosci zwigzane ze zmniejszona aktywacja lub

nasilong inaktywacja wewnatrzkomorkowa leku.

Do peinej aktywnos$ci niektorych lekéow stosowanych w chemioterapii
przeciwnowotworowej konieczne jest wewnatrzkomoérkowe przeksztalcenie w aktywny
metabolit. Do lekow takich naleza m.in. 5-fluorouracyl (5-FU), czy irinotecan (CPT-11).
Wykazano, iz zmniejszona aktywno$¢ enzymow, takich jak fosforylaza tymidynowa,

fosforylaza urydynowa, transferaza fosforybozylowa (metabolizm 5-FU), czy
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karboksylesteraza (metabolizm CPT-11), odpowiedzialnych za tworzenie form aktywnych
leku moze odgrywac istotna role w powstawaniu lekoopornosci [19].

Niektore leki (np. czynniki alkilujace - pochodne platyny: cisplatyna, karboplatyna,
oksaliplatyna) moga wiaza¢ si¢ z obecnym w komodrkach S-glutationem (GSH), co
prowadzi do ich inaktywacji. Glutation, obecny prawie we wszystkich komodrkach ssakow
jest silnym czynnikiem antyoksydacyjnym chroniacym komorki przed uszkodzeniem
spowodowanym aktywnymi formami tlenu, wolnymi rodnikami oraz innymi szkodliwymi
czynnikami zaré6wno egzo- jak 1 endogennego pochodzenia. Wiazanie lekow
przeciwnowotworowych z GSH ufatwia ich usuwanie z wngtrza komorek nowotworowych
przy udziale biatek transportowych (w tym takze biatek z rodziny ABC-transporterow)
[23]. Ponadto GSH jako antyoksydant stanowi dodatkowy czynnik ochronny dla DNA
przed uszkodzeniami wywotywanymi przez leki. Katalizatorami wiazania lekow z GSH sa
enzymy z rodziny transferaz S-glutationu (GST). Wykazano, ze oporno$¢ na cisplatyng
w niektorych typach nowotwordw zwiazana jest z wysokim poziomem GST- m, jednego
z podtypow transferazy-S-glutationu. Ponadto niski poziom GST-m korelowal si¢ ze
zwigkszona przezywalno$cia po leczeniu cisplatyna w niektorych nowotworach glowy
1 szyi [19]. Sugeruje si¢ réwniez, ze inne enzymy biorace udzial w metabolizmie glutationu
(syntetaza y-glutamylocysteinowa 1 y-glutamylotransferaza) sa zwiazane z powstawaniem
opornos$ci na pochodne platyny. Ponadto w komdérkach nowotworéow opornych na ten typ
lekéw stwierdzano wysoki poziom wewnatrzkomorkowego GSH, a zwigkszenie
wrazliwosci komorek na leczenie cisplatyna obserwowano po zastosowaniu zwiazkow

obnizajacych poziom wewnatrzkomorkowego glutationu [20].

1.5.3. Mechanizmy zwiazane z modyfikacja bialek "docelowych" dla leku.

Zmiany dotyczace biatek komorkowych (enzymow) bedacych ,.celem” dla
chemioterapeutyku moga wiaza¢ si¢ z obnizeniem skutecznosci tego leku. Moga mie¢ one
charakter ilo$ciowy polegajacy na zwigkszeniu iloSci danego biatka badz jakosciowy
polegajacy na obnizeniu powinowactwa enzymu do danego leku.

Ilosciowe zmiany prowadzace do zwigkszenia poziomu danego biatka w komorce
sa najczesciej wynikiem zmian genetycznych w obrgbie genow kodujacych dane biatko.
Wykazano, ze amplifikacja genu kodujacego reduktaze¢ dwuhydrofolianowa prowadzi do
wzrostu jej poziomu w komoérkach opornych na metotreksat [17]. U pacjentdéw

homozygotycznych w zakresie genu kodujacego syntazg¢ tymidylowa (TS - enzymu
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hamowanego przez jeden z aktywnych metabolitéw 5-FU) (TSER3/TSER3)
a wykazujacego polimorfizm promotora, obserwowano nasilona ekspresj¢ tego enzymu,
a wysoki jego poziom korelowal ze zwigkszona opornoscia na leczenie 5-FU. Zwigkszenie
ekspresji danego enzymu moze by¢ réwniez wynikiem zahamowania mechanizméw
sprzgzen zwrotnych regulujacych poziom tego enzymu przez lek. Zaobserwowano, ze
samo leczenie 5-FU indukowalo zwigkszona ekspresj¢ TS, co przypisano zahamowaniu
mechanizmow sprzegzenia zwrotnego regulujacych poziom tego enzymu przez lek [19].
Zmiany jako$ciowe, zwiazane sa glownie z obecnoscia mutacji w obrgbie genow
kodujacych biatka bedace "celem" dla lekéw chemioterapeutycznych. Mutacje te moga
powodowaé obnizenie powinowactwa danego enzymu do leku, a w konsekwencji -
obnizenie skutecznosci danego leku stosowanego w konwencjonalnych dawkach. Mutacje
takie opisywano m. in. dla reduktazy dihydrofolianowej (obnizenie powinowactwa do
metotreksatu). Podobnie w przypadku lekow z grupy inhibitorow topoizomerazy I (enzym
bioracy udziat w replikacji DNA), jak CPT-11, obserwowano zmniejszona wrazliwos$¢ na
te leki w komorkach nowotworowych z obecna zmutowana forma tego enzymu [19].
Sugeruje si¢ rowniez, ze zmiany w obrgbie wrzeciona podzialowego (np. obnizenie
wewnatrzkomoérkowego poziomu tubuliny - biatka bgdacego jego gldownym sktadnikiem,
czy obecnos$¢ zmutowanych form podtypu B tego biatka) moga prowadzi¢ do opornosci na
leki dziatajace poprzez hamowanie tworzenia wrzeciona podziatowego (tarany, alkaloidy
vinca), jednak znaczenie kliniczne tych mechanizméw nie zostalo jeszcze doktadnie

okreslone [19].

1.5.4. Mechanizmy zwigzane z modyfikacjq proces6w naprawczych DNA

Procesy naprawcze DNA odgrywaja istotna rol¢ w ochronie komorki przed
szkodliwymi czynnikami, w tym rowniez lekami przeciwnowotworowymi (gtéwnie lekami
alkilujacymi, jak np. pochodne platyny). Zwigkszony poziom lub brak niektérych biatek
stanowiacych element systemow naprawczych DNA moze wiaza¢ si¢ z opornoscia na
niektore leki przeciwnowotworowe. Wykazano, ze zwigkszony poziom bialek z rodziny
ERCC (Excision Repair Cross-Completing protein) stanowiacych czg$¢ kompleksu NER
(Nucleotide Excision Repair) bedacego jednym z glownych ,Sciezek” naprawy DNA
w komorkach nowotworowych, a szczegdlnie biatka ERCC1 byt zwiazany z opornos$cia na
cisplatyng [17, 19]. Klinicznie, wysoki poziom tego biatka korelowal ze stabsza

odpowiedzia na leczenie pochodnymi platyny w takich nowotworach jak rak jajnika,
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zotadka czy niedrobnokomoérkowy rak ptuca. W komoérkach nowotworowych opornych na
cisplatyng stwierdzano rowniez nadekspresj¢ innego sktadnika kompleksu ER, biatka XPA
(xeroderma pigmentosum group A), co sugeruje istotna role tego kompleksu naprawczego
w tworzeniu lekoopornosci na pochodne platyny [19]. Innym kompleksem naprawczym
DNA, ktéremu przypisuje si¢ udzial w tworzeniu lekoopornosci jest system MMR
(Mismatch Repair System). Defekt genow kodujacych niektoére biatka z tego kompleksu
(szczegdlnie hMLH1) i hMSH2) obserwowano w czg$ci nowotwordw jelita grubego, sutka
czy jajnika. Wykazano, ze brak prawidlowo funkcjonujacego systemu MMR (zwigzany
m.in. z uszkodzeniem w/w genoéw) wiazal si¢ z opornoscia na szerokie spektrum lekow
uszkadzajacych DNA, takich jak pochodne platyny czy inhibitory topoizomerazy II [24].
Rol¢ w powstawaniu lekoopornosci przypisuje si¢ rowniez zwigkszeniu ilosci i/lub
aktywnosci w komorkach nowotworowych innego enzymu bioracego udziat w naprawie
DNA - chloro-0-6-alkyloguanino-DNA-alkylotransferazy (AGT), kodowanego przez gen
MGMT. Nasilona ekspresja tego enzymu wiazala si¢ z opornoscia komorek na karmustyne

(BCNU) i inne leki z tej grupy [25].

1.5.5. Mechanizmy zwigzane z hamowaniem lub obnizaniem zdolnosci

komorek do apoptozy

Koncowym etapem dzialania kazdego leku przeciwnowotworowego jest
zahamowanie zdolnosci komorki do dalszego podziatu i1 indukcja jej $mierci poprzez
mechanizm apoptozy. Zaburzenia mechanizméw warunkujacych prawidtowy proces
indukcji apoptozy skutkuja obnizeniem efektywnosci dziatania chemioterapeutyku
1 wytworzeniem lekooporno$ci. Kluczowa rolg w tym procesie przypisuje si¢ biatku p53.
Biatko to, syntetyzowane przez komoérke w odpowiedzi na rézne czynniki uszkadzajace
DNA (w tym 1 leki) powoduje zatrzymanie cyklu komorkowego celem umozliwienia
naprawy DNA. Natomiast w sytuacji w ktorej naprawa uszkodzonego DNA nie jest
mozliwa, biatko to prowadzi do aktywacji genow indukujacych apoptozg i $mierc
uszkodzonej komorki. Brak aktywnej formy bialtka p53 zaburza dziatanie w/w
mechanizmow, co skutkuje utrata zdolnosci komorek nowotworowych do apoptozy
a w nastgpstwie opornos¢ na chemioterapi. Wykazano, ze w komorkach wielu
nowotworow opornych na chemioterapie, jak np. w rakach jelita grubego istnieja mutacje

w obrgbie genu TpS53 prowadzace do braku lub wytwarzania nieaktywnej formy
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biatka p53 [17]. Innym sposobem z ktorego moze korzysta¢ komoérka

do zahamowania indukcji apoptozy jest wysoki poziom bialek o charakterze
antyapoptotycznym (np. bcl-2). Wysoka ekspresja bcl-2 stwierdzana w niektorych
nowotworach w tym rowniez w chloniakach korelowala ze slaba odpowiedzia na
chemioterapi¢ [26]. Sugeruje si¢, ze obnizona ekspresja biatek pro-apoptotycznych (np.
bax) moze zmniejsza¢ tatwos¢ indukcji apoptozy 1 posrednio zmniejsza¢ skutecznos¢
terapii. Istnieja dane wskazujace, ze zaburzenia innych mechanizmow kontrolnych
apoptozy, takich jak system Fas/FasL, system tyrozynowych kinaz biatkowych (Protein
Tyrosine Kinases — PTKs) oraz kaspaz moga mie¢ posredni zwiazek z odpowiedzia na

leczenie [17, 19, 26].

1.6. Bialka zwigzane z lekoopornoscia

Mechanizm lekoopornos$ci oparty o aktywne usuwanie czasteczek lekow z wnetrza
komorek nowotworowych jest zwiazany z obecnoscia w btonach komoérkowych biatek
transportowych nalezacych do tzw. rodziny ABC (ATP-binding casette). Bialka te obecne
sa w komodrkach wszystkich gatunkéw organizmoéw, od bakterii az po cziowieka. Ich
obecno$¢ wykazano w wigkszos$ci tkanek ludzkich zwigzanych z kontaktem z substancjami
spoza organizmu lub ich przetwarzaniem (watroba, nerki, jelita, gonady, bariera krew-
mozg). U czlowieka opisanych obecnie jest 49 biatek z tej rodziny podzielonych na
7 podklas (A-G) [22]. Biatka te cechuja si¢ podobna struktura (ATP-zalezne pompy lub
kanaty blonowe skladajace si¢ z dwoch domen przezblonowych i1 dwoch domen
przylaczajacych nukleotydy) oraz petnia podobne funkcje (aktywny transport przez blony
biologiczne rozmaitych substratow — od niewielkich czastek jak jony az do duzych
zwiazkow biatkowych). Fizjologicznie pelnia one rol¢ ochronna dla komorek przed
potencjalnie szkodliwymi substancjami (jak ksenobiotyki czy toksyny naturalne). Do ich
substratow naleza réwniez leki cytostatyczne naturalnego pochodzenia takie jak:

adriamycyna, daunorubicyna, winkrystyna, winblastyna czy mitoxantron [21, 22, 27].
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ABC transporters: Domain organization
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Ryc. 3. Schemat budowy podstawowych biatek z rodziny ABC transporteréw (p-gp, MRP1, BCRP)
[28].

1.6.1. Glikoproteina p (p-gp, p170)

Pierwszym i jak dotad najlepiej poznanym biatkiem z rodziny ABC z udowodniona
rola w wytwarzaniu lekoopornosci jest glikoproteina p (permeability-related glycoprotein,
p-gp). Jest to glikozylowane bialko o cigzarze czasteczkowym 170 kD, kodowane przez
gen MDR] zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 7 (7q21). Biatko to wystgpuje
w btonie komoérkowej i jak wigkszo$¢ z biatek z rodziny ABC zbudowane jest ono
z dwoch domen przezblonowych (po 6 segmentow kazda) odpowiadajacych za
rozpoznanie substratu oraz dwoch domen przytaczajacych ATP (ryc. 3) [22, 28].
Fizjologicznie wysoka ekspresj¢ tego biatka stwierdzono w komorkach takich narzadow
jak watroba, nerki, trzustka, jelito cienkie i grube oraz tozysko, w ktorych lokalizuje si¢
ono gtownie na powierzchni nabtonkéw wyscielajacych przewody [29, 30]. Ekspresje tego
biatka wykazano réwniez na komorkach hematopoetycznych szpiku kostnego oraz
komorkach krwi obwodowej [31].

Do substratow dla p-gp nalezy wiele lekow pochodzenia naturalnego, w tym
rowniez leki stosowane w terapii przeciwnowotworowej, takie jak: daunorubicyna,
doksorubicyna, aktynomycyna D, etopozyd, mitoxantron, winkrystyna czy winblastyna
[21, 22, 30].

Wystepowanie 1 aktywnos$¢ p-gp byta badana bardzo szczegélowo w wielu typach

nowotworow a jej poziom w komoérkach nowotworowych odpowiada czgsto fizjologicznej
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ekspresji tego biatka w danym narzadzie. Wysoki poziom p-gp stwierdzano w komorkach
nowotworow jelita, nerek, nadnercza, trzustki czy watroby, natomiast niska ekspresje tego
biatka stwierdzano w nowotworach wywodzacych si¢ z ptuc, zotadka, jajnika czy sutka.

W wielu przypadkach znacznie wyzsza ekspresj¢ p-gp wykazywaly komorki obecne

w przerzutach lub nawrotach lokalnych po zastosowanej chemioterapii, co potwierdzatoby
rolg¢ tego bialka w wytwarzaniu lekoopornosci [17, 21, 22]. Wysoki poziom p-gp
wykazywano rowniez w niektorych nowotworach uktadu hematopoetycznego jak ostre
biataczki mieloidalne, przewlekte biataczki limfoidalne [22, 32, 33] oraz limfoblastyczne

z linii limfocyta T i nieziarnicze chioniaki T-komorkowe [34].

1.6.2. Multidrug Resistance-Associated Protein 1 (MRP1)

W drugiej potowie lat 80-tych zaobserwowano zjawisko lekoopornosci nie
zwiazane z obecnos$cia p-gp, co doprowadzitlo do odkrycia i opisania kolejnego biatka
z rodziny ABC-transporteréw nazwanego multidrug resistance-associated protein
1 (MRP1). Biatko to nalezy do wigkszej podrodziny biatek ABC oznaczanych jako MRP
liczacej 9 biatek (MRP1-9). MRPI1 jest czasteczka o cigzarze 190 kD, wykazujaca
homologi¢ z biatkiem p-gp jedynie w 15% [35, 36]. Bialko to lokalizuje si¢ gldwnie
w blonie komorkowej, aczkolwiek jego obecnos¢ stwierdzono réwniez na retikulum
endoplazmatycznym 1 aparacie Golgiego. Fizjologicznie ekspresjg¢ tego biatka
u czlowieka wykazywano w wigkszosci tkanek. Szczegélnie wysoka ekspresj¢ MRPI
stwierdzano w tkankach ptuc 1 jader, podczas gdy w pozostatych narzadach byta ona niska
[22, 28, 30]. Odpowiednio do tego wysoka ekspresjc¢ MRP1 stwierdzono w takich
nowotworach jak niedrobnokomorkowy rak ptuca, rak jajnika, niektore typy raka sutka,
a takze w przewlektych bialaczkach limfatycznych, biataczkach mieloidalnych i szpiczaku
mnogim [37-39].

W przeciwienstwie do p-gp, ktorej substratami sa duze, hydrofobowe kationy,
bialka z rodziny MRP wykazuja najwigksze powinowactwo do organicznych anionow.
Substratami MRP1 sa m.in. leki transportowane w potaczeniu z glutationem (GSH).
Pomimo, Ze substraty dla p-gp 1 MRP1 roznia si¢ swoimi wilasciwosciami, czg§¢
chemioterapeutykoOw stanowi substraty dla obydwu tych biatek. Do wyjatkow naleza
taksany 1 mitoxantron, ktore nie stanowia substratow dla MRP1 a sg usuwane z komorek
przez aktywna p-gp. Wykazano, ze rowniez czg¢§¢ innych biatek z rodziny MRP (jak
MRP2, MRP3, MRP4 i MRP5) ma zdolnos¢ to transportu niektérych chemioterapeutykdw,
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aczkolwiek r6znia si¢ miedzy soba powinowactwem do poszczeg6lnych lekow a ich rola

w indukcji lekoopornosci nie zostata jednoznacznie udowodniona [36, 40, 41].

1.6.3. Breast Cancer Resistance Protein (BCRP, ABCG2, MXR)

W drugiej potowie lat 90-tych odkryto kolejny transporter z rodziny ABC, nazwany
BCRP (Breast Cancer Resistance Protein, ABCG2). W przeciwienstwie do ,klasycznych”
ABC transporterow, BCRP nalezy do grupy tzw. “pot-transporteréw” (half-transporters)
1 jest zbudowane z jednej] domeny przezblonowej i jednej domeny przylaczajacej
nukleotydy (ryc. 3). Biatko to wystgpuje w blonie komoérkowej, a fizjologicznie jego
wysoka ekspresje stwierdzono w komorkach takich narzadéw jak tozysko, watroba, jelito
cienkie i grube. Stabsza ekspresj¢ BCRP wykazano w komorkach nerek, ptuc, nadnerczy
oraz w leukocytach krwi obwodowej 1 komodrkach szpiku. [42-44]. Ekspresje BCRP
stwierdzano m.in. w gruczolakorakach przewodu pokarmowego, rakach endometrium,
pluc, a takze w czgsci przypadkow biataczek limfoblastycznych i mieloblastycznych [45].

Do substratow BCRP naleza takie leki jak: mitoxantron (stad inna nazwa tego
biatka — Mitoxantron Resistance Protein — MXR), topotecan, w mniejszym stopniu
metotreksat 1 antracykliny. Zdolno$¢ do transportu tej ostatniej grupy lekow jest
uzalezniona od obecnosci mutacji BCRP w obrgbie kodonu 482 i zastgpienia argininy

przez glicyng lub treoning [45].

1.6.4. Lung Resistance Protein (LRP, p110)

Do biatek zwiazanych z wytwarzaniem lekoopornosci nie nalezacych do rodziny
ABC transporteréw nalezy biatko LRP (Lung Resistance Protein). Bialko to okreslane
rowniez jako MVP (Major Vault Protein) stanowi zasadnicza czg$¢ kompleksow
rybonukleoproteinowych zwanych ,,vaults” [46, 47]. Kompleksy te, w przeciwienstwie do
ABC-transporterow nie wystgpuja w btonie komodrkowej, ale w cytoplazmie (zwiazane
z elementami cytoszkieletu komorki) 1 jadrze komérkowym (w szczeg6lnosci w blonie
jadrowej). Fizjologiczna rola biatek vaults nie zostata jak dotad doktadnie okreslona,
prawdopodobnie biora one udzial w transporcie wewnatrzkomoérkowym, a szczegdlnie
jadrowo-cytoplazmatycznym. Uwaza sig, ze LRP moze by¢ zwiazane z lekoopornoscia
poprzez ,,zabieranie” lekow od punktéw ich docelowego dziatania (np. jadra komorki) oraz
ich transport do pecherzykéw egzocytujacych lub pomp powodujacych ich usuwanie poza

komorke [47, 48]. Fizjologicznie wysoka ekspresje tego biatka stwierdzono w komoérkach

25



kanalikéw proksymalnych nerek i w korze nadnerczy, czg¢§ciowa ekspresj¢ wykazano tez
w tkankach oskrzeli, jelita cienkiego 1 grubego, w jadrach oraz tkance mig$niowej [49, 50].
Wysoka ekspresje LRP stwierdzano w takich nowotworach jak raki jelita grubego, sutka i
jajnika a takze w nowotworach uktadu hematopoetycznego jak ostre biataczki mieloidalne,
limfoblastyczne i szpiczak mnogi [46, 47].

Do substratow dla LRP naleza takie chemioterapeutyki jak: antracykliny, alkaloidy

Vinca rosacea (winkrystyna i winblastyna) 1 leki alkilujace [47].

1.7. Metody badania biatek opornosci wielolekowej (MDR)

Do najczesciej stosowanych metod badania wyzej wymienionych biatek opornosci
wielolekowej naleza analizy :
a) ekspresji biatek za pomoca metod immunohistochemicznych lub w cytometrii
przeplywowej z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych. Do najczgsciej

stosowanych przeciwciat naleza [51-55]:

* p-gp: JSB1, MRK16, UIC-2, 4E.3, C-219

*  MRPI1: MRPrl, MRPm6

* BCRP: BXP-21, BXP-34

* LRP: LRP-56
b) obecnosci mRNA dla gendéw kodujacych badane biatka za pomoca metod biologii
molekularnej (PCR, RT-PCR) [39, 56]
¢) czynnosci biatka za pomoca pomiarow ilosci usuwanego barwnika fluorescencyjnego
z komorki za pomoca cytometru przeplywowego. Do powszechnie stosowanych
barwnikéw naleza Hoechst 33342 (dla p-gp, MRP1 i BCRP), rodamina 123 i DiO(C2)3
(dla p-gp) czy kalceina i CF (dla MRP1) [51, 57].

