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1. Wstep

Chtoniaki nieziarnicze B-komorkowe (ang. non-Hodgkin lymphoma, NHL) to grupa chorob
nowotworowych  charakteryzujaca si¢  klonalnym rozrostem komorek limfoidalnych
odpowiadajacych réznym stopniom zrdéznicowania prawidtowych limfocytow B. Stanowig grupe
chorob zréznicowanych pod wzgledem patogenezy, obrazu morfologicznego i klinicznego.
Najczgsciej wystepujacymi chtoniakami nieziarniczymi B-komodrkowymi sa chloniak rozlany
z duzych limfocytow B ichloniak grudkowy. Zrozumienie zagadnienia ekspresji PD-L1
w komorkach nowotworowych chtoniakow nieziarnicznych wymaga znajomos$ci podstaw dziatania
ludzkiego uktadu odporno$ciowego. OdpowiedZ immunologiczng organizmu mozemy podzieli¢ na:

1. Odporno$¢ wrodzona, ktora jest dziedziczna i obejmuje bariery mechaniczne w postaci skory,
bton S$luzowych; sity mechaniczne np. ruch rzesek nabtonka oskrzelowego w drogach
oddechowych; substancje wydzielnicze np. lizozym zawarty w $linie.

2. Odporno$¢ nabyta, ktéra jest zwigzana ze swoistymi reakcjami immunologicznymi
wywotanymi przez antygeny. Jest to ztozony system reakcji komorkowych i humoralnych,
ktorego indukcja nastepuje w wyniku powtarzajacych si¢ ekspozycji na dany antygen
(szczepienie, zakazenie) [1].

W przebiegu nabytej odpowiedzi immunologicznej reakcja antygen — przeciwciato jest
zwielokrotniana poprzez wiele zdarzen, w ktdre zaangazowane s3 komorki uktadu odpornosciowego
takie jak makrofagi, granulocyty oraz produkowane przez nie cytokiny. Rozpoznawanie
niepozadanych antygenow jest wysoce selektywne. Wymaga zlozonej 1 wielostopniowej regulacji
w celu uniknigcia reakceji przeciwko zdrowym komorkom organizmu. Istnieja mechanizmy centralne;
i obwodowej tolerancji wobec wlasnych antygendw. Poziom selekcji odpowiedzialny za centralng
tolerancje niszczy wickszos$¢ autoreaktywnych komoérek uktadu odpornosciowego, jednak nie jest to
mechanizm catkowicie szczelny 1 mozliwe jest przedostawanie si¢ takich komorek do narzadow
obwodowych. Do rozpoznawania i eliminacji autoreaktywnych komoérek stuza mechanizmy
tolerancji obwodowej. Zaburzenie dzialania tych mechanizméw prowadzi do rozwoju chorob
autoimmunologicznych [2]. Do takich mechanizméw nalezg negatywne czasteczki kostymulujace
oraz regulatorowe limfocyty T (T regulatory cells). Odgrywaja one rolg w regulacji aktywacji, funkc;ji
i proliferacji komorek autoreaktywnych. Wazng role¢ w aktywowaniu dziewiczych limfocytow T
odgrywaja sygnaty plynace od receptora limfocytow T (TCR; T-cell receptor) rozpoznajacego
antygen oraz od receptorow kostymulujgcych. Funkcja tych czasteczek jest zapewnienie rownowagi
pomiedzy efektywna odpowiedzig immunologiczng, a tolerancja na autoantygeny. Molekuta
odgrywajaca regulatorowa rol¢ w odpowiedzi immunologicznej jest receptor programowanej
$mierci 1 (programmed death receptor-1; PD-1; CD279). Do aktywacji limfocytow T wymagane jest
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otrzymanie przynajmniej dwoch sygnatéw. Pierwszy z nich to rozpoznanie przez glowny receptor
limfocytow T (TCR) antygenowego peptydu zaprezentowanego przez gtowny uktad zgodnosci
tkankowej (MHC; major histocompatibility complex). Samo rozpoznanie antygenu jest
niewystarczajagce do aktywacji. Ostateczna sita 1 jako$¢ odpowiedzi immunologicznej jest
regulowana przez rownowage miedzy sygnatami stymulujagcymi i hamujacymi, sg to tak zwane
punkty kontrolne odpornosci [3]. Drugi sygnat ptynie od receptoréw zlokalizowanych na powierzchni
limfocytéw taczacych si¢ z odpowiednimi molekutami na powierzchni komoérek prezentujacych
antygen (APCs; antygen presenting cells). Do takich immunoreceptoréw naleza czasteczki z rodziny
CD28 (np.: CTLA-4, ICOS, PD-1) czy rodziny CD40 - cztonek nadrodziny receptora czynnika
martwicy nowotworéw (TNFR) [4,5]. Rycina 1. przedstawia schemat aktywacji limfocytow T.