1.8. Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w prawidlowych

komorkach uktadu hematopoetycznego

Ekspresja biatek z rodziny ABC transporterow w komorkach uktadu
hematopoetycznego byta szeroko badana. Wykazano wysoka ekspresj¢ aktywnych biatek
p-gp 1 BCRP na komodrkach macierzystych szpiku natomiast na ekspresja na
poszczegbdlnych etapach ontogenetycznych limfocytow B 1 prekursorach limfocytow T

byta zmienna [58]. W zalezno$ci od zastosowanych metod badawczych stwierdzano
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ekspresj¢ tego biatka na 20-80% limfocytéw B oraz 30-100% limfocytoéw T [59-62].
Najwyzsza ekspresj¢ p-gp (w aspekcie intensywnosci reakcji, co odpowiada ilosci molekut
na komorce) wykazywano na komorkach NK (CD56+), nastgpnie limfocytach T CD8+
1 limfocytach T CD4+, najstabsza ekspresj¢ wykazywaty limfocyty B (CD19+) [60-62].
Najsilniejsza ekspresj¢ MRP1 wykazywano na limfocytach T, przy czym ekspresja ta byta
najwigksza w populacji limfocytow T CD4+. Stabsza 1 zblizona do siebie ekspresje MRP1
wykazano w limfocytach B i komoérkach NK [31]. Nie wykazano istotnej ekspresji BCRP
na dojrzalych komorkach linii limfocytarnej [31].

Ekspresj¢ biatek z rodziny ABC wykazywano rowniez na innych dojrzatych
komorkach uktadu krwiotwoérczego: p-gp na granulocytach obojetnochtonnych, zasado-
1 kwasochtonnych oraz monocytach, MRP1 na krwinkach czerwonych i1 ptytkowych
a BCRP tylko na krwinkach czerwonych [31]. Szczegdtowa ekspresj¢ ABC transporterow

na komorkach uktadu hematopoetycznego przedstawia ryc. 4.
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Ryc. 4. Ekspresja biatek z rodziny ABC-transporteréw na komaérkach uktadu hematopoetycznego
[31].

Niewiele jest badan dotyczacych ekspresji LRP w dojrzatych komérkach uktadu

hematopoetycznego. Przy uzyciu metod immunohistochemicznych wykazano bardzo silna
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ekspresj¢ tego biatka w makrofagach, nie wykazano jej jednak w dojrzatych limfocytach

[49, 50].

1.9. Opornosc wielolekowa w nowotworach pochodzenia

hematologicznego

Najczestszym nowotworem uktadu hematopoetycznego w ktorym badano ekspresje
molekul lekoopornos$ci byta ostra biataczka zar6wno z linii mieloidalnej jak i limfoidalnej
[32, 57, 63-65]. Poczatkowo badano jedynie czasteczke p-gp 1 je aktywno$¢ a nastepnie w
miarg opisywania kolejnych odkrywanych biatek lekoopornosci wtaczano je do tych badan
[52, 65-67]. Wnioski opierane o badania molekul opornosci wielolekowej wskazywaty na
istotne znaczenie dla efektow leczenia w biataczce mieloidalnej (prawdopodobnie ze
wzgledu na substraty tych molekut jakimi sa doksorubicyna i jej pochodne) [68].

W oparciu o te obserwacje i mechanizm dziatania molekut z grupy ABC transporterow
opisano roéwniez metody zmniejszenia ich aktywnos$ci przez zablokowanie kanatu
wapniowego w komorce (stosowanie np. verapamilu) [32]. W schematach terapeutycznych
biataczek ostrych modyfikacje kombinacji lekéw prowadzity do zmniejszenia efektu
dziatania molekul lekoopornosci nie mniej jednak rola tych biatek jest nadal istotna

w przetrwaniu pojedynczych komorek stanowiacych chorobg resztkowa [69]. Badania
wykazujace wyzszy odsetek komorek z ekspresja biatek lekoopornosci we wznowie

(np. p-gp) potwierdzat role tych komoérek w ostonie komorek biataczkowych przed
dziataniem lekow cytostatycznych i cytolitycznych w niektorych doniesieniach klinicznych
[70, 71]. Brak jednoznacznej zalezno$ci pomigdzy ekspresja bialek lekoopornosci

i wyleczeniem oraz wprowadzenie rutynowo czutych metod wykrywania choroby
resztkowej] w ostrej biataczce zmniejszyto zapotrzebowanie na oceng obecnos$ci
poszczegbdlnych biatek lekoopornosci na komoérkach biataczkowych.

Natomiast w chloniakach nieziarniczych ze wzglgdu na wysoki stopien ztosliwosci
tych rozrostow u dzieci istotne byly badania i charakterystyka komoérek chloniakéw,
poszukiwanie czynnikOw o znaczeniu rokowniczym oraz modyfikacje leczenia
prowadzace do wuzyskania jak najlepszych wynikéw. Optymalizacja leczenia
1 wykorzystanie nowoczesnych metod detekcji masy resztkowej guza spowodowaty, ze
zainteresowanie samym metabolizmem 1 biologia komoérki chloniaka jest obecnie
mniejsze. W tej sytuacji badania dotyczace ekspresji 1 aktywnosci biatek opornosci

wielolekowej w komdrkach chloniakéw nieziarniczych sa sporadyczne [72-76], a u dzieci
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prowadzone bardzo rzadko [34]. Z drugiej strony pordéwnanie rozrostu biataczkowego
1 chtoniaka zwlaszcza typu prekursorowego, w ktorych komorki pochodza z tej samej linii
(np. limfocyta T) pozwalato na wykorzystanie wynikoéw badan lekoopornosci w biataczce
w odniesieniu do chtoniaka nieziarniczego. Moze to by¢ kolejnym elementem, ktory
zmniejszal zainteresowanie badaniami lekooporno$ci w chloniakach mimo, zZe

w niektérych typach chloniakéw wyniki leczenia nawet bardzo agresywnego, wciaz

nie sa zadowalajace.
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2. ZALOZENIA I CELE BADAWCZE

2.1. Zalozenia

Wsrod badan dotyczacych lekoopornosci w nowotworach (guzy lite 1 biataczki)
stosunkowo niewiele danych dotyczy chloniakdéw nieziarniczych, ktore stanowia grupe
rozrostow o zroéznicowanej odpowiedzi na chemioterapi¢. Wydaje sig, ze mechanizmy
opornosci wielolekowej zwiazane z aktywnoscia bialek lekoopornosci moga mie¢ wpltyw
na skuteczno$¢ leczenia chtoniakow nieziarniczych tym bardziej, ze chtoniaki wystepujace
w wieku dziecigcym charakteryzuje wysoki stopien ztosliwo$ci. Stanowito to podstawe do

badan obecnosci biatek lekoopornosci w komorkach chtoniakow nieziarniczych u dzieci.

2.2. Cele badawcze

Zasadniczymi celami byto okreslenie:

1. ekspresji biatek zwiazanych z lekoopornoscia, takich jak p-gp, MRP1, LRP i BCRP

w komorkach réznych typow chloniakéw nieziarniczych wystgpujacych w wieku
dziecigcym

2. wzajemnej zalezno$ci ekspresji badanych biatek opornosci wielolekowe;j

3. zwiazku pomigdzy immunofenotypem komorki chloniaka a obecnoscia biatek
zwiazanych z lekooporno$cia

4. zwiazku pomigdzy ekspresja powyzszych biatek a odpowiedzia na leczenie, oceniang
okresem od uzyskania remisji i dalszym przebiegiem klinicznym choroby (wyleczenie,
dhlugotrwata remisja, wznowy, progresja),

5. znaczenia ekspresji bialek lekoopornosci dla uzyskanie wyleczenia 1 dlugotrwatego

przezycia chorych
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3. MATERIAL i METODYKA

3.1. Pacjenci

Material badany pochodzit od pacjentow w wieku 1-18 lat kierowanych ze
wstepnym rozpoznaniem chtoniaka nieziarniczego do Kliniki Hematologii i Onkologii
Dziecigeej Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w Krakowie w latach 1994-2006.
Badania objgly 54 pacjentow z potwierdzonym rozpoznaniem chloniaka nieziarniczego
hospitalizowanych w latach 1994-2006. Szczegdlowa charakterystyka grupy badanej

znajduje si¢ w rozdziale 4.1.

3.2. Materiat diagnostyczny i metody laboratoryjne

Material do badan 1 charakterystyki komorek chloniakowych stanowily
chirurgicznie pobrane fragmenty guza i/lub zmienionego wezta chionnego. Pobrany

wycinek byt dzielony na fragmenty wykorzystane do oceny:

1. morfologicznej obecnosci rozrostu w badanym materiale (skrawki mrozakowe —
uzyskane technikq zamrazania przy pomocy CO, materiatu nieutrwalanego)

2. immunofenotypu metoda cytometrii przeplywowej (zawiesina komorkowa z materiatu
nieutrwalanego)

3. histologicznej 1 barwien immunohistochemicznych (material utrwalany w 10%
zbuforowanej formalinie).

To postgpowanie bylo zgodne ze standardami diagnostyki chtoniakéw nieziarniczych,

ktére postuluja przeprowadzenie oceny morfologicznej, okreslenie immunofenotypu

komorek chtoniaka oraz barwien immunohistochemicznych.

3.2.1. Ocena immunofenotypu

Cytometria przeplywowa jest wspotczesna metoda diagnostyczng pozwalajaca na
okreslenie wlasciwosci komorki/czasteczki (takich jak wielko$¢, ziarnisto$¢, intensywnos¢
fluorescencji) podczas ich liniowego przeptywu w kapilarze pomiarowej. Oceng
immunofenotypu przeprowadza si¢ wykorzystujac zawiesing zywych komorek uzyskanych

z pobranego wycinka. Badanie obejmuje oceng ekspresji powierzchniowej i obecnos$ci
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cytoplazmatycznej determinant restrykcyjnych i nierestrykcyjnych. Pozwala to na ustalenie

linii pochodzenia komorek, okreslenie stopnia ich zroznicowania i dojrzalosci oraz oceng

ewentualnych zaburzen immunofenotypu. Ekspresj¢ determinant ocenia si¢ wykorzystujac

przeciwciala mono (lub rzadziej poliklonalne) skierowanych przeciwko okre§lonym

determinantom.

Zestawy przeciwcial monoklonalnych wykorzystywane w diagnostyce immunofeno-

typowej chloniakéw nieziarniczych uwzgledniajace pochodzenie komorek chloniakow

nieziarniczych pozwalaja na oceng ekspresji determinant:

linia limfocyta B:

CD19 - determinanta restrykcyjna obecna w ontogenezie limfocyta B od stadium
komorki ukierunkowanej az do dojrzatej komorki

HLA-DR — determinanta obecna na wszystkich etapach dojrzewania limfocyta B
CD22 - determinanta restrykcyjna obecna w zaréwno w prekursorowych jak
1 dojrzatych limfocytach B

CDI10 - determinanta nierestrykcyjna obecna na krotkim etapie prekursorowym
limfocyta B

CD20 - determinanta pojawiajaca si¢ w poOzniejszym etapie prekursorowym
limfocyta B rownolegle do zanikania ekspresji CD10

fancuchy cigzkie i lekkie immunoglobulin - wystgpuja na powierzchni dojrzatych

limfocytéw B

linia limfocyta T:

CD2 - determinanta obecna od wczesnego prekursorowego etapu ontogenezy
az do dojrzatej komorki wiacznie,

CD5, CD7 - determinanty nierestrykcyjne, obecne od wczesnego etapu
prekursorowego az do dojrzatego limfocyta T

CD3 - determinanta restrykcyjna dla linii limfocyta T obecna w cytoplazmie na
etapie prekursorowym, w miar¢ ich roznicowania wystepuje na powierzchni
co charakteryzuje dojrzate limfocyty T

CD4/CD8 — determinanty pojawiajace si¢ na etapie grasiczym rozwoju
limfocyta T, ich réwnoczesne wystgpowanie charakteryzuje prekursora
(tzw. tymocyt) limfocyta T, dojrzale komoérki wykazuja ekspresje tylko

jednej z tych determinant
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inne determinanty:

= (CD45 - determinanta obecna na wszystkich komodrkach pochodzenia

hematopoetycznego,

= (D38 - obecna na prekursorach zaréwno limfocytow B i T,

= (D30 - determinanta charakterystyczna dla komorek ziarnicy zlosliwej, rzadko
obecna na komdrkach chtoniakoéw anaplastycznych

= CDI16, CD56 — determinanty komoérek NK — rzadka posta¢ chloniaka

anaplastycznego

Przeciwciata byly znakowane 2-ma (izotiocjanian fluoresceiny - FITC i fykoerytryna - PE)
lub 3 — ma (FITC, PE oraz chlorowodorek perydyny — PerCP) fluorochromami, co
pozwalatlo na oceng rownoczesnego wystgpowania kilku determinant na komorkach

(wielokolorowa cytometria).

3.2.1.1. Przygotowanie materialu do badania

Z nieutrwalonego fragmentu guza lub wezla chltonnego droga mechaniczna
(przecieranie przez jalowe stalowe sitko) uzyskiwano zawiesing komorkowa. W sytuacji
znacznej domieszki erytrocytow zawiesing komorek oczyszczano z krwinek czerwonych
metoda lizy lub nieciaglego gradientu. Uzyskane komorki ptukano w soli fizjologicznej
buforowanej fosforanami (PBS, 1800 obrotéw/min, 5 min). Po doprowadzeniu komorek do
stezenia 1x10°ml naktadano po 50 ul do probowek przystosowanych do cytometru
(Falcon) zawierajacych nastgpujace kombinacje  przeciwcial monoklonalnych
znakowanych fluorochromami (firmy DAKO Cytomation, Glostrup, Dania lub Becton-

Dickinson, San Jose, CA):

1. kontrola izotypowa IgG1 PE / IgG1 FITC
2. CD3 PE/ CD2 FITC (lub CD3/CD4/CDg)
3. CD8 PE/ CD4 FITC

4. HLA-DR PE/ CD7 FITC

5.CD19 PE/ CDS5 FITC

6. CD22 PE/ CD20 FITC

7. slg (G+A+M) FITC®
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8. fancuch lekki kappa FITC*

9. tancuch lekki lambda FITC*

10. CD30 FITC

11. CD38 FITC

12. CD45/CD3/CD19

* przeciwciata poliklonalne, od 2005 r. stosowano zestaw przeciwcial monoklonalnych
uwzgledniajacy 3 - fluorochromy - CDI19 PerCP/ lambda PE/ kappa FITC
(DAKOCytomation, Glostrup Denmark).

Barwienie komorek przeciwcialami przeprowadzono zgodnie z instrukcja
producenta przeciwcial. Wybarwione 1 odplukane komorki (dwukrotnie w PBS)
zawieszano w objetosci 0,4 ml PBS i zbierano do analizy ekspresji determinant w
cytometrze przeptywowym (model FACScan, od roku 2004 model FACS Calibur). W
czesci przypadkow nie wykonano oceny immunofenotypowej ze wzgledu na brak
bezposrednio pobranego materiatu (nieutrwalony fragment), co wynikalo z pobierania

wycinkéw poza USD.

3.2.1.2. Analiza cytometryczna

Z kazdej probki zawierajacej zawiesing wyznakowanych komoérek pobierano nie
mniej niz 10000 elementéw. Analize ekspresji determinant przeprowadzano przy uzyciu

programu CellQuest (B-D).
Ocena obejmowala:

a. charakterystyke fizyczna komoérek w badanym materiale (wykres punktowy FSC/SSC)

b. ekspresjg poszczegolnych determinant na populacji komorek o charakterystyce
limfoidalnej

c. rownoczesne wystgpowanie determinant na okreslonej (bramkowanie) populacji
komorek.

W wigkszosci materiatow badane komorki stanowily populacje o jednolitej
charakterystyce fizycznej 1 analiza obejmowata wszystkie komoérki. W niektorych
materiatach stwierdzano obecnos¢ fragmentow uszkodzonych komorek (,,detritus™) lub
kilka populacji komorkowych - w tych materialach analiza uwzgledniata
wyselekcjonowana populacje komorkowa. Bramkowanie populacji opieralo sig
o charakterystyke fizyczna lub ekspresje determinanty CD45, ktéra w takich materiatach

byla dodatkowo wykorzystywana do barwienia komoérek. Wystepowanie danej
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determinanty okreslano jako dodatnie, jezeli wigcej niz 20% badanych komorek
wykazywato ekspresje danej determinanty (fluorescencja powyzej kontroli izotypowej).
W tabelach nr IV 1 V przedstawiono szczegdétowe immunofenotypy komorek chtoniakow

w badanej grupie pacjentow.

3.2.2. Barwienia immunohistochemiczne

Do diagnostyki histopatologicznej wykorzystywano fragmenty wycinkow
utrwalone w 10% zbuforowanej formalinie (przez 24 godziny) a nastgpnie zatopione
w kostkach parafinowych. Skrojone skrawki tkankowe umieszczano na szkietkach
podstawowych 1 po odparafinowaniu 1 ptukaniu rutynowo barwiono hematoksylina-
eozyna. W czesci przypadkdbw wykonywano roéwniez dodatkowe barwienia
immunohistochemiczne z wykorzystanie przeciwcial dla determinant: CD20 (pan-B),
CD45RO (panT), CD30, ALK-1 (doktadny opis metody przygotowywania preparatow

1 barwienia immunohistochemicznego w rozdziale 3.4.2.2).

3.3. Ocena kliniczna

Ze wzgledu na rozbiezno$ci pomigdzy klasyfikacja oparta na immunofenotypie
(ocena linii pochodzenia, stopnia zrdéznicowania i dojrzato$ci komorek chioniaka)
a klasyfikacja histologiczno-kliniczna (zmodyfikowane WHO/REAL) przeprowadzono
dwukrotna analiz¢ uwzgledniajac obydwie klasyfikacje. Pacjentow przypisano do

poszczegoOlnych grup zaleznie od:
1. immunofenotypu komorek chtoniakowych:

ez linii limfocyta T — immunofenotyp przedgrasiczy (CD3", CD4/CDS§’, CD2", CD5",
CD7%) i grasiczy (CD3", CD4'/CD8")

e z linii limfocyta B — immunofenotyp prekursorowy (slg’, kappa/lambda’, CD10")
i dojrzatego limfocyta B (sIg", kappa lub lambda®)
Ten podziat nie uwzgledniat chtoniakow anaplastycznych poniewaz w tej grupie rozrostow

ocena immunofenotypu nie pozwala na uzyskanie wiarygodnych wynikow.
2. klasyfikacji histopatologiczno-kliniczne;j:

e prekursory (limocyty T i B)
* dojrzate B (Burkitt/Burkitt-like, DLBCL)
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* anaplastyczne (ALCL)
Ocena przebiegu klinicznego choroby uwzgledniono uwzgledniata oceng stanu klinicznego

pacjenta przed rozpoczeciem leczenia, oceng wczesnych oraz odleglych skutkow leczenia.

3.3.1. Ocena stanu klinicznego pacjenta przed rozpoczeciem leczenia:

W ocenie stanu klinicznego pacjenta uwzgledniono nastgpujace parametry:

* wiek i ple¢ pacjenta

* lokalizacja gléwnej masy guza pierwotnego: klatka piersiowa/Srodpiersie, jama
brzuszna, inna - np. obwodowe wezty chtonne, centralny system nerwowy

* stopien kliniczny choroby ( w tym zaj¢cie szpiku kostnego )

* obecnos¢ niespecyficznych objawow klinicznych (goraczki o niejasnej etiologii, poty

nocne, utrata masy ciata >10%)

* parametry biochemiczne i hematologiczne: OB, poziom dehydrogenazy mleczanowe;j

(LDH) i kwasu moczowego, poziomy enzymow watrobowych (AspAT, AIAT)
poziom bilirubiny, jonogram, parametry morfologii krwi obwodowej (Hb, Ht, RBC,
WBC, PLT)

3.3.2. Ocena wczesnych skutkow leczenia
Ocena wczesnych skutkéw leczenia obejmowata:
* uzyskanie (lub nie) pelnej remisji choroby (klinicznej 1 radiologiczne;))
* czas do uzyskania remisji (mierzony w tygodniach) od momentu rozpoczgcia

leczenia

3.3.3. Ocena odleglych skutkow leczenia
W ocenie odlegtych skutkéw leczenia uwzgledniono:
* wystapienie (lub nie) wznowy choroby
* w przypadkach wznowy - czas od uzyskania pelnej remisji do momentu stwierdzenia
wznowy (mierzony w tygodniach)
e liczbe wznow choroby

* zgon pacjenta
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* czas od momentu diagnozy do zgonu (mierzony w tygodniach)

* niepowodzenie terapii, okreslane jako wystapienie pierwszej wznowy choroby lub
zgon pacjenta przed zakonczeniem obserwacji (zwiazany z nieuzyskaniem remisji
lub powiktaniami leczenia)

Catkowity okres obserwacji klinicznej pacjentow wiaczonych do badan przed rokiem 2002
obejmowal 5 lat (260 tygodni) od momentu stwierdzenia pelnej remisji choroby,
u chorych, u ktorych rozpoznanie chioniaka nieziarniczego ustalono po 2002 roku czas

obserwacji klinicznej byt odpowiednio krotszy (obserwacje do czerwca 2007 r.).

3.4. Biatka opornosci wielolekowej

Obecnos¢ biatek opornosci wielolekowej stwierdzano w komorkach chtoniakowych
na podstawie obecnosci reakcji barwnej (barwienie immunohistochemiczne

z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych dla poszczegolnych biatek).

3.4.1. Barwienie immunohistochemiczne

Immunohistochemia, jest metoda pozwalajaca na wykrywanie w komorkach i/lub
tkankach substancji o charakterze antygenowym przy wykorzystaniu znakowanych
przeciwcial. Jest to obecnie jedna z podstawowych metod diagnostycznych stosowanych
w nowoczesnej histopatologii, ktéra z uwagi na swoja wysoka czutos¢ 1 specyficznos¢
umozliwita uwidocznienie skladnikéw komorek i tkanek w oparciu o reakcj¢ antygen-

przeciwcialo.

3.4.1.1. Immunologiczne podstawy technik immunohistologicznych

Pojecie antygenu obejmuje czasteczki obecne na réznych komoérkach (biatka,
cukrowce, zwiazki biatkowocukrowcowe itp.) wykorzystywane do reakcji antygen-
przeciwcialo stanowiacej podstawe wielu metod laboratoryjnych. Przeciwciala, naleza do
klasy immunoglobulin i sa produkowane przez uktad odpornosci w odpowiedzi na obcy
antygen. We wspotczesnych metodach immunohistochemicznych do wykrywania
obecno$ci antygenow wykorzystuje si¢ przeciwcialta monoklonalne, ktére wykazuja
swoisto$¢ wobec danego antygenu lub poliklonalne (produkowane w organizmie zwierzat
np. krolikow).

Ze wzgledu na jednorodno$¢ struktury molekularnej i pelna swoisto$¢ reakcji

stosowane sa przede wszystkim przeciwciala monoklonalne. Ich wtasciwosci powoduja, ze
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mozliwo$¢ niespecyficznego wigzania jest minimalna. Przeciwciata poliklonalne z uwagi
na swa niejednorodno$¢ moga wigza¢ si¢ czasami z innymi antygenami o zblizonej
konfiguracji przestrzennej (reakcje krzyzowe), co zmniejsza ich specyficznos¢ a zwigksza
tzw. tlo. Przeciwciala sa sprzgzone z enzymami (peroksydaza, fosfataza alkaliczna) a
reakcja z substratem prowadzi do barwnego uwidocznienia obecno$ci badanego antygenu

w komorce/tkance [77, 78].

3.4.1.2. Metody reakcji immunohistochemicznych

Najprostsza metoda zlokalizowania badanego antygenu jest zastosowanie
przeciwciala sprz¢zonego z enzymem w metodzie bezposredniej (jednostopniowej).
Znakowane przeciwciatlo wiaze si¢ bezposrednio z antygenem, a nastgpnie w wyniku
reakcji enzymatycznej z substratem uwidacznia w preparacie miejsca wigzania
przeciwciala z antygenem.

Metoda bezposrednia cechuje si¢ niska czulo$cia co wynika ze stosowania bardzo
niskich rozcienczen przeciwcial, w immunohistochemii stosuje si¢ zazwyczaj metody
posrednie, pozwalajace na wzmocnienie reakcji 1 uniknigcie wybarwienia tkanek/komoérek
nie zawierajacych badanego antygenu (tzw. tta). W tym przypadku przeciwciato pierwsze
nie jest sprzegnigte ze znacznikiem, sprzgzone jest przeciwciato drugie (barwienie
dwuetapowe) skierowane przeciwko immunoglobulinie mysiej. Odmiana metody
posredniej sa stosowane we wspdlczesnej immunohistochemii metody trojetapowe, gdzie
przeciwcialo wtorne nie jest znakowane, umozliwia ono wiazanie kompleksu
odpowiedzialnego za wytworzenie reakcji barwnej. Do najczg$ciej stosowanych metod
tego typu naleza m.in. metoda PAP (peroksydaza-antyperoksydaza), ABC (awidyna-
biotyna) czy B-SA (biotyna-streptawidyna) [77, 78].

3.4.2. Ocena ekspresji bialek opornosci wielolekowej

Ocena ekspresji biatek opornosci wielolekowej w badanym materiale zostala
przeprowadzona metoda immunohistochemiczng =z  zastosowaniem przeciwcial
monoklonalnych dla danego biatka i zestawu umozliwiajacego wywotanie reakcji barwne;j

(dwustopniowej).

3.4.2.1. Przeciwciata monoklonalne/odczynniki

Do badania ekspresji bialek opornosci wielolekowej wykorzystano nastgpujace
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przeciwciala monoklonalne:

* p-gp (pl70) — clone JSB-1 (MONOSAN, Uden, Netherlands);

*  MRPI - clone MRPrl (MONOSAN, Uden, Netherlands);

*  BCRP - clone BXP-21 (MONOSAN, Uden, Netherlands);

* LRP —clone LRP-56 (MONOSAN, Uden, Netherlands);

Do uzyskania reakcji barwnej wykorzystano zestaw EnVisiont System-HRP
(dwuaminobenzydyna) do stosowania z podstawowymi przeciwciatami mysimi
(DakoCytomation, nr kat. K4007). Zestaw ten oparty jest o polimer znakowany
peroksydaza chrzanowa (HRP) zwigzany drugimi przeciwcialami, co pozwala na

eliminacj¢ lub znaczne ograniczenie nieswoistego barwienia.

3.4.2.2. Przygotowanie i barwienie preparatéw

Procedura przygotowania preparatow do barwienia immunohistochemicznego obejmowata
nastgpujace etapy:
* krojenie utrwalonych w formalinie i1 zatopionych w parafinie materialow tkankowych
na
* skrawki o grubosci 3 pm i umieszczanie ich na szkietkach podstawowych
* odparafinowywanie preparatow w ksylenie (2x10 min. w temperaturze 55 °C
a nastgpnie 10 min. w temperaturze pokojowe;j
* przeprowadzanie preparatOw przez malejace stezenia alkoholu celem uwodnienia
preparatu (kolejno: alkohol absolutny, 96%, 70% i 50% po 5 min w kazdym
roztworze) a nastgpnie plukanie w wodzie destylowane;j
* inkubacja w 3% roztworze H,O, przez 10 minut celem zablokowania aktywnosci
endogennej peroksydazy
* odblokowywanie antygenow poprzez dwukrotne gotowanie preparatow w kuchence
mikrofalowej w 0.01M buforze cytrynianowym (5 min. moc 750W i 15 min. moc
100W) - etap ten przeprowadzano wytacznie dla preparatow barwionych na obecnos¢
p-gp, MRP1 i BCRP
* phukanie w buforze TBS (5 min.)
Procedurg¢ barwienia przeprowadzano zgodnie z zaleceniami producenta przy uzyciu
dostarczonych odczynnikow 1 obejmowata ona nastgpujace etapy:
* blokowanie endogennej peroksydazy (peroxidase block) — 5 min., z nastgpowym

ptukaniem w buforze TBS
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» inkubacja preparatu z surowica pierwotna — czas inkubacji i rozcienczenie surowicy
zaleznie od zastosowanego przeciwciata pierwotnego i nast¢gpowym plukaniem
(TBS)

* inkubacja preparatu z polimerem znakowanym peroksydaza (labelled polymer-HRP
anti-mouse) — 30 min. i nastgpowym plukaniem (TBS)

* inkubacja preparatu z roztworem substrat-chromogen (DAB+ substrate Buffer
1 DAB+ chromogen) — 5-10 min. z nastgpowym ptukaniem w wodzie destylowane;.

* barwienie negatywne hematoksyling, ptukanie i montowanie preparatu w balsamie

kanadyjskim

3.4.3. Kontrola i standaryzacja procedury barwienia

3.4.3.1. P-gp

Jako kontroli uzyto fragmentéw tkankowych prawidlowej nerki ludzkiej, w ktorej
metoda immunohistochemiczng stwierdza si¢ silna ekspresj¢ tego biatka na komodrkach
kanalikow proksymalnych, natomiast w komodrkach kanalikoéw dystalnych, cewek
zbiorczych 1 klgbuszkach nerkowych biatko to jest nieobecne [49]. Skrawek nerki zostat
wykorzystany jako roznicujacy odczyn dodatni, ujemny oraz tlo. Po kilku testach
obejmujacych rozcienczenia od 1:20 do 1:200 oraz czas inkubacji od 2 do 24 godzin jako
optymalne rozcienczenie dla uzytego przeciwciala ustalono 1:100 i czas inkubacji 12-24

godziny (inkubacja catonocna).

3.4.3.2. MRP1

Do kontroli oznaczenia ekspresji tego biatka postuzyly fragmenty tkankowe
prawidtowej nerki ludzkiej, gdzie podobnie jak w przypadku p-gp wyrazna ekspresje tego
biatka stwierdza si¢ w komorkach kanalikow proksymalnych, natomiast w komorkach
kanalikow dystalnych, cewek zbiorczych i1 klgbuszkéw nerkowych biatko to jest nieobecne
[49]. Badany skrawek zostal wykorzystany jako réznicujacy odczyn dodatni, ujemny oraz
tlo. Po serii testow obejmujacych rozcienczenia od 1:20 do 1:200 oraz czas inkubacji od 30
min do 24 godzin przyjegto rozcienczenie 1:100 1 czas inkubacji 2 godziny jako optymalny

dla danego przeciwciala.

3.4.3.3. LRP
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Jako kontrole dla badanego biatka uzyto fragmentow tkankowych prawidtowe;j
nerki ludzkiej. Ekspresj¢ tego biatka metoda immunohistochemiczna stwierdza si¢ na
komorkach kanalikéw proksymalnych, natomiast pozostate komorki (kanalikow
dystalnych, cewek zbiorczych oraz kigbuszkéw) nie wykazuja ekspresji tego biatka [49].
Skrawek nerki wykorzystano celem zroéznicowania odczynu dodatniego, ujemnego oraz
tla. Po przeprowadzeniu kilku testow wstgpnych obejmujacych rozcienczenia od 1:20 do
1:200 oraz czasy inkubacji od 2 do 24 godzin jako optymalne rozcienczenie dla uzytego

przeciwciala ciata przyjgto 1:50 1 czas inkubacji 2 godziny.

3.4.3.4. BCRP

Jako kontroli ekspresji tego biatka uzyto fragmentoéw tkankowych prawidlowego
tozyska ludzkiego, w ktérym na komorkach syncytiotrofoblastu wykazano obecnos¢ BCRP
natomiast komorki cytotrofoblastu nie wykazuja tej ekspresji ocenianag metoda
immunohistochemiczna [43]. Wybarwione skrawki tozyska zostaly wykorzystane do
zréznicowania odczynu dodatniego, ujemnego oraz tla. Po serii testow obejmujacych
rozcienczenia przeciwciata pierwotnego od 1:20 do 1:200 oraz czasy inkubacji od 30 min.

do 24 godzin, za optymalne rozciefczenie przyjeto 1:100 i czas inkubacji 2 godziny.

3.4.4. Zasady oceny ilosciowej i jakosSciowej

Wybarwione na obecno$¢ badanych biatek preparaty oceniano za pomoca
mikroskopu $wietlnego marki Reichert, w powigkszeniu 400x (10x40). Analiza
mikroskopowa kazdego preparatu obejmowala nie mniej niz 400 komorek (po 100 z 4
reprezentatywnych miejsc). W ocenie nie uwzgledniano komorek z obrzezy preparatu oraz
z miejsc gdzie prawidlowa ocena morfologiczna tkanki byta utrudniona. Ilo$ciowa oceng
obecnosci danego biatka w danym preparacie przedstawiono jako odsetek komorek
dodatnich (wykazujacych immunohistochemicznie obecno$¢ badanego biatka). Ekspresje
danego biatka w preparacie uznawano za dodatnia, jezeli min. 10% komorek badanych

wykazywato pozytywny odczyn barwny na dane biatko.

Dla oceny iloSciowej bialek przyjeto nastepujacy schemat:

* (-) - ekspresja ujemna - <10% komorek dodatnich w preparacie
* (+) - ekspresja niska - 10-40% komorek dodatnich w preparacie

e (++) - ekspresja $rednia - 41-75% komorek dodatnich w preparacie
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* (+++) ekspresja wysoka (petna) - >75% komorek dodatnich w preparacie

Ocena jakosciowa obecnosci danego bialka obejmowala ocen¢ intensywnosci

zabarwienia danego preparatu wg ponizszego schematu:

* (+) - intensywnos¢ staba - barwienie stabsze niz kontrola pozytywna
e (++) - intensywno$¢ silna - barwienie porownywalne do kontroli pozytywnej

e (+++) - intensywno$¢ bardzo silna - barwienie silniejsze niz kontrola pozytywna

3.5 Analizy
Analiza wystgpowania bialek opornosci wielolekowej obejmowata:

a) oceng obecnosci 1 sity ekspresji poszczegodlnych biatek (pgp, MRP1, BCRP, LRP)
w badanych przypadkach — ocen¢ ta przeprowadzono zarowno dla grup
immunofenotypowych (linia B, linia T) jak i grup histologiczno-klinicznych ( chtoniaki
prekursorowe, z dojrzatych limfocytow B, anaplastyczne)

b) oceng wspotwystgpowania oraz zalezno$ci wzajemnej ekspresji badanych biatek
(w grupach immunofenotypowych 1 patologiczno-klinicznych)

c) oceng zwiazku pomigdzy immunofenotypem chioniaka a obecno$cia poszczegdlnych
biatek (dla rodzajow immunofenotypowych chioniaka)

d) oceng¢ zalezno$ci pomigdzy efektami leczenia (uzyskanie remisji, czas do uzyskania
pelnej remisji, wznowa, czas odzyskania remisji do stwierdzenia wznowy, zgon)

a wystgpowaniem poszczeg6lnych biatek (dla grup histologiczno-klinicznych)

Analizy statystyczne przeprowadzono za pomoca pakietu SPSS 14. Do badania korelacji

pomigdzy cechami ilosciowymi zastosowano korelacje r Pearsona.
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4. WYNIKI:

4.1. Ogodlna charakterystyka grupy badanej

Do grupy badanej zaliczono 54 przypadki ze wstgpnym rozpoznaniem chioniaka
nieziarniczego (NHL). W tej grupie przewazali chtopcy (40 przypadkow — 74%), w wieku
migdzy 5 a 12 lat. Pierwotny guz zlokalizowany w klatce piersiowej stwierdzono u 18
chorych (33.3%), a w jamie brzusznej u 24 chorych (44.4%). U pozostalych 11 pacjentow
guz pierwotny zlokalizowany byt w obwodowych weztach chtonnych (20%), a u jednego
chorego w okolicy rdzenia krggowego w odcinku lgdZzwiowym kregostupa. Objawy ogdlne
sugerujace chorobg nowotworowa (goraczki niejasnego pochodzenia, utratg wagi >10%,
ostabienie, poty nocne) stwierdzano u 15 chorych (27.7%), natomiast u pozostatych 39
chorych (72.3%) stwierdzano objawy jedynie zwiazane z lokalizacja guza pierwotnego
(dusznos¢ 1 przewlekly kaszel bez cech infekcji, niejasne bole brzucha,
niecharakterystyczne dolegliwos$ci przewodu pokarmowego — nudnos$ci, dyskomfort, brak
apetytu). W wigkszosci przypadkoéw (92.5%) stwierdzono zaawansowany stopien
w momencie rozpoznania choroby (III i IV stopien kliniczny, 35 i 15 przypadkow
odpowiednio) (tabela I).

W podstawowych badaniach laboratoryjnych stwierdzano podwyzszone wartosci
OB u 19 chorych (67.8 %), prawidlowe wartosci tylko u 9 (32.1 %). U pozostatych
chorych (26 przypadkow) nie przeprowadzono takiego badania w okresie diagnostycznym.
W ocenie morfologii krwi obwodowej parametry w granicach normy stwierdzano u 47
chorych (87.1 %), niedokrwisto$¢ stwierdzano u 6 chorych (11.1 %), a matoptytkowos¢
tylko u 1 chorego (1.9%). W zadnym badanym przypadku nie stwierdzono
nieprawidlowosci w zakresie uktadu biatokrwinkowego (leukocytoza/leukopenia) (tabela
I0).

W zwiazku z wstgpnym rozpoznaniem chtoniaka nieziarniczego i diagnostyka
réznicowa rozrostu nowotworowego oznaczano takie parametry jak: poziom
dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH), poziom kwasu moczowego i poziom enzymow
watrobowych. W pracy nie uwzgledniono wynikow innych badan biochemicznych (np.

poziom kwasu wanilino-migdatowego) wykonywanych w ramach diagnostyki roznicowe;j
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guzow litych wieku dziecigcego takich jak neuroblastoma. Najczesciej stwierdzano
podwyzszony poziom dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH) - 30 chorych (83.3%),
u 18 chorych nie wykonano tego badania w okresie diagnostycznym. Podwyzszone
warto$ci kwasu moczowego obserwowano u 14 chorych (33.3%), u 28 (66.7%) miescity
si¢ one w granicach warto$ci prawidtowych. U 14 chorych (27.4%) obserwowano
podwyzszone poziomy enzymdéw watrobowych (AspAT, AIAT), u 37 chorych (72.5%)
byly one prawidtowe (tabela II).

Porownujac uzyskane wyniki badan w grupie 54 chorych, stwierdzono, ze
najczestszym parametrem biochemicznym wykazujacym odchylenia od normy jest warto$¢
OB oraz poziom LDH, co jest zgodne z opisywanymi zaburzeniami towarzyszacymi
rozwojowi chtoniakdw nieziarniczych.

Sposrod 54 badanych przypadkow, pelna remisje choroby po zastosowaniu
chemioterapii (wg protokolu przewidzianego dla danego typu chtoniaka) uzyskano
w 47 przypadkach (87%), w pozostatych 7 przypadkach (13%) remisji nie udato sig
uzyska¢. U pacjentéw ze stwierdzona petng remisja, wznowa choroby wystapita w 11
przypadkach (23.4%), za$ calkowita liczba zgonéw w badanej grupie 54 pacjentdw
wyniosta 17 przypadkow (31.5 %). W 3 przypadkach nie udalo si¢ ustali¢ dalszego
przebiegu choroby po uzyskaniu remisji.

Ogoétem, sposrod 51 przypadkéw, w ktorych udato si¢ przeprowadzi¢ dlugotrwata
obserwacje¢ po uzyskaniu remisji choroby niepowodzenie terapii (wystapienie wznowy

choroby lub zgon) stwierdzono u 20 chorych (37.0 %) (tabela III).

4.2. Charakterystyka immunofenotypowa

Oceng immunofenotypu komoérek wuzyskanych z fragmentu bioptycznego
przeprowadzono z wykorzystaniem pelnego zestawu przeciwciat u 41 chorych
z chtoniakami z grupy prekursorowych (linia limfocyta T i B) i dojrzatych limfocytow B.
W 4 przypadkach nie przeprowadzono oceny immunofenotypu komorek chtoniakowych ze
wzgledu na wstgpna diagnostyke przeprowadzong w innym o$rodku i brak nieutrwalonego
fragmentu tkanki do badan. Z oceny immunofenotypowej wylaczono chtoniaki
anaplastyczne ze wzgledu na znaczna heterogenno$¢ immunofenotypdw oraz niska
ekspresj¢ determinant hematopoetycznych (ekspresja pojedynczych determinant, niewielki
odsetek komorek chtoniakowych wykazujacych obecno$¢ danej determinanty). Ponadto,

na trudno$¢ w uzyskaniu wiarygodnego wyniku wptywa fakt, ze w czasie barwienia
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1 plukania komorki chtoniaka anaplastycznego czgsto ulegaja uszkodzeniu.

4.2.1. Chiloniaki nieziarnicze z linii imfocyta T

Do grupy z NHL z linii limfocyta T wliczono 18 chorych, u ktoérych
przeprowadzono ocen¢ linii pochodzenia komorek chiloniakowych. W 16 przypadkach
wykonano pelna oceng¢ immunofenotypu za pomoca cytometrii przeptywowej.
W poréownaniu do etapow prawidlowe] ontogenezy limfocyta T ekspresje jedynie
determinant typowych dla wczesnego etapu prekursorowego limfocyta T (CD2, CDS5,
CD7) stwierdzono w 7 przypadkach. W 4 przypadkach stwierdzano rownoczesna ekspresj¢
CD4 i CD8 bez ekspresji CD3 na powierzchni komoérki, co odpowiadato wczesnemu
etapowi grasiczego réznicowania limfocyta T. W 3 przypadkach poza réwnoczesna
ekspresja CD4 1 CD8 stwierdzano ekspresj¢ CD3 na powierzchni komorek, co
odpowiadato poznemu etapowi grasiczego rdéznicowania limfocyta T. W dwodch
przypadkach stwierdzano immunofenotypy dojrzatych limfocytéow T - W jednym
przypadku stwierdzono immunofenotyp obwodowego limfocyta T (CD2, CD3, CDS, CDS5,
CD7), natomiast w drugim — wykazano jedynie brak fancuchow alfa/beta receptora
limfocyta T (TCR o/f"). Ponadto do grupy NHL z linii limfocyta T zaliczono 2 przypadki,
w ktérych na podstawie barwien immunohistochemicznych ustalono lini¢ pochodzenia
komorek chloniakowych 1 stopien dojrzatosci komorek bez okreslenia stopnia

zréznicowania i1 dojrzatosci limfocytow metoda cytometryczna (tabela IV).

4.2.2. Chioniaki nieziarnicze z linii limfocyta B

Do grupy chtoniakéw z linii limfocyta B wliczono 27 przypadkow, z czego w 25
przeprowadzono pelna ocen¢ immunofenotypu. W grupie tej jedynie w 3 przypadkach
stwierdzono immunofenotyp odpowiadajacy prekursorowemu etapowi ontogenezy
limfocyta B (ekspresja determinant charakterystycznych dla linii limfocyta B jak CD19,
CD20, CD22, HLA-DR i CD10, brak powierzchniowej ekspresji fancuchow cigzkich
i tancucha lekkiego immunoglobulin). U 22 pacjentdow obserwowano immunofenotyp
dojrzatego limfocyta B (w oparciu o obecno$¢ na powierzchni komoérki chloniaka
fancuchow cigzkich 1 jednego tancucha lekkiego immunoglobulin - sIg). Analiza obecnosci
fancuchéw lekkich immunoglobulin wykazata ekspresj¢ tancucha lekkiego kappa
w 5 przypadkach a lambda w 12 przypadkach. W dwoch przypadkach nie stwierdzono

ekspresji tancucha lekkiego, a w dwoch wykazano obecno$¢ obydwu typow lancucha
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lekkiego i zostato to uznane za wiazanie niespecyficzne. U jednego pacjenta nie wykonano

badania na obecno$¢ tancuchéw lekkich. Do analizy wlaczono réwniez dwa przypadki
chloniaka z linii limfocyta B, w ktorych nie zostalo wykonane badanie immunofenotypowe
natomiast lini¢ pochodzenia i stopien dojrzato$ci komorek ustalono na podstawie barwien

immunohistochemicznych (Tabela V).

4.3. Charakterystyka histologiczno-kliniczna

Klasyfikacja  histologiczno-kliniczna  zostala oparta o  wynik  oceny
histopatologicznej wycinka guza, okreSlony immunofenotyp, stopien zaawansowania
klinicznego oraz schemat zastosowanego leczenia. Obejmuje ona: chloniaki typu
prekursorowego (limfoblastyczne) zaréwno z linii limfocyta T jak i B, chtoniaki
z dojrzatych limfocytow B oraz chtoniaki anaplastyczne (ALCL). W charakterystyce
przypadkow w poszczegolnych typach NHL uwzgledniono nastgpujace parametry: wiek,
pte¢, typ histologiczny chtoniaka, lokalizacj¢ gléwnej (pierwotnej) masy guza, kliniczny
stopien zaawansowania w momencie rozpoznania, zaj¢cie szpiku kostnego, obecnos¢

og6lnych objawow klinicznych oraz niektére parametry biochemiczne.