Komorka
prezentujaca

antygen ., p.0 PD-L MHC

N~ — _/'\

. CD28 PD-1
Limfocyt T
I
lI mm
e
7 SHP-2 & o
SHP-1 (ZAP-70)

+ Syntcza bialck 4 Apoptoza

¥ Proliferacja

+ Metabolizm glukozy

+ Produkcja cytokin

¥ Przezycie komorki
Rycina 1. Mechanizm przekazywania sygnatu hamujacego przez PD-1 w limfocytach T. Hamujacy wplyw
sygnatu z receptora PD-1 na wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalowe w limfocytach T oddziatywujacych
z komorka prezentujacg antygen. PD-1 — receptor programowanej $mierci 1 (ang. programmed death 1); [ITSM
— immunoreceptor tyrosine-based switch motif; ITIM — immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif;
TCR/CD3 — kompleks receptora limfocytow T z CD3; a, B, v, 6, { — podjednostki CD3; PKC6 — kinaza
biatkowa C8; ERk — extracellular-signal regulated kinase; Bcl-xL — biatko B-cell lymphoma extra large; AKT
— kinaza biatkowa B (PkB); MHC — gtéwny uktad zgodnosci tkankowej; PD-L — ligand Pd-1; B7.1 1 B7.2 —
ligandy Cd28, SHP-2 - (ang. Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2), kinaza Src-podobna,
SHP-1 - (ang. Src homology phosphatase-1), kinaza Src-podobna, ZAP-70 — ang. Zeta-chain-associated
protein kinase 70, PI-3K - Kinaza PI-3K. Na podstawie [6].
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Aktywowane swoiscie do odpowiedzi przeciwnowotworowej limfocyty wytwarzajg szereg
immunostymulujacych cytokin (np. interleukina 2 i 12 — IL-2, IL-12). Sg réwniez zdolne do
niszczenia komorek nowotworowych, wywolujac ich programowang $mier¢ - apoptoz¢ poprzez
wytwarzanie enzymoéw proteolitycznych. Punkty kontrolne odnosza si¢ do wielu szlakow
hamujacych polaczonych z uktadem odpornosciowym [7]. Wazne jest takze otrzymanie drugiego
sygnatu, poniewaz limfocyt, ktory otrzyma jedynie sygnat ptynacy od receptora TCR wejdzie w stan
odwracalnej anergii charakteryzujacy si¢ brakiem aktywacji oraz niewrazliwosciag na kolejne
pobudzenia antygenem. Wyczerpanie limfocytow T jest szczegdlnym stanem dysfunkcji
limfocytow T u pacjentow z przewlektym zakazeniem lub nowotworami zlosliwymi. Podczas
przewlektego zakazenia patogeny i uktad odpornosciowy gospodarza walcza ze soba przez dlugi czas,
co ostatecznie prowadzi do funkcjonalnego wyczerpania komoérek odpornosciowych. Cechy
charakterystyczne wyczerpania komorek T w przewleklym zakazeniu obejmujg dysfunkcje
komorek T, o czym $wiadczy zwigkszona ekspresja receptorow hamujacych (np. PD-1, CTLA-4 lub
TIM-3) i1 obnizona produkcja cytokin (np. TNFa, IFNy lub IL-2). Analogicznie do wyczerpania
limfocytéw T u pacjentow z przewlekla infekcja, limfocyty T w bliskim $rodowisku nowotwordéw
moga rowniez ulec wyczerpaniu z powodu cigglej stymulacji antygenami nowotworowymi [8,9].
Obecnie na podstawie badan naukowych wiadomo, ze ekspresja biatek kontrolnych uktadu
odpornosciowego moze by¢ rozregulowana przez nowotwory i stanowi¢ wazny mechanizm ich
opornosci na dziatanie uktadu immunologicznego. W pismiennictwie mozna spotka¢ zagadnienie
"ucieczki komorek nowotworowych spod nadzoru immunologicznego". Jednym z waznych
mechanizmoéw unikania odpowiedzi immunologicznej przez komorki nowotworowe jest
indukowanie immunosupresyjnego srodowiska w guzie. Odbywa si¢ to na kilka sposobow, a jednym
z glownych mechanizmow jest aktywacja receptoréw hamujacych, tzw. punktow kontrolnych
odpowiedzi immunologicznej, na limfocytach T. Aktywno$¢ limfocytow T jest Scisle regulowana,
m.in. poprzez aktywacj¢ hamujacych punktow kontrolnych obecnych na ich powierzchni, takich jak
receptor PD-1 czy CTLA-4. Aktywacja tych receptorow odbywa si¢ po potaczeniu z odpowiednimi
ligandami biatkowymi, zlokalizowanymi na komoérkach nowotworowych, na przyktad ligandu
PD-L1 dla receptora PD-1 lub innych komoérkach obecnych w mikrosrodowisku guza. Poniewaz
wiele immunologicznych punktéw kontrolnych jest inicjowanych przez interakcje ligand-receptor,
mozna je tatwo blokowa¢ przeciwciatami lub modulowa¢ przez rekombinowane formy ligandow lub
receptoréw. Przeciwciata skierowane przeciwko biatku zwigzanemu z cytotoksycznymi
limfocytami T (anty-CTLA4) byly pierwszymi z tej klasy lekéw immunoterapeutycznych, ktore
uzyskaty aprobate amerykanskiej Agencji ds. Zywnosci i Lekow (FDA). Wstepne odkrycia kliniczne
dotyczace blokerow dodatkowych bialek kontrolnych uktadu odpornosciowego, takich jak biatko