4.3.1. Chioniaki nieziarnicze prekursorowe

Zgodnie z klasyfikacja (podrozdzial 3.3) do grupy NHL limfoblastycznych
(prekursorowych) witaczono 21 przypadkow w tym chioniaki prekursorowe z linii
limfocyta T - 16 przypadkow, a z linii limfocyta B - 3 przypadki. Ponadto w oparciu
o obraz kliniczny i1 zastosowany schemat leczenia do tej grupy wlaczono réwniez
2 chorych z rozpoznaniem NHL-T o immunofenotypie dojrzalego limfocyta T
(pacjenci 03 1 12).

U 14 pacjentéw stwierdzano guz w obrgbie $rodpiersia, u 3 - guz w jamie brzusznej
u pozostalych 4 pacjentéw pierwotna lokalizacj¢ stanowily obwodowe wezty chlonne.
W tej grupie u 5 pacjentow stwierdzano objawy ogolne, u 6 - podwyzszone OB,
au 2 - niedokrwisto$¢. U 11 pacjentow obserwowano podwyzszony poziom LDH, a tylko
u 4 - podwyzszony poziom kwasu moczowego podobnie jak i podwyzszony poziom
enzymow watrobowych. W ocenie klinicznej stopnia zaawansowania tylko u 1 chorego

stwierdzono II stopien, natomiast u 12 - III stopien a u 8 - IV stopien zaawansowania, co
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oznacza, ze u wigkszosci chorych stwierdzano guz pierwotny przekraczajacy barierg

narzadu lub rozsiew (Tabela VI).

4.3.2. Chiloniaki nieziarnicze z dojrzatych (obwodowych) limfocytow B

W tej grupie chtoniakoéw w 19 przypadkach rozpoznano chloniak Burkitta/typu
Burkitta, w 2 przypadkach - chtoniak z duzych rozlanych limfocytow B (DLBCL)
a w 3 - chioniak z obwodowych limfocytow B bez okreslania podtypu histologicznego.
Guz pierwotny zlokalizowany w jamie brzusznej obserwowano w 18 przypadkach.
U pozostalych 6 chorych stwierdzono zajgcie weztéw chlonnych (5 przypadkéow) oraz guz
okolicy rdzenia (1 przypadek). U 5 pacjentow obecne byty objawy ogolne.

Podwyzszone wartosci OB notowano u 6 chorych. Z zaburzen hematologicznych
w 3 przypadkach stwierdzano niedokrwisto$¢, a w jednym dodatkowo matoptytkowosé.
Podwyzszony poziom LDH obserwowano byt u 16 chorych, a kwasu moczowego
u 9 pacjentow. Podwyzszony poziom enzymdéw watrobowych stwierdzano
w 7 przypadkach. Wg oceny klinicznej az w 22 przypadkach stwierdzono zaawansowana
posta¢ choroby (III 1 IV stopien kliniczny, odpowiednio 17 1 5 przypadkach), jedynie

w 2 przypadkach stwierdzono II stopien zaawansowania klinicznego (Tabela VII).

4.3.3. Chtoniaki nieziarnicze o typie anaplastycznym

Do grupy chiloniakéw anaplastycznych zakwalifikowano 9 przypadkéw — 6
przypadkéw, w ktorych komorki chtoniakowe pochodzity z linii limfocyta T, 1 przypadek
- z linii limfocyta B. W 2 przypadkach nie udato si¢ okresli¢ linii pochodzenia chtoniaka.
Lokalizacje guza pierwotnego w S$rddpiersiu obserwowano u 4 pacjentdéw, w jamie
brzusznej - u 3 pacjentow. W pozostatych 2 przypadkach pierwotna lokalizacje
nowotworu stanowily obwodowe wezly chlonne. U 5 pacjentow obecne byly ogdlne
objawy kliniczne.

W badaniach laboratoryjnych wykonanych w okresie diagnostyki w 7 przypadkach
stwierdzono podwyzszone wartosci OB, w 3 - podwyzszony poziom LDH i enzymow
watrobowych, jedynie jeden pacjent miat podwyzszony poziom kwasu moczowego,
réwniez tylko w jednym przypadku stwierdzono niedokrwisto$¢. W ocenie klinicznej
stopnia zaawansowania w 8 przypadkach stwierdzono zaawansowane stadium choroby (II1
1 IV stopien, odpowiednio 6 1 2 pacjentow), natomiast II stopien kliniczny choroby w

momencie rozpoznania notowano tylko u jednego chorego (Tabela VIII).
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4.4. Przebieg kliniczny i wyniki leczenia

4.4.1. Chioniaki nieziarnicze o typie prekursorowym

Do analizy przebiegu klinicznego NHL o typie prekursorowym wiaczono 21
przypadkéw. W leczeniu tej grupy u 15 pacjentéw zastosowano jako podstawowy protokot
oparty o schemat BFM-nonB-NHL (z odpowiednimi modyfikacjami w zalezno$ci od
okresu, w jakim pacjent byt leczony), a u 4 pacjentow - EURO-LB-2002. W dwoéch
przypadkach z uwagi na zajecie szpiku w momencie rozpoznania, zastosowano protokot
leczenia jak dla biataczek (PGP-ALL-95 i ALLIC-2002).

Pierwsza remisje¢ uzyskano w 20 przypadkach. Jedyny przypadek w ktéorym remisji
nie uzyskano dotyczylt pacjenta z NHL o immunofenotypie dojrzatego limfocyta T (pacjent
03). Ponadto, w jednym przypadku nie byto mozliwe ustalenie daty remisji gdyz guz
pierwotny zostat usunigty w catosci w czasie zabiegu operacyjnego (pacjent 10). Sredni
czas do uzyskania remisji w tej grupie wynosit 9,9 tygodni (z wylaczeniem pacjenta 10).
Wznoweg choroby stwierdzono u 4 pacjentow (01, 02, 13, 17) z rozpoznaniem NHL-T
o typie prekursorowym, a $redni czas od remisji do wystapienia wznowy wynosit 103,5
tyg. Nie obserwowano wznowy w przypadkach NHL o typie prekursorowym z linii
limfocyta B. W jednym przypadku nie udato si¢ uzyska¢ danych dotyczacych dalszego
przebiegu choroby po uzyskaniu pierwszej remisji (pacjent 16). W badanej grupie
obserwowano 4 przypadki zgonow - w dwoch (pacjenci 01 1 13), u ktérych stwierdzono
wznow¢ choroby, jeden (pacjent 03), u ktérego nie udato si¢ uzyska¢ remisji oraz jeden
przypadek (pacjent 14) zgonu z powodu powiktan terapii pomimo uzyskania pelnej
remisji. U pozostalych 13 pacjentow w okresie obserwacji nie stwierdzono nawrotu

choroby (Tabela IX).

4.4.2. Chioniak nieziarnicze o typie dojrzatych limfocytéow B

Do analizy przebiegu klinicznego u chorych z rozpoznaniem NHL o typie
dojrzatego limfocyta B wilaczono 24 przypadki. Podstawowy schemat leczniczy w tej
grupie stanowil protok6t BFM-NHL lub LMB dla chloniakéw B-komoérkowych
(z modyfikacjami w zalezno$ci od okresu, w ktérym dany pacjent byt leczony).

Pelna remisj¢ uzyskano u 21 pacjentéw. W 3 przypadkach nie udato si¢ osiagnaé

remisji (pacjenci 21, 30, 35). Sredni czas do uzyskania remisji w tej grupie wynosit 11,6
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tyg. U 4 pacjentdw (pacjenci 29, 33, 38 i 40) stwierdzono wznowg choroby, a $redni czas
od stwierdzenia remisji do wystapienia wznowy wynosit 23,5 tyg. W grupie tej 8
pacjentow zmarto (4 pacjentow ze wznowa choroby, 3 pacjentow, u ktérych nie udato si¢
uzyska¢ remisji oraz jeden przypadek (pacjent 25) z powodu powiklan leczenia w pelnej
remisji). W jednym przypadku (pacjent 37) nie uzyskano danych dotyczacych dalszego
przebiegu klinicznego choroby po uzyskaniu remisji. U 15 pacjentéw w badanej grupie nie

stwierdzono nawrotu choroby w okresie obserwacji (Tabela X).

4.4.3. Chiloniaki nieziarnicze o typie anaplastycznym (ALCL)

Analiza objgta grupg 9 przypadkdéw, w ktérych rozpoznano typ anaplastyczny
chioniaka (6 przypadkow - z linii limfocyta T, 1 przypadek - z linii limfocyta B
1 2 przypadki bez okreslenia linii pochodzenia). W 7 przypadkach pierwotny schemat
leczenia stanowit protokot BFM-LCAL, natomiast w dwoch - protokot LCAL-99.
Pierwsza remisje choroby udato si¢ uzyska¢ u 6 pacjentéw, a $redni czas od rozpoczecia
leczenia do stwierdzenia remisji wynosit 12 tyg. U 3 pacjentow (pacjenci 47, 50, 53)
w badanej grupie remisji nie uzyskano. Wznowe choroby zanotowano u 3 pacjentéw
(pacjenci 49, 51, 52). Sredni czas od uzyskania pierwszej remisji do stwierdzenia wznowy
choroby wyniost 15,3 tyg. Pigciu pacjentow zmarto — w 3 przypadkach nie uzyskano
pierwszej remisji a w 2 przypadkach stwierdzono wznoweg choroby). U jednego pacjenta
(pacjent 46) nie udato si¢ uzyska¢ danych dotyczacych dalszego przebiegu choroby po
stwierdzeniu remisji. Jedynie u 2 pacjentow z tej grupy chloniakéw stwierdzono

bezobjawowy przebieg (bez nawrotu choroby) w okresie obserwacji (Tabela XI).

4.5. Ekspresja biatek lekoopornosci

Pelna oceng ekspresji badanych biatek opornosci wielolekowej (p-gp, MRP1, LRP,
BCRP) obejmujaca zaréwno ilo$¢ komorek wykazujacych ekspresj¢ danego biatka jak
1 oceng intensywnos$ci reakcji immunohistochemicznej przeprowadzono we wszystkich
badanych 54 przypadkach.

W ocenie ekspresji biatek lekoopornosci uwzgledniono podzial na grupy zalezny
od immunofenotypu komoérek NHL (linia limfocyta T, limfocyta B) z wraz z podzialem na
prekursorowq i dojrzata forme¢ komorki. Zasadnicza analiza ekspresji bialek lekoopornosci

dotyczyta grup pacjentow wyodrgbnionych w oparciu o klasyfikacje histologiczno-
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kliniczng chtoniakow wieku dziecigcego (zmodyfikowana wg. WHO/REAL)
z uwzglednieniem skuteczno$ci terapii 1 przypadkéw niepowodzenia terapeutycznego
(progresje, wznowy, zgony).

Uwzgledniajac  wszystkie badane materialty obecno$¢ p-gp w komorkach
chloniakowych stwierdzano w 43 przypadkach (79.6 %). W wigkszosci przypadkow
(31 — 72.1%) obserwowano wysoka ekspresje (ponad 75% komorek chloniakowych) tego
biatka. Niezaleznie od poziomu ekspresji, intensywno$¢ oceniong jako staba obserwowano
w 25 przypadkach (58.1%), w pozostatych notowano intensywnos¢ silng (16 przypadkow
—37.2%) 1 bardzo silna (2 przypadki — 4.7%).

Obecnos¢ MRP1 stwierdzono w 40 z 54 badanych przypadkow (74.0%), z czego
w 28 przypadkach (70.0%) ekspresja byla wysoka. Intensywno$¢ oceniana jako sltaba
wystepowata w 13 przypadkach (32.5%), natomiast silna i bardzo silna w pozostatych
27 przypadkach (20 przypadkow (50.0%) 1 7 przypadkow (17.5%) odpowiednio).

Ekspresje LRP stwierdzano w 46 przypadkach (85.2%), z czego w 30 przypadkach
(65.2%) byla to ekspresja wysoka, w 13 przypadkach (28.3%) — Srednia a jedynie
w 3 przypadkach (6.5%) - niska. Staba intensywnos$¢ ekspresji obserwowano
w 22 przypadkach (47.8%), w pozostatych oceniano ja jako silna i bardzo silng - 16
przypadkow (34.7%) 1 8 przypadkow (17.4%) odpowiednio.

Obecnos¢ BCRP stwierdzano w 46 przypadkach (85.2%), z czego az w 37
przypadkach byla to ekspresja wysoka (80.4%), $rednia w 5 przypadkach (10.9%)
a niska jedynie w 4 przypadkach (8.7%). Intensywnos$¢ bardzo silng obserwowano tylko
w 2 przypadkach (4.3%), natomiast silng 1 staba w 27 przypadkach (58.7%) 1 17
przypadkach (37.0%) odpowiednio.

Szczegotowe dane dotyczace ekspresji biatek lekoopornosc u wszystkich badanych

pacjentdw przedstawiono w tabelach XII, XIIIT 1 XIV.

4.5.1. Ekspresja bialek lekoopornosci w grupach zaleznych od

immunofenotypu komérek chtoniaka

4.5.1.1. Ekspresja p-gp

W grupie chloniakéw z linii limfocyta T (18 przypadkdéw) obecnos$¢ p-gp
w komodrkach nowotworowych wykazano w 17 przypadkach (94.5%) z czego
w chloniakach o immunofenotypie przedgrasiczym we wszystkich 7 przypadkach

i grasiczym - w 6 przypadkach (85.7%). W 13 przypadkach (76.4%) oceniono ekspresj¢

50



jako wysoka (> 75% komorek). W chloniakach o immunofenotypie przedgrasiczym
wysoka ekspresje wykazano w 5 z 7 przypadkéw (71.4%) a w chioniakach
o immunofenotypie grasiczym — w 4 z 6 przypadkow (66.7%) . W wigkszos$ci przypadkow
(12 przypadkow — 70.6%) intensywnos$¢ byla silna, zaréwno w chloniakach
o immunofenotypie przedgrasiczym jak i grasiczym, odpowiednio 6 przypadkow (85.7%)
14 przypadki (66.7%) (Ryc. 4.1 do 4.3).

W grupie NHL z linii limfocyta B (27 przypadkow) ekspresje¢ p-gp stwierdzono
w 19 przypadkach (70.4%), - w 2 przypadkach NHL o immunofenotypie prekursorowym
1 17 przypadkach NHL o fenotypie dojrzatego limfocyta B. W 13 przypadkach (68.4%)
stwierdzano wysoka ekspresj¢ tego biatka - 1 przypadek o prekursorowym
immunofenotypie 1 12 przypadkéw NHL o immunofenotypie dojrzalego limfocyta B
(70.6%). Intensywnos$¢ ekspresji byla zroznicowana. W obydwu przypadkach chloniaka B
prekursorowego wykazujacego ekspresje p-gp intensywnos$¢ ekspresji byla staba,
natomiast w chtoniakach z dojrzatych limfocytow B (9 przypadkow — 52.9%) dominowata

intensywno$¢ silna (Ryc. 4.4 do 4.6).

4.5.1.2. Ekspresja MRP1

W grupie chtoniakow z linii limfocyta T obecnos¢ MRP1 stwierdzono jedynie
w 5 przypadkach (27.8%) z czego w 2 przypadkach (28.6%) chloniakow
o immunofenotypie przedgrasiczym 1 3 przypadkach (42.9%) chtoniakoéw
o immunofenotypie grasiczym. Tylko u 2 pacjentéw ekspresja tego biatka byta wysoka —
oba to przypadki chtoniaka o immunofenotypie przedgrasiczym, w pozostalych
przypadkach wykazujacych ekspresje tego biatka (NHL-T o immunofenotypie grasiczym)
byla ona niska. Intensywnos$¢ byta zroznicowana, staba - w NHL-T o immunofenotypie
grasiczym, silna - w NHL-T o immunofenotypie przedgrasiczym (Ryc. 4.7 do 4.9).

W grupie NHL z linii limfocyta B (27 przypadkow) ekspresj¢ MRP1 wykazano
u 26 pacjentow (96.3%) - 3 przypadki NHL o typie prekursorowym i 23 przypadki (95,8%)
NHL o immunofenotypie dojrzatego limfocyta B. W ocenie ekspresji w grupie NHL
B-komoérkowych o typie prekursorowym obserwowano znaczne zrdznicowanie tj. po
1 przypadku dla kazdego przedziatu (ekspresja niska, wysoka i bardzo wysoka). W grupie
NHL o immunofenotypie dojrzalego limfocyta B dominowata ekspresja wysoka — 18
przypadkow (78.2%). Intensywnos¢ ekspresji w przypadkach NHL o typie prekursorowym
byla staba w 2 przypadkach, natomiast w chloniakach z dojrzalych limfocytow B
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dominowata intensywnos¢ silna - 11 przypadkow (47.8%) (Ryc. 4.10 do 4.12).

4.5.1.3. Ekspresja LRP

W grupie NHL z linii limfocyta T obecno$¢ LRP stwierdzono w 17 z 18
przypadkow (94.4%). Wszystkie badane przypadki NHL-T o immunofenotypie
przedgrasiczym (7 pacjentdw) jak 1 grasiczym (7 pacjentdow) wykazywaly ekspresjg
badanego biatka. Jedyny przypadek gdzie nie stwierdzono obecnosci LRP dotyczyt
pacjenta u ktorego nie wykonano petnego oznaczenia immunofenotypu (pacjent 03).
W wigkszosci przypadkow ekspresja badanego biatka byla wysoka — 10 przypadkow
(58.8%) dla catej grupy (5 przypadkéw NHL-T o typie przedgrasiczym, 4 przypadki NHL-
T o typie grasiczym, jeden przypadek NHL z dojrzatych limfocytow T). Intensywnos$¢
ekspresji byta zréznicowana, jednak w wigkszosci przypadkoéw dominowata intensywnos¢
staba — 10 przypadkow z calej grupy, w tym 5 przypadkow NHL-T o typie
przedgrasiczym, 3 przypadki NHL-T o typie grasiczym i obydwa przypadki NHL
z dojrzalych limfocytow T. W grupie o immnofenotypie grasiczym w 3 przypadkach
stwierdzano intensywnos¢ silna (Ryc. 4.13 do 4.15).

W grupie NHL z linii limfocyta B ekspresje LRP wykazano w 20 z 27 przypadkow
(74.1%), z czego we wszystkich 3 przypadkach NHL-B o typie prekursorowym
i 17 przypadkach NHL o immunofenotypie dojrzatego limfocyta B. Wysoka ekspresje
obserwowano w 10 przypadkach chtoniakéw z dojrzalych limfocytow B (58.8%),
natomiast ekspresj¢ srednia w 2 przypadkach (66.7%) NHL o typie prekursorowym.
W ocenie intensywno$ci we wszystkich 3 przypadkach NHL-B o typie prekursorowym
oraz w wigkszo$ci NHL z dojrzatych limfocytéw B (9 przypadkéw — 52.9%) obserwowano
staba intensywnos$¢ barwienia (Ryc. 4.16 do 4.18).

4.5.1.4. Ekspresja BCRP

W grupie NHL z linii limfocyta T ekspresj¢ BCRP stwierdzono w 14 z 18
przypadkéw (77.8%). W podgrupie NHL-T o immunofenotypie przedgrasiczym obecno$¢
tego biatka wykazano w 4 przypadkach (57.1%), natomiast NHL-T o immunofenotypie
grasiczym — w 6 przypadkach (85.7%). W wigkszosci przypadkoéw ekspresja badanego
bialka byta wysoka - 10 przypadkow dla calej grupy (71,4%) w tym 3 przypadki NHL-T
przedgrasiczych i 3 przypadki NHL-T grasiczych oraz wszystkie 4 NHL-T o dojrzalym

badz nieokreSlonym stopniu zrdéznicowania. W obu podgrupach dominowata staba
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intensywno$¢ barwienia — po 4 przypadki NHL-T przedgrasiczych i NHL-T grasiczych
(Ryc. 4.19 do 4.21).

W grupie NHL z linii limfocyta B ekspresj¢ BCRP stwierdzono w 24 z 27
przypadkéw (88.9%), w tym jedynie w jednym z 3 przypadkow NHL-B o typie
prekursorowym i 23 przypadkach (95.8%) NHL o immunofenotypie dojrzatego limfocyta
B. W wigkszosci przypadkéw ekspresja BCRP byta wysoka — 21 przypadkéw (87.5%) dla
catej grupy, w tym — 1 przypadek NHL-B prekursorowego oraz 20 przypadkoéw (86.9%)
NHL z dojrzalego limfocyta B. We wszystkich badanych podgrupach dominowata silna
intensywno$¢ ekspresji biatka: 17 przypadkéw (70.8%) dla catej grupy w tym 1 przypadek
prekursorowy NHL-B 1 16 przypadkow (69.7%) NHL z dojrzatych limfocytow B (Ryc.
4.22 do 4.24).

Zbiorcze poréwnanie ekspresji poszczegolnych biatek lekoopornosci z zalezno$ci

od linii pochodzenia komorek przedstawia (Ryec. 4.25).

W oparciu o uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, Ze zgodnie z dotychczasowymi
obserwacjami (ostre biataczki limfoblastyczne u dzieci) ogolna ekspresja p-gp jest
skojarzona z liniq limfocyta T jako liniq pochodzenia komorki rozrostowej. Natomiast
w zakresie ekspresji biatka MRP1 stwierdza sie wysoka asocjacje z liniq limfocyta B jako
liniq rozrostowq. Wysoka ekspresja LRP w chioniaka z linii limfocyta T oraz wysoka
ekspresja p-go sugeruje wspotwystepowanie tych biatek lekoopornosci w rozrostach z linii

limfocyta T.

4.5.2. Ekspresja biatek lekoopornosci z typach NHL wedtug klasyfikacji

histologiczno-klinicznej.

4.5.2.1. Ekspresja p-gp

W grupie chtoniakow prekursorowych p-gp obecna byla w 19 przypadkach
(90.5%), w grupie NHL z dojrzatych limfocytow B w 17 przypadkach (70.8%) a w grupie
chloniakow anaplastycznych obecno$¢ p-gp stwierdzono u 7 pacjentow (77.8%). Oceniajac
ekspresj¢ p-gp stwierdzono w wigkszosci przypadkow wysoka ekspresje (ponad 75%
komorek) we wszystkich grupach klinicznych — 14 z 19 przypadkéw w grupie NHL o typie
prekursorowym (73.7%), 12 z 17 przypadkéw w grupie NHL z dojrzalych limfocytow B
(70.6 %) 15 z 7 przypadkoéw w grupie NHL o typie anaplastycznym (71.4 %).

W ocenie intensywno$ci barwienia obserwowano staba intensywno$¢ w wigkszos$ci
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przypadkéw w grupie NHL o typie prekursorowym (12 przypadkéw — 63.2%) oraz
anaplastycznym (wszystkie 7 przypadkoéw), podczas gdy w komodrkach chloniakdéw
z dojrzatych limfocytow B przewazata intensywnos$¢ silna — 9 z 17 przypadkow (52.9%)

(Ryc. 4.26 do 4.28).

4.5.2.2. Ekspresja MRP1

W grupie NHL o typie prekursorowym obecnos¢ MRP1 wykazano jedynie w 8

przypadkach (38.1%), natomiast w grupie NHL z dojrzalych limfocytow B w 23
przypadkach (95.8%) a w grupie NHL o typie anaplastycznym u wszystkich 9 badanych
pacjentow.
U potowy pacjentow z grupy NHL o typie prekursorowym (4 przypadki) stwierdzano niska
ekspresje badanego biatka. W grupach NHL z dojrzatych limfocytéw B 1 anaplastycznych
biatko to w wigkszosci przypadkéw bylo obecne na prawie wszystkich komoérkach
(ekspresja wysoka) - 18 przypadkéw (78.3%) 1 7 przypadkow (77.8%) odpowiednio.

W grupie NHL o typie prekursorowym obserwowano w wigkszosci staba
intensywno$¢ barwienia immunohistochemicznego — 5 przypadkéw (62.5%), podczas gdy
w grupie NHL z dojrzatych limfocytow B oraz anaplastycznych dominowata intensywnos¢
silna 1 bardzo silna - 11 przypadkow (47.8%) i1 6 przypadkow (66.7 %) odpowiednio
(Ryc. 4.29 do 4.31).

4.5.2.3. Ekspresja LRP

W grupie NHL o typie prekursorowym obecnos¢ LRP stwierdzono u 20 z 21
pacjentow (95.2%), w grupie NHL z dojrzatych limfocytow B u 17 z 24 pacjentow
(70.8%), natomiast w grupie NHL anaplastycznych we wszystkich 9 badanych
przypadkach. We wszystkich grupach przewazata wysoka ekspresja badanego biatka - 11
przypadkéw NHL o typie prekursorowym (55.0%), 10 przypadkow NHL z dojrzatych
limfocytow B (58.8%) oraz wszystkie 9 przypadkéw NHL o typie anaplastycznym.

W grupie NHL o typie prekursorowym oraz z dojrzatego limfocyta B przewazala
staba intensywno$¢ barwienia — 13 przypadkow (65.0%) 1 9 przypadkow (53%)
odpowiednio. W grupie NHL o typie anaplastycznym dominowata intensywnos$¢ silna — 6

z 9 przypadkow (66.7%) (Ryc. 4.32 do 4.34).

4.5.2.4. Ekspresja BCRP
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W grupie NHL o typie prekursorowym obecnos¢ BCRP wykazano w 15
przypadkach (71.4%), w grupie NHL z dojrzalych limfocytow B w 23 przypadkach
(95.8%), natomiast w grupie NHL o typie anaplastycznym w 8 z 9 przypadkow (88.9%).
We wszystkich grupach przewazata wysoka ekspresja badanego biatka — 11 przypadkow
NHL o typie prekursorowym (73.3%), 20 przypadkéw NHL z dojrzatych limfocytéw B
(87.9%) oraz 6 przypadkow NHL o typie anaplastycznym (75%).

W grupie NHL o typie prekursorowym przewazata staba intensywnos$¢ barwienia
immunohistochemicznego — 9 przypadkéw (60.0%), w pozostatych 6 przypadkach byta to
intensywno$¢ silna. Natomiast, w grupie NHL z dojrzatego limfocyta B oraz w grupie
NHL o typie anaplastycznym dominowata intensywnos$¢ silna — 16 przypadkow (69.6%)
15 przypadkow (62.5%) odpowiednio (Ryc. 4.35 do 4.37).

Zbiorcze poréwnanie ekspresji poszczegolnych biatek lekoopornosci z zalezno$ci

typu histologiczno-klinicznego chloniaka przedstawia (Ryc. 4.38.)

Zgodnie z fizjologicznym wystepowaniem molekuly p-gp na hematopoetycznych
komorkach macierzystych w chloniakach najwyziszq jej ekspresje stwierdza sie
w postaciach prekursorowych. W miare dojrzewania komorki spada ekspresja tego biatka.
Ponadto komorki chtoniakow o charakterystyce prekursorowej wykazujq wysoka ekspresje
LRP i BCRP, co wskazuje na wspotwystepujacq (lub wzajemnie regulowanq) ekspresje z
p-gp. W chtoniakach o typie anaplastycznym stwierdza sie ekspresje wysokq MRPI i LRP
przy nieco nizszej ekspresji pozostatych biatek lekoopornosci. Chioniaki z linii limfocyta B

charakteryzujq sie wysokq ekspresjq BCRP i MRPI.

4.6. Wspotwystepowanie biatek lekoopornosci

We wszystkich analizowanych 54 przypadkach wykazano ekspresj¢ przynajmniej
dwoch sposrod 4 badanych bialek lekoopornosci. Rownoczesne wystgpowanie jedynie
2 biatek lekoopornosci stwierdzano tylko w 7 przypadkach (13.0%), natomiast
rownoczesne wystgpowanie 3 biatek w 27 przypadkach (50.0%). Najczesciej spotykanymi
kombinacjami byly odpowiednio: MRP1 i BCRP (3 przypadki) oraz p-gp, LRP i BCRP
(11 przypadkéw). W pozostalych 20 przypadkach (37.0%) stwierdzano wystepowanie
wszystkich 4 badanych biatek lekoopornosci (Tabela XV, XVI).

Istotnie statystycznie korelacje (wspotczynniki korelacji r Pearsona) wykazano
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jedynie dla MRP1 i BCRP w grupie chioniakoéw anaplastycznych (korelacja dodatnia) oraz
dla. MRP1 1 BCRP w grupie chtoniakow prekursorowych (korelacja ujemna)
(Tab XVIII).

Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ wspotwystgpowania bialek, ktorych ekspresje
okreslono jako ,,wysoka/pelna” (>75% komoérek w badanym materiale) — najczgsciej
stwierdzano koekspresj¢ 2 bialek o wysokiej ekspresji (19 przypadkow — 35.2%).
Szczegbdlowa analize wspotwystegpowania badanych biatek przeprowadzono tylko dla grup
histologiczno-klinicznych (Tabela XVII).

W grupie NHL o typie prekursorowym (21 przypadkow) jednoczesna ekspresje
dwoch badanych biatek stwierdzano w 4 przypadkach (19%), a zadna z podwdjnych
kombinacji nie wystapita czgsciej niz 1 raz. Najcze$cie] wystgpowata ekspresja 3 bialek
(14 przypadkéw — 66.7%), z czego az 10 przypadkow stanowita kombinacja p-gp, LRP
1 BCRP, za$ u 4 pacjentéw stwierdzono wspotwystepowanie p-gp, MRP1 i LRP. Obecnos¢
wszystkich badanych biatek stwierdzono u 3 pacjentow (14.3%) z tej grupy. W przypadku
biatek, ktorych ekspresje okreslono jako wysoka (>75% komorek), w badanej grupie
najczesciej stwierdzano koekspresjg 2 biatek (11 przypadkow — 52.4%), nie obserwowano
ani jednego przypadku z wysoka ekspresja wszystkich badanych biatek (Tabela XV, XVI,
XVID).

W grupie NHL z dojrzalych limfocytow B wspotwystegpowanie wszystkich
4 badanych bialek stwierdzano w 11 przypadkach (45.8%) a 3 bialek - w 10 przypadkach
(41.7%). Dominowaty kombinacje: pgp, MRP1, BCRP oraz MRP1, LRP, BCRP (po 4
przypadki — 16.6%). Obecno$¢ dwoch biatek wykazano jedynie w 3 przypadkach (12.5%)
1 byla to wylacznie kombinacja MRP1 i BCRP. W przypadkach pelnej ekspresji badanych
bialek (>75% badanych komorek), podobnie jak w grupie NHL o typie prekursorowym
najcze¢sciej wykazywano kooekspresje 2 bialek o wysokiej ekspresji (8 chorych — 33.3%),
stwierdzono rowniez 5 przypadkow (20.8%) gdzie wszystkie badane biatka wykazywaly
wysoka ekspresje (Tabela XV, XVI, XVII).

W grupie NHL o typie anaplastycznym wykazano rownoczesna ekspresjg
wszystkich 4 badanych biatek lekoopornosci w 6 przypadkach (66.7%), a obecnos¢
3 biatek stwierdzono u 3 badanych pacjentow (33.3%). W tym drugim przypadku
stwierdzano obecno$¢ kombinacji MRP1, LRP i BCRP (2 przypadki) oraz p-gp, MRP1
1 LRP (1 przypadek). Wspotwystgpowanie pelnej ekspresji wszystkich badanych biatek
stwierdzono w 5 przypadkach (55.5%), oraz po 2 przypadki z peina ekspresja 1 i 3 biatek
(Tabela XV, XVI, XVII).
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W grupie chioniakow prekursorowych stwierdzano najczesciej wspotwystepowanie
3 biatek lekoopornosci, natomiast w chioniakach o typie limfocyta B dojrzatego i
anaplastycznych dominowato wspotwystepowanie wszystkich 4 biatek lekoopornosci.
Roznice w profilu bialek lekoopornosci, nasileniu ekspresji tych biatek wskazujq na
mozliwos¢  zroznicowania odpowiedzi na stosowane leczenie i roznego stopnia

lekoopornosci.

4.7. Zalezno$¢ pomiedzy przebiegiem klinicznym a obecnoscia

bialek lekoopornosci

Przeprowadzono analize zalezno$ci pomigdzy ekspresja bialek lekoopornosci
a przebiegiem klinicznym choroby z wytaczeniem 3 przypadkéw (po jednym z kazdej
grupy), w ktorych po uzyskaniu remisji choroby nie prowadzono dalszej obserwacji

pacjenta.

4.7.1 Ekspresja p-gp a przebieg kliniczny

W grupie NHL o typie prekursorowym ekspresje p-gp stwierdzano w 18 z 20
przypadkéw. W 17 przypadkach uzyskano remisje natomiast w jednym przypadku remisji
nie udato si¢ uzyskaé. W tej grupie obserwowano wznowy w 4 przypadkach 1 zgony
4 pacjentéw 1 w tych wszystkich przypadkach stwierdzano obecno$¢ p-gp.

W NHL z dojrzatych limfocytow B obecnos¢ p-gp stwierdzano w 16 z 23
przypadkéw, w tym we wszystkich 3 przypadkach, w ktérych nie udato si¢ uzyskac
remisji. W grupie 20 przypadkow, w ktorych uzyskano remisj¢ ekspresje p-gp wykazano
jedynie z 13 przypadkach. Natomiast w 4 przypadkach, w ktérych obserwowano wznowy
1 8 przypadkach zakonczonych zgonem ekspresje p-gp stwierdzano w 3 i 7 przypadkach
odpowiednio.

W grupie NHL o typie anaplastycznym ekspresje p-gp notowano w 6 z 8 badanych
przypadkéw. W 3 przypadkach nie udalo si¢ uzyska¢ remisji, a ekspresj¢ p-gp
obserwowano w 2 z nich. W tej grupie stwierdzono zgon 5 pacjentéow, a ekspresje p-gp

obserwowano tylko w 3 przypadkach zakonczonych zgonem (Tabela XIX).
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Stwierdzono istotng statystycznie dodatnia zalezno$¢ pomigdzy ekspresja p-gp
a niepowodzeniem terapii (zgon) w grupie chloniakow NHL-B. W pozostatych
przypadkach nie wykazano istotnych statystycznie zaleznosci pomigdzy ekspresja p-gp
a odpowiedzia na leczenie (uzyskanie remisji, czas do uzyskania remisji, wznowy)

(wspotczynnik r Pearsona - Tabela XXIII).

4.7.2. Ekspresja MRP1 a przebieg kliniczny

W NHL o typie prekursorowym obecno$¢ MRPI1 stwierdzono jedynie w 8
przypadkach z badanej grupy 20 przypadkéw. U wszystkich 8 pacjentow uzyskano
remisjg. Ogdlnie, sposrdd 6 przypadkéw w badanej grupie zakonczonych niepowodzeniem
terapii tylko jeden z 6 pacjentoéw wykazywat ekspresje MRP1.

W grupie NHL-B MRP1 stwierdzano w 22 z 23 przypadkéow. U 20 pacjentow
uzyskano remisje a ekspresje MRP1 stwierdzano w 19 przypadkach. Obecnos¢ MRP1
stwierdzano we wszystkich przypadkach, w ktorych wystapito niepowodzenie terapii (brak
uzyskania remisji — 3 przypadki, wznowa — 4 przypadki oraz zgon — 8 przypadkow).

W NHL o typie anaplastycznym obecnos¢ MRP1 stwierdzano u wszystkich
8 pacjentow, a co za tym idzie we wszystkich przypadkach w ktorych uzyskano remisjg
choroby jak i wystapito niepowodzenie terapeutyczne (Tabela XX).

W zadnym z przypadkéw nie wykazano istotnych statystycznie zaleznosci
pomigdzy ekspresja MRP1 a odpowiedzia na leczenie (uzyskanie remisji, czas do

uzyskania remisji, wznowa, zgon) (wspotczynnik r Pearsona - Tabela XXIII).

4.7.3. Ekspresja LRP a przebieg kliniczny

W NHL o typie prekursorowym obecnos¢ LRP stwierdzano w 19 z 20 przypadkow
iw 18 z 19 przypadkow, w ktorych uzyskano remisj¢. W 1 przypadku, w ktorym nie udato
si¢ uzyska¢ remisji oraz 4 przypadkach wznow i1 4 przypadkach zgondéw obserwowano
obecno$¢ LRP.

W NHL-B ekspresje LRP stwierdzano w 16 z 23 przypadkéw z czego w 13 z 20
w ktorych uzyskano remisj¢. We wszystkich przypadkach, w ktorych nie uzyskano remisji
(3 przypadki), wystapita wznowa (4 przypadki) oraz zgon (8 przypadkow) obserwowano
obecnos$¢ tego bialka.

W grupie NHL o typie anaplastycznym, LRP stwierdzano u wszystkich 8

pacjentow, a w konsekwencji we wszystkich przypadkach w ktérych uzyskano remisjg
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badz wystapilo niepowodzenie terapeutyczne (Tabela XXI).

Stwierdzono istotng statystycznie dodatnia korelacj¢ pomigdzy ekspresja LRP
a niepowodzeniem leczenia (zgon) w grupie chtoniakow NHL-B. W pozostatych
przypadkach nie wykazano istotnych statystycznie zaleznosci pomigdzy ekspresja LRP
a odpowiedzia na leczenie (uzyskanie remisji, czas do uzyskania remisji, wWznowy)

(wspotczynnik r Pearsona - Tabela XXIII).

4.7.4. Ekspresja BCRP a przebieg kliniczny

W NHL o typie prekursorowym obecno$¢ BCRP stwierdzano w 14 z 20
przypadkéw w tym w 13 z 19 przypadkow, w ktdrych uzyskano remisjg. We wszystkich
6 przypadkach niepowodzenia terapeutycznego (brak remisji, wznowa, zgon)
obserwowano obecnos¢ LRP.

W NHL z dojrzatych limfocytéw B obecnos¢ BCRP stwierdzano w 22 z 23
przypadkéw, w tym we wszystkich, w ktorych uzyskano remisj¢ (20 przypadkow).
W przypadkach, w ktorych wystapito niepowodzenie terapeutyczne BCRP stwierdzano
w 2 z 3 przypadkoéw braku remisji, wszystkich (4 przypadki) wznéw i w 7 z 8 przypadkow
Zgonow.

W NHL o typie anaplastycznym ekspresj¢ BCRP stwierdzano w 7 z 8 przypadkow
z tego w 4 z 5 przypadkow, w ktorych uzyskano remisje. W przypadkach niepowodzen
terapeutycznych obecnos¢ BCRP stwierdzano we wszystkich 3 przypadkach braku remisji,
w 2 z 3 przypadkach wznow 1 4 z 5 przypadkow zgonow (Tabela XXII).

Stwierdzono istotng statystycznie dodatnia korelacj¢ pomigdzy ekspresja BCRP
a niepowodzeniem leczenia (zgon) w grupie chtoniakow prekursorowych. W pozostatych
przypadkach nie wykazano istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy ekspresja tego
biatka a odpowiedzia na leczenie (uzyskanie remisji, czas do uzyskania remisji, wznowy)

(wspotczynnik r Pearsona - Tabela XXIII)

4.7.5. Wspoétwystepowanie biatek lekoopornosci a przebieg kliniczny

W grupie NHL o typie prekursorowym w 4 przypadkach gdzie obserwowano
wspotwystepowanie dwoch sposrdéd badanych 4 biatek, nie obserwowano ani jednego
przypadku niepowodzenia terapii. Z kolei w 5 z 13 przypadkow gdzie stwierdzono
ekspresj¢ 3 badanych biatek wystapilo niepowodzenie terapeutyczne (brak remisji,

wznowa, zgon — 1, 3 1 3 przypadki odpowiednio). Wszystkie z tych przypadkow
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niepowodzenia terapeutycznego wystapity u pacjentéw z kombinacja pgp, LRP i BCRP.
Sposrod 3 przypadkdéw gdzie wystgpowaty wszystkie 4 badane biatka, niepowodzenie

leczenia obserwowano u jednego pacjenta (wznowa i zgon) (Tabela XXIV, XXV).

W grupie chloniakow z dojrzatych limfocytow B, w 3 przypadkach, gdzie
stwierdzono obecno$¢ dwoch biatek, nie zanotowano niepowodzenia terapeutycznego.
Z kolei sposréod 10 chorych, u ktéorych stwierdzono wspotwystepowanie 3 sposrod
badanych biatek nieskutecznos$¢ terapii stwierdzono w 2 przypadkach (po jednym dla
kombinacji pgp, MRP1 i LRP oraz MRP1, LRP, BCRP). Wsréd 10 przypadkow, gdzie
stwierdzono wspolwystepowanie wszystkich 4 badanych bialek, niepowodzenie leczenia
obserwowano u 6 chorych (brak remisji, wznowa, zgon — 2, 3 1 6 przypadkow
odpowiednio) (Tabela XXVI, XXVII).

W  grupie chloniakéw anaplastycznych wystgpowaly jedynie przypadki ze
wspotwystepowaniem 3 lub 4 badanych biatek. Wszystkie 3 przypadki gdzie obserwowano
3 sposrod 4 badanych bialek zakonczyly si¢ niepowodzeniem terapeutycznym (brak
remisji, wznowa, zgon — 1, 2 1 3 przypadki odpowiednio). Natomiast wsrod u 5 chorych
gdzie stwierdzano wspoOtwystepowanie wszystkich 4 bialek, niepowodzenie leczenia
obserwowano w 3 przypadkach (brak remisji, wznowa, zgon — 2, 1 i 2 przypadki
odpowiednio). (Tabela XXVIII, XXIX).

Analiza wszystkich 51 przypadkow, w ktorych przeprowadzono dlugoterminowa
obserwacj¢ bez uwzglednienia rodzaju chtoniaka nieziarniczego a jednie efektu leczenia
(remisja calkowita versus niepowodzenie terapii) i pelnej ekspresji bialek lekoopornosci
wykazata zwiazek ekspresji biatek p-gp 1 LRP z niepowodzeniami terapii (dane nie ujgte

w tekscie).

Powyzsze dane wskazujq na tendencje do wystepowania wiecej niz 2 biatek
lekoopornosci oraz wystepowania skojarzenia wystepowania wszystkich badanych bialek
w anaplastycznej postaci chioniaka. Moze to stanowic jeden z czynnikow wplywajqcych
na wysoki odsetek niepowodzen terapii w tym typie NHL.

Obecnos¢ 3 i 4 biatek lekoopornosci stwierdzano w 21 przypadkach chtoniaka
NHL-B co wskazuje na inne czynniki zwiqzane z niepowodzeniem leczenia niz obecnos¢

i aktywnosc¢ bialek lekoopornosci.
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5. DYSKUSJA

5.1. Podsumowanie wynikéw wlasnych

Wsrod chtoniakow wieku dziecigeego charakteryzujacych si¢ wysokim stopniem
proliferacji, metabolizmu 1 szybkim przyrostem masy guza wyrdznia si¢ typ prekursorowy,
z dojrzatych limfocytow B 1 anaplastyczny w oparciu o stopien zréznicowania 1 dojrzatosci
komorki rozrostowej. Wyzej wymienione typy chloniakéw wykazuja rézny przebieg
kliniczny, r6zna lekowrazliwos¢, a w konsekwencji — odmienne rokowanie.

Na lekowrazliwo$¢ komorek rozrostowych uktadu hematopoetycznego wplywa
wiele czynnikow migdzy nimi: odsetek komodrek znajdujacych si¢ w fazie
pozaspoczynkowej (stopien proliferacji), ekspresja receptora dla hormonéw sterydowych
[79] oraz obecno$¢ i aktywnos¢ bialek lekoopornosci [32, 33, 57, 80]. W chtoniakach
nieziarniczych to ostatnie zjawisko byto badane sporadycznie.

W przedstawionej pracy oceny ekspresji biatek lekoopornosci w komorkach 54
przypadkéw chloniakéw nieziarniczych u dzieci uwzgledniajac podziat kliniczny
stwierdzono: najwigksza ekspresje p-gp w komorkach chloniakow prekursorowych,
najsilniejsza ekspresj¢ MRP1 oraz LRP w komorkach chtoniakow anaplastycznych,
natomiast ekspresj¢ BCRP w komorkach chtoniakow z dojrzalych limfocytow B.
We wszystkich trzech typach chloniakéw nieziarniczych odsetek wystgpowania
poszczegolnych bialek przekraczat 70% badanych przypadkéw, z wyjatkiem MRPI
w chloniakach prekursorowych, w ktoérych wystgpowanie tego biatka stwierdzono mniej
niz w polowie przypadkow. Wysoka ekspresj¢ (obecno$¢ badanego biatka na >75%
komoérek chtoniaka) poszczegodlnych biatek stwierdzano w wigkszosci przypadkéw we
wszystkich badanych typach chloniakoéw nieziarniczych, za wyjatkiem MRP1 w grupie
chtoniakoéw prekursorowych (ekspresja niska). W tej grupie chloniakéw przewazaly
chloniaki z linii limfocyta T charakteryzujacej si¢ niska ekspresja MRP1. We wszystkich
badanych przypadkach stwierdzono wspotwystgpowanie minimum dwodch badanych biatek
lekoopornosci. W grupach chtoniakow z dojrzatych limfocytow B i chloniakach
anaplastycznych obserwowano najczesciej koekspresje wszystkich 4 badanych biatek
lekoopornosci. Uwzgledniajac ekspresje bialek lekoopornosci, stopien zaawansowania
klinicznego w momencie rozpoznania choroby oraz zastosowany schemat leczenia

poddano analizie ekspresj¢ biatek lekoopornosci w celu okreslenia znaczenia klinicznego
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ekspres;ji tych biatek i ich wplywu na wyniki leczenia.