programowanej $mierci komoérkowej (PD-L1), wskazuja na szerokie i réznorodne mozliwos$ci
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zwiekszenia odpornosci przeciwnowotworowej oraz uzyskania trwatlych odpowiedzi klinicznych [7].
Trwaja badania kliniczne testujagce skuteczno$¢ tych i innych przeciwcial monoklonalnych
rozpoznajacych punkty kontrolne w leczeniu nowotworow litych i hematologicznych. Blokowanie
aktywnosci limfocytéw T poprzez aktywacje punktow kontrolnych oraz hamowanie tego procesu za

pomoca przeciwciat monoklonalnych przedstawiono na rycinie 2.

ANERGIA AKTYWACIA

" Komoérka Komorka

nowotworowa

nowotworowa

PD-L1/2
Przeciwciato
y monoklonalne

PD-1

Rycina 2. Zahamowanie aktywnosci limfocytow T (anergia) poprzez punkty kontrolne oraz ich reaktywacja
po zwigzaniu przeciwciata monoklonalnego z receptorem PD-1. MHC — gléwny antygen zgodnosci tkankowej,
TCR — receptor limfocytow T, PD-L1/2 — ligandy receptora PD-1. (Rycina wtasna)

2. Szlak PD-1/PD-L1

PD-1 jest biatkiem kodowanym przez gen pdcd-1 znajdujacym si¢ na ludzkim
chromosomie 2, w ktérym znajduje si¢ 5 eksondw. Jest biatkiem transblonowym typu I zbudowanym
z 288 aminokwasow sktadajagcym si¢ z domeny immunoglobuliny (Ig), krétkiego trzonu
aminokwasu, domeny transblonowej i domeny wewnatrzkomdrkowej hamujacej immunoreceptor
tyrozyny (ITIM) [4]. Plan budowy glikoproteinowej czasteczki PD-1 (50-55 kDa) jest podobny do
pozostatych cztonkow rodziny CD28. Schemat budowy PD-1 zostal przedstawiony na rycinie 3.
PD-1 zostato zakwalifikowane do rodziny CD28 ze wzgledu na podobienstwo w strukturze oraz