Calosciowa analiza 51 przypadkoéw (bez uwzglednienia typu chloniaka) wplywu
obecnosci poszczegdlnych biatek na skutecznos¢ terapii, okreslana jako wystapienie tzw.
niepowodzenia terapeutycznego wykazata zwiazek pelnej ekspresji p-gp 1 LRP
z niepowodzeniami terapii. Szczegotowa analiza z uwzglednieniem typow chloniaka
nieziarniczego (prekursorowy, dojrzaly B, anaplastyczny) wykazala podobne zaleznosci
pomigdzy ekspresja biatek lekoopornosci a efektem leczenia. Niewielka liczebno$¢ grup
chorych z rozpoznaniem okre§lonego typu chtoniaka (zwlaszcza anaplastycznego) moze
wplywaé na oceng tej zaleznosci (np. pacjent z niepowodzeniem terapeutycznym mimo
braku ekspresji biatek lekoopornosci). Statystyczna zalezno$¢ pomigdzy ekspresja
pojedynczych okreslonych biatek opornosci wielolekowej a przebiegiem klinicznym
choroby wykazano jedynie w grupie chloniakéw z dojrzatych limfocytéw B pomigdzy
ekspresja p-gp i LRP i niepowodzeniem terapii (zgony) oraz pomigdzy obecnoscia BCRP
a zgonami w grupie chloniakow prekursorowych.

Ze wzgledu na dobre wyniki leczenia w chtoniakach z dojrzatych limfocytow B
1 chloniakach prekursorowych wydaje sig, ze biatka lekoopornosci nie maja istotnego
znaczenia klinicznego. Natomiast w chtoniakach anaplastycznych charakteryzujacych sig
gorszymi wynikami leczenia biatka lekoopornosci moga by¢ czynnikiem zwigzanym

z mniejsza wrazliwos$cia na stosowana terapi¢ w tym typie chtoniaka nieziarniczego.

5.2. Znaczenie ekspresji p-gp w chtoniakach nieziarniczych

Obecnos¢ p-gp 1 kliniczne znaczenie ekspresji tej molekuly bylo szeroko badane
w ostrych biataczkach limfoblastycznych u dzieci. Badano zaréwno ekspresj¢ samego
biatka, ekspresje genu MDRI1 (obecnos¢ mRNA) jak 1 aktywnos$¢ molekuty. Ekspresja
p-gp w dziecigcych ALL byta zréznicowana (0-53%) i w wigkszo$ci nie przekraczala
potowy badanych przypadkéw [34,81-85]. Obserwowano wyzsza czgstotliwose
wystepowania p-gp w biataczkach limfoblastycznych z linii limfocyta T niz z linii
limfocyta B [34, 86], aczkolwiek czg$¢ badaczy takiej zalezno$ci nie wykazywata [87]. W
wielu doniesieniach o obecnosci i znaczeniu p-gp dla wynikow leczenia ostrej bialaczki
limfoblastycznej nie uwzgledniane sa linie pochodzenia komoérek biataczkowych i
biataczki z linii limfocyta B oraz linii limfocyta T sa rozpatrywane tacznie [88]. W innych
badaniach aktywno$¢ molekuly p-gp w ostrej biataczce limfoblastycznej u dzieci

wykazano w mniejszym odsetku przypadkdw anizeli obecno$¢ tego biatka (ekspresja)
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[85, 88].

Kliniczne znaczenie obecnosci i aktywnosci tej molekuty w ostrych biataczkach
limfoblastycznych u dzieci nie zostato jednoznacznie udowodnione [87, 89, 90].

Obserwowano wzrost odsetka przypadkéw z ekspresja p-gp u pacjentéw ze
wznowa choroby w pordwnaniu do fazy ostrej biataczki [70, 71, 84, 91], jednakze istnieja
roOwniez obserwacje nie potwierdzajace tej obserwacji [92, 93]. W czg$ci badan wykazano
zwiazek pomiedzy ekspresja p-gp a wynikami leczenia. U pacjentow, u ktérych udato sig
uzyska¢ catkowita remisj¢ choroby obserwowano znacznie nizsza ekspresj¢ i aktywnos¢
tego biatka w porownaniu do komorek biataczkowych pacjentow, u ktorych nie udato sie
uzyska¢ catkowitej remisji [94]. Obserwowano rowniez dtuzszy czas przezycia wolnego
od zdarzen (EFS — Event Free Survival) pacjentow ktorych komorki biataczkowe nie
wykazywaty ekspresji p-gp [71, 83, 88].

Stwierdzana u naszych pacjentow wysoka ekspresja p-gp w prekursorowym typie
chtoniaka nieziarniczego z linii limfocyta T jest zgodna z obserwacjami w ostrych

biataczkach limfoblastycznych z tej samej linii komorkowej [34, 64, 84, 90, 95].

Niewiele jest danych dotyczacych badania ekspresji 1 znaczenia klinicznego p-gp
w chtoniakach nieziarniczych. Badania ekspresji p-gp dotyczyly glownie grupy dorostych
chorych z rozsiang postacia chioniaka z limfocytow B (DLBCL). U pacjentow z DLBCL
ekspresja tej molekuty byla zwiazana z nizszym odsetekiem przypadkow w ktérych
uzyskano petlna remisj¢ chloniaka [74]. W przestawionych wynikach wtasnych ekspresja
p-gp byla rowniez zwigzana z niepowodzeniem terapii w grupie chtoniakow z dojrzatych
limfocytow B co jest zgodne z obserwacjami w DLBCL. Ponadto wykazano, ze niska
ekspresja p-gp w potaczeniu z niska ekspresja innego biatka GPX1 (peroksydzaza
glutationu 1) wigzala si¢ z mniejszym odsetkiem wczesnych wznow 1 dluzszym
catkowitym przezyciem. [75]. Istnieja réwniez badania, w ktérych wykazano brak zwiazku
ekspresji molekuty p-gp z wynikami leczenia w tym typie chloniaka nieziarniczego
(DLBCL), natomiast wskazuje si¢ na znaczenie innych mechanizméw lekoopornosci

zwiazanych z indukcja apoptozy (ekspresja Bcl-2 1 Tp53) [96].

5.3. Ekspresja MRP1 w chtoniakach nieziarniczych i jej znaczenie

Istnieje szereg danych dotyczacych ekspresji MRP1 1 jej znaczenia klinicznego
w rozrostach nowotworowych pochodzenia limfocytarnego. Podobnie jak w przypadku

p-gp badania dotycza gtéwnie ostrych biataczek. Wigkszo§¢ badan MRP1 opierata si¢
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o wykazanie obecno$ci genu dla tego biatka, co nie jest jednoznaczne z aktywnos$cia
molekuty obecnej w komorce [66]. W przeprowadzonych badaniach nie wykazano
zwiazku pomigdzy ekspresja genu MRP1 a efektami leczenia ocenianymi przezyciem bez
zdarzen (EFS) oraz przezyciem catkowitym (OS) [97, 98]. Nie wykazano rowniez
zwigkszonej ekspresji genu MRP1 u pacjentdéw ze wznowa choroby [93, 97]. Istnieja
pojedyncze doniesienia, w ktorych wykazano, ze ekspresja MRP1 jak i innych biatek z tej
podrodziny (MRP2, MRP3, MRp5 i MRP6) wiaze si¢ z wyzszym ryzykiem wznowy jak
1 krotszym okresem remisji [65]. W wigkszo$ci tych badah nie uwzglgdniano linii
pochodzenia komorek biataczkowych poza obserwacja w ktérej wykazano wysoka
ekspresj¢ w bialaczkach z linii limfocyta B a brak tej ekspresji w bialaczkach z linii
limfocyta T [99].

Badania prowadzone w chioniakach nieziarniczych sa sporadyczne a dotyczyly
DLBCL u dorostych jako chtoniaka o ztym rokowaniu [74] oraz chloniakéw
z dojrzatych limfocytoéw T/NK [76]. Ekspresja MRP1 w DLBCL wahata si¢ pomiedzy
44% a 68%, natomiast dane dotyczace klinicznego znaczenia ekspresji tej molekuty byly
niejednoznaczne. Wykazano, ze ekspresja MRP1 wigzala si¢ z nizszym
prawdopodobienstwem uzyskania catkowitej remisji choroby [74], aczkolwiek istnieja
roOwniez obserwacje wykazujace brak zwiazku ekspresji MRP1 z wynikami leczenia [73].
W chioniaku z dojrzatych limfocytéw T/NK ekspresja MRP1 wynosita 74% ale znaczenie
kliniczne nie byto badane [76].

W przedstawionych badaniach wlasnych wykazano, ze brak ekspresji molekuly
MRP1 jest zwiazany z pochodzeniem komorek chloniaka prekursorowego z linii limfocyta
T. Jest to zgodne z obserwacjami braku lub niskiej ekspresji na komoérkach biataczkowych
z linii limfocyta T [99]. Wykazana wysoka ekspresja na komodrkach chloniaka z dojrzatych
limfocytow T/NK [76] moze by¢ wynikiem stopnia dojrzatlosci tych komoérek oraz

komponenta pochodzaca z linii komoérek NK.

5.4. Ekspresja LRP i jej znacznie kliniczne

Podobnie jak w przypadku p-gp i MRP1 wigkszo$¢ danych dotyczacych ekspresji
LRP i jej =znaczenia klinicznego w rozrostach nowotworowych pochodzenia
limfocytarnego u dzieci pochodzi z badan ostrych biataczek limfoblastycznych. Wigkszo$¢
badan nie wykazata roznicy pomiedzy ekspresja tego biatka przed leczeniem a w czasie

wznowy choroby [93, 97], chociaz istnieja dane wykazujace wyzszy odsetek ekspresji tego
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biatka w komodrkach biataczkowych pochodzacych ze wznowy [100]. W ostrych
biataczkach limfoblastycznych wykazano wysoka ekspresje¢ LRP w prekursorowych
postaciach z linii limfocyta B i byta ona wyzsza anizeli w postaciach z linii limfocyta T
[93, 99] stwierdzono ponadto wyzszy poziom ekspresji tej molekuty we wczesnych
prekursorowych postaciach ALL (pro-B ALL) niz postaciach bardziej dojrzatych
(common/pre-B ALL). Kliniczne znacznie dla wynikow leczenia nie jest jednoznaczne
[66]. Wykazano, ze u pacjentow u ktorych nie obserwuje si¢ ekspresji tego biatka okres
remisji trwal znacznie dluzej (relapse-free intervals) [100]. Ponadto, wykazano wyzsze
ryzyko niepowodzenia terapii (wznowa lub zgon) u pacjentow z wysoka ekspresja LRP

stwierdzang przed rozpoczgciem leczenia [98].

Dane dotyczace roli LRP w chloniakach nieziarniczych sa sporadyczne i dotycza
jedynie chtoniakéw u dorostych. W chtoniakach nieziarniczych ekspresj¢ LRP opisywano
glownie w DLBCL i byta zmienna (23% - 68%). Wykazano natomiast zwiazek pomigdzy
obecnoscia LRP a nizszym odsetkiem uzyskania catkowitych remisji oraz krotszym
okresem przezycia pacjentow [73, 74]. W przedstawionych witasnych wynikach badan
u dzieci ekspresj¢ LRP stwierdzano we wszystkich badanych typach chioniaka
nieziarniczego i wynosita ona ponad 70% badanych przypadkow w kazdym typie
chloniaka 1 byta statystycznie istotnie skorelowana z niepowodzeniami terapii (zgony)
w grupie chtoniakow z dojrzatych limfocytow B. W oparciu o wyniki badan w DLBCL
1 wlasne wyniki z grupy chtoniakow B komoérkowych mozna sugerowaé, iz LRP wptywa

istotnie na wyniki leczenia w tych chtoniakach nieziarniczych u dzieci.

5.5. Ekspresja BCRP i jej znaczenie kliniczne

W badaniach ekspresji BCRP w komorkach ostrych biataczek limfoblastycznych
wykazano wyzsza ekspresje na komorkach biataczkowych z linii limfocyta B anizeli z linii
limfocyta T [101, 102], ale nie wykazano zwiazku z wynikami leczenia [101] mimo, ze
aktywno$¢ BCRP w stosunku do lekow stosowanych w trudniejszych przypadkach ostrych
biataczek limfoblastycznych moze indukowaé lekooporno§¢. Brakuje natomiast w
literaturze danych dotyczacych ekspresji BCRP w chioniakach nieziarniczych.

W przedstawionej pracy stwierdzono ekspresjc BCRP we wszystkich badanych typach
chtoniakéw nieziarniczych na wigcej niz 70% badanych przypadkow. Wykazano réwniez

zwiazek pomigdzy wysoka ekspresja BCRP a niepowodzeniami terapii. Moze to
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sugerowaé, iz obecnos¢ a przede wszystkim aktywno$¢ BCRP jest czynnikiem zlego
rokowania.

DIla BCRP substratem jest mitoksantron, ktory ma niewielkie zastosowanie w
terapii nieziarniczych chtoniakdéw u dzieci. W tej sytuacji wydawatoby sig, ze obecnos$¢ tej
molekuty wobec braku substratu nie moze mie¢ znaczenia klinicznego. Wykazano jednak,
ze BCRP jest aktywna rowniez wobec takich lekow jak antacykliny 1 metotreksat [45],

a wiec lekéw wykorzystywanych w leczeniu. Wydaje si¢, ze znaczenie kliniczne
aktywnosci tej molekuly moze polega¢ nie na bezposrednim dziataniu obnizajacym
stezenie leku w komorce, ale na poszerzeniu mechanizméw opornosci na metotreksat

1 antracykliny [45].

5.6. Wspotlwystepowanie biatek lekoopornosci i znaczenie

kliniczne.

W przedstawionych wynikach badan w wigkszosci przypadkow chloniakéw
nieziarniczych u dzieci komoérki chloniakowe wykazywaty obecnos$¢ wigcej niz jednego,
a w znacznym odsetku wigcej niz 2-ch bialek lekoopornosci co wskazuje na mozliwos¢
wspoéldziatania kilku mechanizméw obnizania wewnatrzkomorkowego stezenia lekow.
Wystepowanie biatek lekoopornosci w postaciach chtoniakoéw o dobrej wrazliwo$ci na
leczenie (Burkitt/Burkitt like) 1 gorszej klinicznej odpowiedzi na terapig (typ
anaplastyczny) wskazuja na ztozony mechanizm powstawania lekoopornosci. Aktywnos¢
bialek jest tylko czgsciowo odpowiedzialna za zmniejszenie wewnatrzkomoérkowego
stezenia leku a mechanizmy naprawcze komoérek, modyfikacje stgzen i aktywnosci
enzymoOw, podatno$¢ na indukcje apoptozy (regulacje poprzez biala zwiazane z apoptoza)
wplywaja rowniez na mozliwo$¢ powstania komodrek opornych, co stanowi zagrozenie
wznowa procesu rozrostowego. Dobra odpowiedz na leczenie moze by¢ réwniez wynikiem
stosowania lekow nie bedacych substratami dla badanych biatek np. hormonow kory
nadnerczy (sterydow). W chloniakach z dojrzatych limfocytow B 1 biataczkach
z prekursoréw limfocytow B sterydy sa stosowane w wysokich dawkach a mechanizm ich
dziatania polega na indukcji apoptozy poprzez cytoplazmatyczny receptor [103, 104, 105].
W przypadku chtoniaka z dojrzatych limfocytow B odsetek komorek proliferujacych
wynosi ponad 95% co w sposdb zasadniczy zwigksza efektywnos$¢ lekow hamujacych
proliferacj¢ [14]. Wysoki wskaznik proliferacji w polaczeniu z ekspresja receptorow

sterydowych powoduje, ze obecno$¢ p-gp podobnie jak i innych ABC transporteréw na
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komoérkach tych chloniakow nie ma wielkiego znaczenia dla efektu chemioterapii.
Natomiast w sytuacji znacznego zaawansowania klinicznego chtoniaka, obecnosci innych
czynnikéw utrudniajacych zastosowanie petnego schematu leczenia, komplikacji po
leczeniu ekspresja biatek lekoopornosci bgdzie dodatkowym czynnikiem zwigkszajacym
ryzyko niepowodzenia terapii i zgonu pacjenta.

Ekspresja receptora sterydowego na komorkach biataczkowych z linii limfocyta T
jest nizsza w poréwnaniu do komorek biataczkowych z linii limfocyta B co moze by¢
zwiazane z gorsza odpowiedzia na sterydy w tych postaciach bialaczek zwlaszcza
leczonych mniej agresywnymi schematami terapeutycznymi [103]. Ekspresja kilku biatek
opornosci  wielolekowej na komorkach chtoniakow o nizszym  wskaznikéw
proliferacyjnym (np. typ anaplastyczny) moze mie¢ o tyle mniejsze znaczenie, ze
stosowane leki dzialaja na komoérki w stadium pozaspoczynkowym a te moga, ale nie
musza wykazywac ekspresji biatek opornosci wielolekowej. W sytuacji petnej ekspresji
tych bialek na komorkach podzialowych ryzyko opornosci jest znaczne
1 wplyw aktywnosci tych bialek na efekty koncowe leczenia bedzie widoczny. Wydaje sig,
ze taki obraz wystgpuje szczeg6lnie w chioniakach typu anaplastycznego. W badanym
materiale mozna bylo zaobserwowa¢ komorki podzialowe w typie anaplastycznym
chloniaka nieziarniczego wykazujace ekspresj¢ MRP1, BCRP i LRP, co wskazuje na
»ochrong” komorek dzielacych si¢ przed dziataniem cytotoksycznym stosowanych lekow.

Na podstawie badan mozna sugerowa¢, iz w postaciach chtoniakow
anaplastycznych oznaczenie obecno$ci bialek lekoopornosci bedzie wskazywato na
potencjalna oporno$¢ wobec stosowanej terapii.

Wydaje sig, wigc ze istotna rola kliniczna bialek lekoopornosci w przypadku
chioniakdéw nieziarniczych polega nie tyle na bezposrednim hamowaniu regresji guza
pierwotnego pod wptywem leczenia indukcyjnego, ale na ulatwieniu przezycia nielicznym
komorkom chtoniakowym stanowiacych zagrozenie wznowa procesu chorobowego.
W oparciu o te wyniki wydaje si¢, ze oznaczanie obecno$ci biatek lekoopornosci
w trudnych postaciach chloniakéw nieziarniczych (typ anaplastyczny) oraz poszukiwanie
choroby resztkowej w okresie pelnej remisji chtoniaka jest uzasadnione i moze podobnie
jak w ostrych biataczkach pozwoli¢ na wyselekcjonowanie grupy pacjentow o wysokim

zagrozeniu wznowa.
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. WNIOSKI

. W ocenie obecno$ci biatek lekoopornosci istotny jest odsetek komorek chtoniaka
wykazuja obecno$¢ danego biatka (ekspresja).

W komorkach chloniakéw nieziarniczych stwierdza si¢ wystgpowanie wigcej niz
jednego biatka zwigzanego z mechanizmami lekoopornosci, co sugeruje mozliwosé
aktywacji réznych mechanizmow opornosci wielolekowej w tej samej komorce.

. W komorkach chioniakéw pochodzacych z linii limfocyta T stwierdza si¢ wysoka
ekspresje p-gp, LRP 1 BCRP, natomiast w chtoniakach z linii limfocyta B wystepuja
wszystkie badane biatka opornosci wielolekowe;.

. W chtoniakach o typie prekursorowym i chloniakach z dojrzatych limfocytéw B
wysoka ekspresja bialek lekoopornosci jest zwiazana z niepowodzeniem terapii.

W postaci chloniaka anaplastycznego stwierdza si¢ ekspresje wszystkich badanych
bialek lekoopornosci i ta wydaje si¢ mie¢ znaczenie czynnika pogarszajacego efekty

leczenia.
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7. STRESZCZENIE

Chtoniaki (lymphoma) stanowia trzecia pod wzgledem czgstosci wystgpowania
grupe nowotworow wieku dziecigecego, z czego wigkszos¢ stanowia chtoniaki nieziarnicze
(NHL). Ze wzgledu na histologig, przebieg kliniczny oraz schemat leczenia, u dzieci
wyroznia si¢ trzy podstawowe grupy chtoniakow nieziarniczych: chtoniaki prekursorowe,
chloniaki z dojrzalych (obwodowych) limfocytow B oraz chloniaki anaplastyczne.
Pomimo postgpu w terapii, wciaz nie udaje si¢ uzyska¢ wyleczen wszystkich przypadkow,
szczegblnie w grupie chioniakdéw anaplastycznych, gdzie dlugotrwate przezycie osiaga
jedynie okoto 60% przypadkow.

Niepowodzenie leczenia przeciwnowotworowego wiaze si¢ migdzy innymi z
obecnoscia mechanizmow lekoopornosci (MDR) w komoérkach nowotworowych. Celem
badan byto okreslenie obecnosci biatek zwigzanych z MDR takich jak p-gp, MRP1, LRP i
BCRP w komorkach trzech typow chloniakow nieziarniczych wystepujacych w wieku
dziecigcym, okreslenie wzajemnej zaleznosci ich ekspresji, zwiazku pomigdzy ich
ekspresja a linia pochodzenia chtoniaka (immunofenotypem) oraz ich znaczenia dla
odpowiedzi na leczenie i dlugotrwatego przezycia chorych.

Analizg ekspresji bialek opornosci wielolekowej przeprowadzono za pomoca metod
immunohistochemicznych. Ekspresj¢ badanych bialek MDR stwierdzano we wszystkich
badanych typach NHL. Ekspresj¢ p-gp stwierdzano najczeSciej w grupie chloniakow
prekursorowych (90.5% przypadkow), ekspresj¢ MRP1 i LRP w grupie chloniakow
anaplastycznych (100% przypadkow) zas ekspresj¢ BCRP w grupie chloniakéw z
dojrzatych limfocytow B (95.8% przypadkéw). We wszystkich trzech typach NHL odsetek
wystgpowania poszczegélnych biatek przekraczat 70% badanych przypadkow za
wyjatkiem MRP1 w grupie chtoniakow prekursorowych gdzie wystgpowanie tego biatka
stwierdzono jedynie w 38.1% przypadkow. Wysoka ekspresje¢ (obecnos¢ badanego biatka
na >75% komorek chtoniaka) stwierdzano w wigkszosci przypadkéw we wszystkich
badanych typach NHL, za wyjatkiem MRP1 w grupie chloniakow prekursorowych gdzie
dominowata ekspresja niska (10-40% komorek chioniaka). We wszystkich badanych
grupach stwierdzono wspotwystgpowanie minimum dwoéch badanych biatek MDR. W
grupie chtoniakow z dojrzaltych limfocytow B oraz chtoniakow anaplastycznych
obserwowano najczgsciej koekspresje wszystkich 4 badanych biatek (45.8% oraz 66.6%

przypadkow odpowiednio). Istotnie statystycznie korelacje pomigdzy
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wspotwystepowaniem poszczegolnych bialek wykazano jedynie dla MRP1 i BCRP w
grupie chtoniakow anaplastycznych (korelacja dodatnia) oraz dla MRP1 1 BCRP w grupie
chtoniakéw prekursorowych (korelacja ujemna). Analiza zwiazku pomigdzy ekspresja
poszczegolnych biatek a skuteczno$cia terapii wykazala statystycznie istotna dodatnia
korelacje pomigdzy ekspresja p-gp i LRP a niepowodzeniem terapeutycznym (zgon) w
grupie chtoniakéw nieziarniczych z dojrzatych limfocytow B oraz pomigdzy ekspresja
BCRP a zgonami w grupie chioniakéw prekursorowych. Nie wykazano zaleznosci
pomigdzy obecno$cia MRPI1 a przebiegiem klinicznym choroby w zZadnej grupie
dziecigcych NHL.

Na podstawie tych badan wydaje sig¢, ze w przypadku niepowodzenia terapii
obecnos¢ biatek MDR jest dodatkowym niekorzystnym czynnikiem a szczegodlnie dotyczy

to chtoniakoéw o typie anaplastycznym.
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8. ABSTRACT

Lymphomas represent a third group of neoplasms occurring in childhoodbased on
their frequency and prevalence. Most of them are Non-Hodgkin’s Lymphomas (NHL).
Depending on their histology, course of disease and treatment regimen three main types of
NHLs in children are described: precursor-cell lymphomas, mature (peripheral) B-cell
lymphomas and anaplastic large cell lymphomas. Despite of aggressive therapy including
surgery, chemotherapy the results are still unsatisfactory especially in anaplastic large cells
lymphoma (DFS about 60% of patients).

Among different factors the presence and activity of multidrug resistance molecules
(MDR) are related to failure of anti-cancer therapy. The purpose of this study was analysis
of presence of multi-drug resistance proteins such as p-gp, MRP1, LRP and BCRP and
association with lymphoma type, immunophenotype of lymphoma cells and therapy results
of in children.

The expression of multidrug resistance proteins in all studied types of childhood
NHL was assayed with immunohistochemistry. The p-gp expression was noted in majority
of precursor-cell lymphomas cases (90.5%), MRP1 and LRP in anaplastic large cell
lymphoma cases (100%) and BCRP in mature B-cells lymphoma cases (95.8%). The
MRP1 expression in precursor-cell lymphomas was low and did not exceed 40% of cases.
A high expression rate (protein found in >75% of lymphoma cells) was noted in most cases
in studied NHL types. The expression of MRP1 in precursor cell lymphomas was low and
did not exceed 40% of lymphoma cells. A co-expression of at least two drug resistance
proteins was observed in all types of lymphomas. A co-expression of all 4 given proteins
was noted in mature B-cells lymphomas and anaplastic large cell lymphomas (45.8% and
66.6% of cases respectively). Statistically significant correlation between the co-expression
of MDR proteins was observed for MRP1 and BCRP in anaplastic large cell lymphoma
(positive correlation) and for MRP1 and BCRP in precursor cell lymphoma (negative
correlation). The association between expression of given MDR proteins and therapy
results showed a statistically significant positive correlation between treatment failure

(death) in: mature B cell lymphoma and p-gp, LRP and precursor cell lymphoma and
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BCRP.
The expression of MDR proteins was associated with therapy failure in precursor
and mature B cell type of lymphoma. In anaplastic large cell lymphoma the high

expression of all given MDR proteins seems to be associated with poor therapy results.

9. WYKAZ PODSTAWOWYCH SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY:

ABC Transporters (ATP-Binding Cassette Transporters) — transportery zawierajace
domeng wiazaca ATP

ALAT - Aminotransferaza alaninowa

ALCL (Anaplastic Large Cell Lymphoma) — chloniak anaplastyczny z duzych komorek
ALK - Anaplastic Lymphoma Kinase

ALL (Acute Lymphoblastic Leukemia) — ostra biataczka limfoblastyczna

ASPAT - Aminotransferaza asparaginianowa

BCRP - Breast Cancer Resistance Protein

DLBCL (Diffuse Large B-Cell Lymphoma) — chtoniak rozlany z duzych limfocytow B
EBV (Epsteina-Baar Virus) — wirus Epsteina-Baar

EFS (Event Free Survival) — czas przezycia wolny od zdarzen

FITC (Fluorescein Isothiocyanate) - fluoresceina

GSH - glutation

GST — transferaza S-glutationu

LDH — dehydrogenaza mleczanowa

LRP - Lung Resistance Protein

MRP1 - Multidrug Resistance-Associated Protein 1

MVP - Major Vault Protein

NHL (Non-Hodgkin Lymphoma) — chtoniak nieziarniczy

OB — odczyn Biernackiego

OS (Overall Survival) — catkowite przezycie

PBS (Phosphate Buffered Saline) — bufor fosforanowy

p-gp (permeability-related glycoprotein) — glikoproteina p

PE (Phycoerythrin) — fikoerytryna

PerCP - peridinin chlorophyll protein

REAL - Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms

TBS (Tris Buffered Saline) - bufor Tris

TdT - terminalna transferaza deoksyrybonukleotydowa
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WHO (Word Heath Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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poszczeg6lnych typow NHL (petna ekspresja)
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11. SPIS RYCIN:

Ryec.
Ryec.

Rye.

Ryec.

Rye.
Ryec.

Ryec.
Ryec.

Rye.

Ryec.

1.
2.

10.
11.

12,

13.
14.

15.

16.
.17.

Obecnos¢ p-gp w chtoniakach o immunofenotypie T-komorkowym
Ilo$ciowa ocena obecnosci p-gp w chioniakach o immunofenotypie
T-komérkowym

Intensywnos¢ ekspresji p-gp w chloniakach o immunofenotypie
T-komoérkowym

Obecnos¢ p-gp w chioniakach o immunofenotypie B-komorkowym
[losciowa ocena obecnosci p-gp w chioniakach o immunofenotypie
B-komorkowym

Intensywnos¢ ekspresji p-gp w chloniakach o immunofenotypie
B-komorkowym

Obecnos¢ MRP1 w chtoniakach o immunofenotypie T-komorkowym
Ilo$ciowa ocena obecnosci MRP1 w chtoniakach o immunofenotypie
T-komoérkowym

Intensywnos$¢ ekspresji MRP1 w chloniakach o immunofenotypie
T-komérkowym

Obecnos¢ MRP1 w chloniakach o immunofenotypie B-komorkowym
Ilosciowa ocena obecnosci MRP1 w chioniakach o immunofenotypie
B-komorkowym

Intensywnos$¢ ekspresji MRP1 w chloniakach o immunofenotypie

B- komoérkowym

Obecnos¢ LRP w chloniakach o immunofenotypie T-komorkowym
Ilosciowa ocena obecnosci LRP w chioniakach o immunofenotypie
T-komérkowym

Intensywnos¢ ekspresji LRP w chloniakach o immunofenotypie
T-komérkowym

Obecnos¢ LRP w chioniakach o immunofenotypie B-komorkowym
Ilosciowa ocena obecnosci LRP w chioniakach o immunofenotypie

B-komoérkowym
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18.

19.

20.

21.
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.23.

. 24.

. 25.

26.
27.
. 28.

29.
30.
.31,
32.
33.
34.
. 35.
36.
37.
38.

Intensywnos$¢ ekspresji LRP w chtoniakach o immunofenotypie
B-komorkowym

Obecnos¢ BCRP w chtoniakach o immunofenotypie T-komorkowym

I[lo$ciowa ocena obecnosci BCRP w chtoniakach o immunofenotypie
T-komorkowym
Intensywnos¢ ekspresji BCRP w chloniakach o immunofenotypie
T-komérkowym
Obecnos¢ BCRP w chioniakach o immunofenotypie B-komorkowym
I[losciowa ocena obecnosci BCRP w chioniakach o immunofenotypie
B-komoérkowym

Intensywnos¢ ekspresji BCRP w chtoniakach o immunofenotypie
B-komoérkowym
Wystepowanie biatek opornosci wielolekowej w zaleznosci od
immunofenotypu chloniaka (NHL-T, NHL-B)
Obecnos¢ p-gp w zaleznosci od typu klinicznego chloniaka

Ilosciowa ocena obecnosci p-gp w zaleznos$ci od typu klinicznego chtoniaka
Intensywnos¢ ekspresji p-gp w zaleznos$ci od typu klinicznego

chioniaka
Obecnos¢ MRP1 w zalezno$ci od typu klinicznego chtoniaka

Ilosciowa ocena obecnosci MRP1 w zaleznosci od typu klinicznego chioniaka
Intensywnos¢ ekspresji MRP1 w zaleznosci od typu klinicznego chioniaka
Obecnos¢ LRP w zaleznos$ci od typu klinicznego chioniaka
Ilosciowa ocena obecnosci LRP w zaleznos$ci od typu klinicznego chtoniaka
Intensywnos¢ ekspresji LRP w zaleznosci od typu klinicznego chioniaka
Obecnos¢ BCRP w zaleznosci od typu klinicznego chtoniaka
Ilosciowa ocena BCRP w zaleznosci od typu klinicznego chioniaka
Intensywnos¢ ekspresji BCRP w zaleznosci od typu klinicznego chioniaka
Wystepowanie biatek opornosci wielolekowej w zaleznosci od typu

klinicznego chioniaka
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12. SPIS FOTOGRAFII:

Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chiloniakach nieziarniczych

u dzieci - p-gp (1)

Fot.
Fot.
Fot.
Fot.
Fot.
Fot.

AN S A

p-gp: kontrola pozytywna, nerka: ekspresja p-gp w kanalikach nerkowych

p-gp: kontrola negatywna, nerka: brak ekspresji p-gp w kigbuszkach nerkowych
p-gp: intensywnos¢ ekspresji +, NHL-B, pacjent nr 42

p-gp: intensywnos¢ ekspresji ++, NHL-B, pacjent nr 33

p-gp: intensywnos$¢ ekspresji +++, NHL-B, pacjent nr 37

p-gp: intensywnosc¢ ekspresji +++, DLBCL, pacjent nr 25

Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chioniakach nieziarniczych

u dzieci - p-gp (2)

Fot.
Fot.
Fot.
Fot.
Fot.
Fot.

7.
8.
9.

10.
11.
12.

p-gp: brak ekspresji —, precursor NHL-T, pacjent nr 15

p-gp: intensywnos$¢ ekspresji +, precursor NHL-T, pacjent nr 8
p-gp: intensywnos$¢ ekspresji ++, mature NHL-T, pacjent nr 3
p-gp: intensywnos¢ ekspresji ++, precursor NHL-T, pacjent nr 1
p-gp: intensywnos¢ ekspresji +, ALCL, pacjent nr 46

p-gp: intensywnos$¢ ekspresji +, ALCL, pacjent nr 51

Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chtoniakach nieziarniczych
u dzieci - MRP1(1)

Fot.
Fot.
Fot.
Fot.
Fot.
Fot.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

MRP1: kontrola pozytywna, nerka: ekspresja MRP1 w kanalikach nerkowych
MRPI1: kontrola negatywna, nerka: brak ekspresji MRP1 w kigbuszku nerkowym
MRP1: intensywnos$¢ ekspresji + , precursor NHL-B, pacjent nr 44

MRP1: intensywnos¢ ekspresji ++, DLBCL, pacjent nr 35

MRP1: intensywno$¢ ekspresji +++ , NHL-B, pacjent nr 27

MRP1: brak ekspresji -, precursor NHL-T, pacjent nr 1

Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chioniakach nieziarniczych
u dzieci - MRP1(2)
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Fot. 19.
Fot. 20.
Fot. 21.
Fot. 22.
Fot. 23.
Fot. 24.

MRP1: intensywno$¢ ekspresji +, precursor NHL-T, pacjent nr 8
MRPI1: intensywnos$¢ ekspresji ++, precursor NHL-T, pacjent nr 7
MRP1: intensywnos¢ ekspresji +, ALCL, pacjent nr 50

MRP1: intensywnos¢ ekspresji ++ , ALCL, pacjent nr 46

MRP1: intensywno$¢ ekspresji ++, ALCL, pacjent nr 51

MRP1: intensywno$¢ ekspresji +++, ALCL, pacjent nr 53

Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chioniakach nieziarniczych
u dzieci - LRP (1)

Fot. 25.
Fot. 26.
Fot. 27.
Fot. 28.
Fot. 29.
Fot. 30.

LRP: kontrola pozytywna, nerka : ekspresja LRP w kanalikach nerkowych
LRP: kontrola negatywna, nerka: brak ekspresji LRP w kigbuszku nerkowym
LRP: intensywnos$¢ ekspresji +, NHL-B, pacjent nr 24

LRP: intensywnos¢ ekspresji ++, NHL-B, pacjent nr 37

LRP: intensywnos$¢ ekspresji ++, NHL-B, pacjent nr 39

LRP: intensywnos$¢ ekspresji +++, NHL-B, pacjent nr 29

Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chtoniakach nieziarniczych
u dzieci - LRP (2)

Fot. 31.
Fot. 32.
Fot. 33.
Fot. 34.
Fot. 35.
Fot. 36.

LRP: intensywnos$¢ ekspresji +, precursor NHL-T, pacjent nr 5
LRP: intensywnos¢ ekspresji ++, precursor NHL-T, pacjent nr 17
LRP: intensywnos$¢ ekspresji +++, precursor NHL-T, pacjent nr 1
LRP: intensywnos$¢ ekspresji ++, ALCL, pacjent nr 50

LRP: intensywnos$¢ ekspresji ++, ALCL, pacjent nr 54

LRP: intensywnos¢ ekspresji +++, ALCL, pacjent nr 51

Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chioniakach nieziarniczych
u dzieci - BCRP(1)

Fot. 37.

Fot. 38.

Fot. 39.
Fot. 40.
Fot. 41.
Fot. 42.

BCRP: kontrola pozytywna, tozysko: ekspresja BCRP w komdrkach
syncytiotrofoblastu

BCRP: kontrola negatywna, Lozysko: brak ekspresji BCRP w komorkach
cytotrofoblastu

BCRP: intensywnos$¢ ekspresji +, NHL-B, pacjent nr 28

BCRP: intensywno$¢ ekspresji ++, NHL-B, pacjent nr 21

BCRP: intensywnos¢ ekspresji + ++, NHL-B, pacjent nr 37

BCRP: intensywnos¢ ekspresji +, prekursor NHL-T, pacjent nr 14
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Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chioniakach nieziarniczych
u dzieci - BCRP(2)

Fot. 43.
Fot. 44.
Fot. 45.
Fot. 46.
Fot. 47.
Fot. 48.

BCRP: intensywno$¢ ekspresji +, prekursor NHL-T, pacjent nr 1
BCRP: intensywno$¢ ekspresji + +, prekursor NHL-T, pacjent nr 17
BCRP: intensywnos¢ ekspresji +, ALCL, pacjent nr 50

BCRP: intensywnos¢ ekspresji ++, ALCL, pacjent nr 47

BCRP: intensywnos$¢ ekspresji + +, ALCL, pacjent nr 54

BCRP: intensywno$¢ ekspresji + +, ALCL, pacjent nr 46
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TABELA NR |

Ogélna charakterystyka grupy badanej

Cecha I?::SZT prel((:sc;l)' NHL B-NHL (n=24) anap(::}a:gt;c NHL
n | % n | % n | % n | %
Wiek:
<5 lat 13 241 33.3 5 20.8 11.1
5-12 lat 26 48.1 38.1 12 50.0 66.7
>12 lat 15 27.7 28.6 7 29.2 22.2
Ptec:
dziewczynki 14 26.0 7 33.3 2 8.3 5 55.6
chtopcy 40 74.0 14 66.7 22 91.7 4 44 .4
Lokalizacja guza:
kl. piersiowa 18 33.3 14 66.7 0 0 4 44 .4
j. brzuszna 24 44 4 14.3 18 75.0 3 33.3
inne 12 22.2 19.0 6 25.0 2 22.2
Stopien kliniczny:
| 0 0 0 0 0 0 0 0
Il 7.4 1 4.8 2 8.3 1 11.1
I 35 64.8 12 57.1 17 70.9 6 66.7
v 15 27.7 38.1 20.8 2 22.2
Objawy ogdlne:
obecne 15 27.7 23.8 5 20.8 5 55.6
nieobecne 39 72.3 16 76.2 19 79.2 4 44.4
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ELA NR Il

Charakterystyka grupy badanej - parametry laboratoryjne

Cecha

Razem

precursor NHL

B-NHL (n=24)

anaplastic NHL

(n=21) (n=9)
n % n | % n | % n | %
OB:
podwyzszone 19 67.8 6 28.6 6 25.0 77.8
prawidiowe 9 321 3 14.3 6 25.0 0
brak danych 26 0.0 12 571 12 50.0 2 22.2
Morf. krwi obwodowej:
prawidtowa 47 87.0 19 90.5 20 83.3 8 88.9
niedokrwistos¢ 6 111 2 9.5 3 12.5 1 111
leukopenia 0 0 0 0 0 0 0
matoptytkowos$é 1 1.9 0 1 4.2 0 0
leukocytoza 0 0 0 0 0 0 0
Biochemia:
LDH:
podwyzszone 30 83.3 11 52.4 16 66.7 3 33.3
prawidtowe 6 16.6 9.5 3 12.5 111
brak danych 18 0 38.1 20.8 5 55.6
préoby watrobowe:
podwyzszone 14 27.4 4 19.0 7 291 3 33.3
prawidtowe 37 72.5 15 71.5 17 70.9 5 55.6
brak danych 3 0 2 9.5 0 0 111
kwas moczowy:
podwyzszone 14 33.3 4 19.0 9 37.5 1 111
prawidiowe 28 66.7 11 52.4 10 41.7 7 77.8
brak danych 6 0 6 28.6 5 20.8 1 111

91




TABELA NR Il

Charakterystyka grupy badanej - przebieg kliniczny

precursor NHL

anaplastic NHL

Cecha Razem (n=54) (n=21) B-NHL (n=24) (n=9)
n | % n | % n | % n | %

| remisja

uzyskana 47 87.0 20 95.2 21 87.5 66.7

nieuzyskana 7 13.0 1 4.8 3 12.5 33.3
Wznowa

tak 11 234 4 20.0 4 19.0 3 50.0

nie 33 70.2 15 75.0 16 76.2 33.3

brak danych 3 6.4 1 5.0 1 4.8 16.7
Zgon

tak 17 31.5 19.0 8 33.3 55.6

nie 34 63.0 16 76.6 15 62.5 33.3

brak danych 3 5.5 1 4.8 1 4.2 1 11.1
Niepowodzenie terapii

tak 20 37.0 28.6 33.3 66.7

nie 31 57.4 14 66.7 15 62.5 22.2

brak danych 3 5.6 1 4.7 1 4.2 11.1
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TABELA NR VI
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TABELA NR X
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TABELA NR X
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TABELA NR
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TABELA AR A
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TABELA NR I
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TABELA NR XI
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TABELA NR X

E¥spresa ek opormostiwillekowe) w choniakach ieziamiceych 2 ojzalyh imiocytow B (LD

\ los¢ ntensyimost
Meteria R~ e

#p | WRPY | LRP | BCRP | | pgp | MRPY| LRP | BC

0 | wpmybmsme | NLBQuE) | - g | - (]| -t - | #

8 | wpmybmsme | NLBRu) | | M| o HE ]| MO H ] H

Yo lwesdchomysziny | NALBRu] | ¢ | 4 | - (L H [ | - |

B lwedchomysgigl  OBCL ]| [ ] E [ H ]

B | qambmsme | NLBQuE) | - |t M ]V ||

S Twezdchomysainy | NELBUE] | 4+ | #40 | | ]| 4| HO|

B | orpnybmusmg | NHLBu) |t | |t HE ] B[t ] A | H

4 gy MLBQutE]) |+ | # | # | s || || | #

pechvny
0 | qepmybmsmg | NLBQuA) | - |+ | H (]|t H |
Uo|oupnybmsog | NLB@E) | ¢ | | - (ML E ] - H
{ guzoko\icy” VLBRu] | # | 4 |+ ||+ [ 4| H ++
NOSogare

Legenda (o) Lagenda(ensinodS).
|- ke ugmna (10% fomded |- bk ke
+)-hspesamoka 040°% komdek) | J+)- ensyunodt e

4] cprei eda (115 komare] | |+ eyt

i [
( (
( !
(1) ckpresiawysoka o7 komarek) | {14+ tensyunodSbdzosha

110



TABELA NR XIV
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TABELA NR XV

Wspotwystepowanie biatek lekoopornosci w komérkach poszczegolnych typéw NHL

precursor NHL B-NHL anaplastic NHL calosé
Biatka
n=21 % n=24 % n=9 % n=54 %
1 brak biatek 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
2 1 biatko 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
3 2 biatka 4 19,0 3 12,5 0 0,0 7 13,0
4 3 biatka 14 66,7 10 41,7 3 33,3 27 50,0
5 4 biatka 3 14,3 11 45,8 6 66,7 20 37,0
razem| 21/21 | 100,0 | 24/24 | 100,0 9/9 100,0 | 54/54 | 100,0

TABELA NR XVI

Wspotwystepowanie biatek lekoopornosci w komérkach poszczegolnych typéw NHL

precursor NHL B-NHL anaplastic NHL calosé
Biatka
n=21 % n=24 % n=9 % n=54 %
1 | pgp+MRP 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
2 || pgp+LRP 1 4.8 0 0,0 0 0,0 1 1,8
3 | pgp+BCRP 1 4,8 0 0,0 0 0,0 1 1,8
4 | MRP+LRP 1 4.8 0 0,0 0 0,0 1 1,8
5 | MRP+BCRP 0 0,0 3 12,5 0 0,0 3 5,6
6 | LRP+BCRP 1 4.8 0 0,0 0 0,0 1 1,8
7 | pgp+MRP+LRP 4 19,0 1 4,2 1 11,1 6 11,1
8 | pgp+MRP+BCRP 0 0,0 4 16,6 0 0,0 4 7,4
9 | pgp+LRP+BCRP 10 47,6 1 4,2 0 0,0 11 20,4
10 | MRP+LRP+BCRP 0 0,0 4 16,6 2 22,2 6 11,1
pgp+MRP+LRP
11 +BCRP 3 14,2 11 45,8 6 66,7 20 37,0
razem | 21/21 | 100,0 | 24/24 | 100,0 9/9 100,0 | 54/54 | 100,0

TABELA NR XVII

Wspoltwystepowanie biatek lekoopornosci w komérkach poszczegoélnych typow NHL
(petna ekspresja)

precursor NHL B-NHL anaplastic NHL catos¢
Biatka
n=21 % n=24 % n=9 % n=54 %
1 brak 3 14,3 1 4,2 0 0,0 4 7,4
2 1 biatko +++ 2 9,5 3 12,5 2 22,1 7 13,0
3 2 biatka +++ 11 52,4 8 33,3 0 0,0 19 35,2
4 3 biatka +++ 5 23,8 7 21,2 2 22,2 14 25,9
5 4 biatka +++ 0 0,0 5 20,8 5 55,5 10 18,5
razem | 21/21 | 100,0 | 24/24 | 100,0 9/9 100,0 | 54/54 | 100,0

TABELA NR XVIII
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Korelacje r Pearsona miedzy wystepowaniem biatek lekoopornosci
dla poszczegdinych typéw NHL

Typ_r MRP1 LRP BCRP
p-gp ,119 ,036 ,162
precursor | MRP1 -,040 -,465%
LRP ,007
p-gp ,190 ,301 -,266
NHL-B MRP1 ,207 ,254
LRP ,056
p-gp ,562 - ,300
ALCL MRP1 - 791%
LRP -

*:p<0,05

(=) - obliczenia niemozliwe
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TABELA NR XIX

Ekspresja p-gp a przebieg kliniczny

precursor NAL (n=20) NHL:B (n=23) ALCL (n=§) calosc ne51)
pop | et | pope | PORt | PPt | PP | POPT | POPY | PORT

8 % (=2 | % In=t6] % [neT| % hn=6| % [n=d % [ncd0] % n=tt| %
emisa |17 |4 2[00 13 |82 T (1000 4 (66| 1 50| 3 [80] 10| %09
rakremisi | 0 (56| 0| O Q3[BT O O] 2 (BRI |6 |50 1|
Wowa | 4 {2220 0 [0 L3[BT 1| M3 2 BRI 09|25 2 |182
qon |4 (2200 0T [BT] 1 M3 (R0p 2 0] 4 R0| 3|23
”'epfgggf“'e G1ual 0| 0|7 [er] ol 4 ee| 2 | |as| s o

W {abel nie uwzgledniono 3 przypadkow w kidrych uzyskano remisi, natomiast i byta moZlia dalsza obsemacja pacienta 'ost o olow-up')

TABELA NR XX

Ekspresja MRP1 a przebieg Kliniczny

r—_—  — ——— |

precursor NAL (n=20) NHL:B (n=23) ALCL (n=§) calosc ne51)
WRPY | WRPt+ | WRPH- | WRP1+ | MRP1- | WRP1+ | WRP1- | WRPt+ | WRP{-

wd | % nef2] % (22l % [oet | % Do) % (o | % D38| % [metd] %
eis | 8 |00 | 1| 907( 10 (a4 ] 0 [0 f 5 (65| 0| 0| % (M2 02|93
bakremsi | 0 [ 0 | 1|83 ] 3 (96| 0| 0|3 (M50 06|68 1|
woow | 111250 3 (500 4 (8200 | 0|3 (sl 0 ] 0] 8 (0] 3| n
o )1 [15) 3 5006 (B0 005 (@5 0|0 u|R8 3N
”iePfe“:Zgﬁe“ie (sl s (a7l e [mel o Lo ls|mol ol ol ns|s|us

W {abel nie uwzgledniono 3 przypackow w ktdrych uzyskano remisi, natomiast ie byla moZlva dalsza obserwacja pacienta (Tost o olow-up')
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TABELA NR XXI
Ekspresja LRP a przehieg Kliniczny
Precursor NAL (n=20) NHL-B (n<23) ALCL (n=) calose ne)
LRP [RP+ | LRP- | LRP+ | LRP- | LRP+ | LRP- | LRP+ | LRP-
N9 % =t % [n=t6) %o nsT % {neb| o |neb | o n=B| % | n= | %
remise 8 {SAT) 1 {00 15 (812 T {00 5 |60 [0 |3 |88 |0
trakremisi | 0|03 | 0 [ O3 {88 0|0 3 |FEL O OT |03 0|0
wznowe Q4 {2000 O A BOYO O3 (FAL 00 H|A20 0
1 00 (0P8 [500[0 {05 (625 0 01|35 0|0
VAMRTE | &y |0 { g a0 0| 0|6 (w0l o [0 |m|as| o]0
ferapi
W tebel e wnzgldniono 3 przypadw w ddrych uzyskanoremisi, naomiast nie byta miiwa dasza obserwecja pacenta (osttoolow-up’)

TABELA NR XXI

Ekspresja BCRP a przebieg kliniczny

Precursor NHL (n=20)

NHL-B (n<23) ALCL (n=5 calose ne5)

BRP | BORP | BORP- | BCRPH | BORP- | BORPH | BORP- | BORP4 | BCRP-

ntd) % (=6 | %o [n=d| o (m=t | Y Qmel | Y met | % 0= % (e8| %
enise |13 108] 6 || as]o Lol 5]t Twla w7 [us
s | 117210 | 0|2 [ar] 1 ]w] s [ o o6 [uo] 1 s
o | 4 (8]0 |0 |4 [we o o] ] 1 T maf ¢ Jues
|+ [mel o o7 [as] o [l e Lol 1 [l s o] 2
”iepfe":ggﬁeme o lasl o | o] 7 (ms| 1 [m) s |mal 1 ] e far] 2 |0

1 tabel e wnzglediono 3 przypadkw w ddrych uzyskano remisi, nfomiast nie yta motiiwa dalsza obserwacja pacenta st toolow-up’)
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TABELA NR XXIII

Korelacje r Pearsona miedzy wystepowaniem biatek lekoopornosci

a przebiegiem klinicznym dla poszczegdlnych typéw NHL

Typ_r p-gp MRP1 LRP BCRP
remisja -,134 ,149 -,176 -,194
czas do remisji (tyg.) ,233 ,188 —,576%* ,325
precur. | remisja wydtuzona (> 6 tyg.) ,141 ,201 -,480* -,029
wznowa 152 -,252 ,281 , 296
zgon ,136 -,229 ,252 ,452*
remisja -,336 -,188 -,373 ,364
czas do remisji (tyg.) ,150 -,159 ,160 ,011
NHL-B | remisja wydtuzona (> 6 tyg.) -,226 -,303 ,165 ,011
wznowa ,246 124 ,370 ,196
zgon ,467* ,254 7 1** -,069
remisja ,061 ,000 - -,224
czas do remis;ji (tyg.) -,245 -,674 - -,508
ALCL | remisja wydtuzona (> 6 tyg.) -,486 -,316 - -,486
wznowa -,645 -,408 - -,645
zgon -,586 -,417 - -,059
*:p<0,05
**:p<0,01

(-) - obliczenia niemozliwe.

Niektore korelacje nie mogty by¢ obliczone, z uwagi na to, ze wszyscy badani

mieli taki sam wynik (ekspresja LRP w grupie ALCL)
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TABELA NR XXIV

Zaleznos¢ pomiedzy wspotwystepowaniem biatek lekoopornosci a przebiegiem

klinicznym
ilogé precursor NHL (n=20)
IELE I oscd brak niepowo
przypad. remisja . .. |wznowa zgon .
remisji dzenie

1 brak biatek 0 0 0 0
2 1 biatko 0 0 0 0
3 2 biatka 0 0 0 0
4 3 biatka 13 12 1 3 3 5
5 4 biatka 3 0 1 1 1
razem 20 19 1 4 4 6

TABELA NR XXV

Szczegobtowa zaleznosé pomiedzy wspoétwystepowaniem biatek lekoopornosci
a przebiegiem klinicznym

precursor NHL (n=20)

Biatka prizI§§gd .. |brak niepowo
- remisja remisji wznowa Zgon dzenie
1 pgp+MRP 0
2 pgp+LRP 1 1 0 0 0 0
3 pgp+BCRP 1 1 0 0 0 0
4 | MRP+LRP 1 1 0 0 0 0
5 MRP+BCRP 1 1 0 0 0 0
6 LRP+BCRP 0
7 pgp+MRP+LRP 4 4 0 0 0 0
8 pgp+MRP+BCRP 0
9 pgp+LRP+BCRP 9 8 1 3 3 5
10 MRP+LRP+BCRP 0
11 pgp+MRP+LRP+BCR 3 3 0 1 1 1
razem 20 19 1 4 4 6
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TABELA NR XXVI

Zaleznos¢ pomiedzy wspotwystepowaniem biatek lekoopornosci a przebiegiem

klinicznym
- [ B-NHL (n=23)
el przypad. remisja brak. . wznowa | zgon niepoyvo
remisji -dzenie

1 brak biatek 0
2 1 biatko 0
3 2 biatka 3 0 0 0 0
4 3 biatka 10 1 1 2 2
5 4 biatka 10 2 3 6 6

razem 23 20 3 4 8 8

TABELA NR XXVII

Szczegodtowa zaleznosé pomiedzy wspédiwystepowaniem biatek lekoopornosci a
przebiegiem klinicznym

- et B-NHL (n=23)
2l przypad. | romisja ELC zgon niepowo-
remisji dzenie

1 pgp+MRP 0
2 pgp+LRP 0
3 pgp+BCRP 0
4 MRP+LRP 0
5 MRP+BCRP 3 3 0 0 0 0
6 LRP+BCRP 0
7 pgp+MRP+LRP 1 0 1 0 1 1
8 pgp+MRP+BCRP 4 4 0 0 0 0
9 pgp+LRP+BCRP 1 1 0 0 0 0
10 MRP+LRP+BCRP 4 4 0 1 1 1
11 pgp+*MRP+LRP+BCR 10 8 2 3 6 6

razem 23 20 3 4 8 8

TABELA NR XXVIII
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Zaleznos¢ pomiedzy wspotwystepowaniem biatek lekoopornosci a przebiegiem

klinicznym
.. ALCL (n=8)
Biatka llosc |
przypad. remisja brak_ . | wznowa [ zgon niepowo-
remisji dzenie

1 brak biatek 0
2 1 biatko 0
3 2 biatka 0
4 3 biatka 3 2 1 2 3 3
5 4 biatka 5 1

razem 8 5 3 5 6

TABELA NR XXIX

Szczegobtowa zaleznosé pomiedzy wspotwystepowaniem biatek lekoopornosci
a przebiegiem klinicznym

Biatka

llosé
przypad.

ALCL (n=8)

remisja

brak
remisji

wznowa

zgon

niepowo
-dzenie

pgp+MRP

pgp+LRP

pgp+BCRP

MRP+LRP

MRP+BCRP

LRP+BCRP

pgp+MRP+LRP

pgp+MRP+BCRP

Ol |N|o|la|d|[wWw|IN]|-~

pgp+LRP+BCRP

-
o

MRP+LRP+BCRP

N
N

pgp+MRP+LRP+BCR

o ([N|]O|O|~r|O|lW|O|]O|O|O

razem

©
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4; 22%

7;39%

1, 6% B przedgrasiczy
[] grasiczy
D pozostate
6 339, D brak ekspresji
) ()

RYC. 1. Obecnos¢ p-gp w chioniakach o immunofenotypie T-komérkowym
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1007
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% M db-d oyjeiq
60
40 333
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N | 0 0o
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RYC. 2. llosciowa ocena obecnosci p-gp w chtoniakach o immunofenotypie

T-komérkowym
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RYC. 3. Intensywnos¢ ekspresji p-gp w chtoniakach o immunofenotypie

T-komérkowym
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2;7%

8;30% 17, 63%

D prekursorowy
[ ] doirzaty
[ ] brak ekspresji

RYC. 4. Obecnosc¢ p-gp w chtoniakach o immunofenotypie B-komdrkowym
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RYC. 5. llosciowa ocena obecnosci p-gp w chtoniakach o immunofenotypie

B-komorkowym
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RYC. 6. Intensywnos¢ ekspresji p-gp w chtoniakach o immunofenotypie

B-komorkowym
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0; 0%

2;11%

3;17%

B przedgrasiczy
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[ ] pozostate
[ ] brak ekspresji

RYC. 7. Obecnos¢ MRP1 w chtoniakach o immunofenotypie T-komoérkowym
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RYC. 8. llosciowa ocena obecnosci MRP1 w chitoniakach o immunofenotypie

T-komorkowym
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RYC. 9. Intensywno$c¢ ekspresji MRP1 w chtoniakach o immunofenotypie

T-komorkowym
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1; 4%
3;11%

D prekursorowy
[ ] doirzaty

D brak ekspresji
23; 85%

RYC. 10. Obecnos¢ MRP1 w chtoniakach o immunofenotypie B-komdrkowym
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Ryc. 11. llosciowa ocena obecnosci MRP1 w chtoniakach o immunofenotypie
B-komorkowym
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Ryc. 12. Intensywnos$c¢ ekspresji MRP1 w chtoniakach o immunofenotypi

B-komérkowym
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3;17%

1,6% 7:38%
B przedgrasiczy
[] grasiczy
D pozostate
7:39% [ ] brak ekspresiji

Ryc. 13. Obecnos¢ LRP w chtoniakach o immunofenotypie T-komérkowym
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Ryc. 14. llosciowa ocena obecnosci LRP w chtoniakach o immunofenotypie
T-komorkowym
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Ryc. 15. Intensywnos$c¢ ekspresji LRP w chtoniakach o immunofenotyp
T-komorkowym
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3;11%
7;26%

17; 63%

D prekursorowy
[ ] doirzaty
[ ] brak ekspresiji

Ryc. 16. Obecnos¢ LRP w chtoniakach o immunofenotypie B-komorkowym
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Ryc. 17. llosciowa ocena obecnosci LRP w chtoniakach o immunofenotypie

B-komdrkowym
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Ryc. 18. Intensywno$c¢ ekspresji LRP w chtoniakach o immunofenoty

B-komérkowym
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[ | brak ekspresii

Ryc. 19. Obecnos¢ BCRP w chtoniakach o immunofenotypie T-komérkowym
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Ryc. 20. llosciowa ocena obecnosci BCRP w chtoniakach o immunofenotypie

T-komorkowym
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Ryc. 21. Intensywnos¢ ekspresji BCRP w chtoniakach o immunofenotypie
T-komérkowym

3: 1% 1 4%
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Ryc. 22. Obecnos¢ BCRP w chtoniakach o immunofenotypie B-komorkowym
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Ryc. 23. llosciowa ocena obecnosci BCRP w chioniakach o immunofenotypie

B-komdrkowym
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Ryc. 24. Intensywno$¢ ekspresji BCRP w chtoniakach o immunofenotypie

B-komdrkowym
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Ryc. 26. Obecnos¢ p-gp w zaleznosci od typu klinicznego chtoniaka
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Ryc. 27. llosciowa ocena obecnosci p-gp w zaleznosci od typu klinicznego chtoniaka
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Ryc. 28. Intensywnos$¢ ekspresji p-gp w zaleznoéci od typu klinicznego chtoniaka
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Ryc. 29. Obecnos¢ MRP1 w zaleznosci od typu klinicznego chtoniaka
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Ryc. 30. lloSciowa ocena obecnosci MRP1 w zaleznosci od typu klinicznego chtoniaka
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Ryc. 31. Intensywnos¢ ekspresji MRP1 w zaleznosci od typu klinicznego chtoniaka
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Ryc. 32. Obecnos¢ LRP w zaleznoéci od typu klinicznego chtoniaka
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Ryc. 33. lloSciowa ocena obecnosci LRP w zaleznosci od typu klinicznego chtoniaka
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Ryc. 34. Intensywnos¢ ekspresji LRP w zaleznosci od typu klinicznego chtoniaka
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Ryc. 35. Obecnos¢ BCRP w zaleznosci od typu klinicznego chtoniaka

100 |
90 |
80
70 1

% M dyOPOelq

50 |
40 1
30 1
201 13,3133 125125
10 1 4,3
0 + o+ o N + o+
precursor NHL NHL-B anaplastic NHL catos¢

(n=15) (n=23) (n=8) (n=46)



100 |
90 |
80
70 1

% M dyOPOerq

50 |
40 1
30 1
20 1
13,313,3 125125
10 1 4,3 |_&.L
0 + o+ o N +
precursor NHL NHL-B anaplastic NHL catos¢
(n=15) (n=23) (n=8) (n=46)

Ryc. 36. lloSciowa ocena BCRP w zaleznosci od typu klinicznego chtoniaka
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Ryc. 37. Intensywnos$¢ ekspresji BCRP w zaleznosci od typu klinicznego chioniaka
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Ryc. 25. Wystepowanie biatek opornos$ci wielolekowej w zalezno$ci od
immunofenotypu chtoniaka (NHL-T, NHL-B)
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Ryc. 38. Wystepowanie biatek opornosci wielolekowej w zaleznosci od typu
klinicznego chtoniaka
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Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chtoniakach
nieziarniczych u dzieci - p-gp (1)

N

Fot.1. p-gp: kontrola pozytywna
nerka: ekspresja p-gp
w kanalikach nerkowvch

Nl VN

Fot. 2. p-gp: kontrola negatywna
nerka: brak ekspresji p-gp
w ktebuszkach nerkowvch

Fot. 3. biatko p-gp:
intensywnos¢ ekspresji +
NHL-B. pacient nr 42

Fot. 4. biatko p-gp:
intensywnos¢ ekspresji ++
NHL-B, pacient nr 33

P ot
Fot. 5. biatko p-gp:
intensywnos¢ ekspresji +++
NHL-B. pacient nr 37

Fot. 6. biatko p-gp:
intensywnosc¢ ekspresji +++
NHL-B. pacient nr 25

B




Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chtoniakach
nieziarniczych u dzieci - p-gp (2)

Fot. 7. biatko p-gp:
brak ekspresji —
precursor NHL-T, pacjent nr 15

Fot. 8. biatko p-gp:
intensywnosc¢ ekspresji +

nractirenr NIHI -T nacient nr

-

Fot. 9. biatko p-gp:
intensywnos¢ ekspresji ++
mature NHL-T, pacjent nr 3

Fot. 10. biatko p-gp:
intensywnos¢ ekspresji ++
precursor NHL-T, pacjent nr 1

intensywnosc¢ ekspresji +
ALCL, pacjent nr 46

B ]

Fot. 12. biatko p-gp:
intensywnos¢ ekspresji +
ALCL, pacjent nr 51




Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chtoniakach
nieziarniczych u dzieci - MRP1(1)

4 \”’ L : A..‘. % : '_‘."; v'j"\_ L : ”® 5 ! o i
Fot. 13. MRP1: kontrola pozytywna Fot. 14. MRP1: kontrola negatywna
nerka: ekspresja MRP1 nerka: brak ekspresji MRP1
w kanalikach nerkowych w kiebuszku nerkowym

& o o .
Fot. 15. biatko MRP1: Fot. 16. biatko MRP1:
intensywnosc¢ ekspresji + intensywnosc¢ ekspresji ++

tu Ny
Fot. 17. biatko MRP1: Fot. 18. biatko MRP1:
intensywnosc¢ ekspresji +++ brak ekspresiji —
precursor NHL-T, pacient nr 1
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Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chtoniakach
nieziarniczych u dzieci - MRP1(2)

'&\

Fot. 19. biatko MRP1: Fot. 20. biatko MRP1:

intensywnosc¢ ekspresji + intensywnosc¢ ekspres;ji ++
precursor NHL-T, pacijent nr 8 precursor NHL-T. pacient nr

Fot. 21. biatko MRP1: Fot. 22. biatko MRP1:

intensywnosc¢ ekspres;ji + intensywnosc¢ ekspres;ji ++
ALCL, pacient nr 50 ALCL, pacient nr 46

Fot. 23. biatko MRP1: Fot. 24. biatko MRP1:
intensywnos¢ ekspresji ++ intensywnosc¢ ekspresji ++
ALCL, pacijent nr 51 ALCL, pacient nr 53
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Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chtoniakach
nieziarniczych u dzieci - LRP (1)

nerka: ekspresja LRP nerka: brak ekspres;ji
w kanalikach nerkowych w ktebuszku nerkowym

Fot. 27. biatko LRP: Fot. 28. biatko LRP:
intensywno$é ekspresji + intensywnosc ekspresji ++
NHL-B, pacjent nr 24 NHL-B, pacient nr 37

Fot. 29. biatko LRP: Fot. 30. biatko LRP:
intensywnos¢ ekspresji ++ intensywnos¢ ekspresji +++
NHL-B, pacjent nr 39 NHL-B, pacjent nr 29
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Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chtoniakach
nieziarniczych u dzieci — LRP (2)

Fot. 31. biatko LRP: Fot. 32. biatko LRP:
intensywnos¢ ekspresji + intensywnos¢ ekspresji ++
precursor NHL-T, pacjent nr 5

e

Fot. 33. biatko LRP: Fot. 34. biatko LRP:

intensywnos¢ ekspresji +++ intensywnosc¢ ekspresji ++
precursor NHL-T, pacjent nr 1 ALCL, pacjent nr 50

Fot. 35. biatko LRP: Fot. 36. biatko LRP:
intensywnosc¢ ekspresji ++ intensywnos¢ ekspresji +++
ALCL, pacjent nr 54 Al CL . nacient nr 51
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Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chtoniakach
nieziarniczych u dzieci - BCRP(1)

LIty R
Fot. 37. BCRP: kontrola pozytywna
tozysko: ekspresja BCRP
w komorkach syncytiotrofoblastu

Fot. 38. BCRP: kontrola negatywna
tozysko: brak ekspresiji

Fot. 39. biatko BCRP:
intensywnos¢ ekspresji +
NHL-B, pacient nr 28

Z X ¢
Fot. 40. biatko BCRP:
intensywnos¢ ekspresji ++

NHL-B, pacient nr 21

Fot. 41. biatko BCRP:
intensywnosc¢ ekspresji +++
NHL-B, pacient nr 37

Fot. 42. biatko BCRP:
intensywnosc¢ ekspresji +
prekursor NHL-T, pacijent nr 14
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Ekspresja biatek opornosci wielolekowej w chtoniakach
nieziarniczych u dzieci - BCRP(2)

Fot. 43. biatko BCRP:
intensywnos¢ ekspresji +
prekursor NHL-T, pacjent nr 1

Fot. 44. biatko BCRP:
Intensywnos$¢ ekspresji ++
prekursor NHL-T, pacjent nr 17

Fot. 45. biatko BCRP:
intensywnosc¢ ekspresji +
ALCL, pacjent nr 50

Fot. 46. biatko BCRP:
intensywnosc¢ ekspresji ++
ALCL, pacjent nr 47

Fot. 47. biatko BCRP:
intensywnosc¢ ekspresji ++
ALCL, pacjent nr 54

Fot. 48. biatko BCRP:
intensywnos¢ ekspresji ++
ALCL, pacjent nr 46
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