funkcji modulujacej wobec limfocytow. W rodzinie CD28 mozna wyrdzni¢ receptory stymulujace
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oraz hamujace aktywacj¢ limfocytow. PD-1 jest biatkiem powierzchniowym wykrytym
w cytoplazmie limfocytow T o funkcjach regulatorowych, w limfocytach regulatorowych Foxp3+
i w dziewiczych limfocytach CD4+ [10]. Zakres ekspresji PD-1 jest cechg wyr6zniajaca ten receptor
w rodzinie CD28, poniewaz ekspresja na przyktad CTLA-4 1 ICOS ogranicza si¢ do limfocytow T.
W sposob indukowany PD-1 ulega ekspresji w aktywowanych limfocytach T 1 B, monocytach i czgsci
komorek dendrytycznych. Ligandami dla receptora PD-1 sa transblonowe glikoproteiny typu I
nalezace do rodziny B7: PD-L1 (B7-H1, CD274) oraz PD-L2 (B7-DC, CD273). Ekspresja ligandow
dla receptora PD-1 jest zréznicowana. PD-L1 znajduje si¢ na powierzchni limfocytéw T 1 B,
monocytéw, komorek dendrytycznych, a jego ilo$¢ zwigksza si¢ wraz z aktywacja tych komoérek
[11,12]. Czasteczka ta znajduje si¢ takze na wielu rodzajach komoérek niehematopoetycznych, miedzy
innymi na komorkach $rédblonka naczyniowego, wysepkach trzustkowych, neuronach, astrocytach
1 komorkach trofoblastu tozyska. W 2001 roku opisano PD-L2 jako drugi ligand dla PD-1, réwniez
wywierajacy hamujacy efekt na limfocyty T [13]. Zakres ekspresji dla PD-L2 jest duzo mniejszy

i ogranicza si¢ do komodrek dendrytycznych i monocytow [14].

IgV domain

PD-1

L
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T cell

Rycina 3. Struktura PD-1. ITIM - domena wewnatrzkomoérkowa hamujaca immunoreceptor tyrozyny,

ITSM — przetacznik immunoreceptorowy oparty na tyrozynie. Na podstawie [15].

PD-1 zostatl zidentyfikowany w 1992 roku przez Honjo i wspotpracownikow z Uniwersytetu
w Kioto jako czasteczka biorgca udziat w programowanej $mierci komodrek podczas selekcji
grasicy z limfocytami T. Grupa badata dwie linie komorkowe: hematopoetyczng lini¢ komorek
progenitorowych (LyD9), ktéra indukuje zaprogramowang $mier¢ komodrki po usunigciu
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interleukiny 3 oraz mysig hybrydome¢ komorek T (2B4.11), ktéra ulega zaprogramowanej $mierci
komorkowej po stymulacji za pomocg octanu tetradekanoiloforbolu i jonomycyny [16]. Obie linie
komoérkowe indukowaly syntez¢ RNA i biatek w trakcie apoptozy. Nastepnie grupa przeprowadzita
hybrydyzacj¢ subtraktywna, w celu zidentyfikowania genu odpowiedzialnego za indukcje. Stworzyli
dwie komplementarne biblioteki DNA (cDNA), odejmujgc zbiorczce mRNA komorek
spoczynkowych od zbiorczego mRNA umierajacych komoérek w badanych liniach komérkowych.
Kolejno przeszukali powstale biblioteki pod katem wspdlnych genow [17]. Podejrzewano, ze PD-1
jest transbtonowym biatkiem typu I, jednak nadekspresja cDNA PD-1 w tych liniach komérkowych
nie wywotlata apoptozy [18]. Funkcja PD-1 pozostawata niejasna, dopoki ta sama grupa w 1999 roku
nie odkryta, ze PD-1 negatywnie reguluje odpowiedZ immunologiczng, poniewaz myszy z
niedoborem PD-1 spontanicznie rozwingly toczniowe zapalenie stawoéw i kiebuszkowe zapalenie
nerek [19]. Dowiodto to roli receptora PD-1 w hamowaniu reakcji autoimmunizacyjnych poprzez
negatywng regulacj¢ proliferacji 1 produkcji cytokin przez limfocyty T [20]. Identyfikacja ligandow
dla tego receptora stata si¢ waznym etapem poznania mechanizmu jego dziatania. Opisanie PD-L1 i
PD-L2 pozwolito stwierdzi¢, ze PD-1 reguluje odpowiedZ immunologiczng poprzez hamowanie
aktywacji limfocytow [21].

Szlak receptora i ligandu programowanej $Smierci komorki (PD-1/PD-L1) jest szlakiem
immunologicznego punktu kontrolnego, ktéry odgrywa wazng rol¢ w utrzymaniu samotolerancji
1 kontroli nadmiernej odpowiedzi immunologicznej. Nieprawidlowe wigzanie PD-1/PD-L1 prowadzi
do aktywacji kluczowej S$ciezki autotolerancji zarowno w komorkach odpornosciowych,
jak 1 w komorkach nowotworowych. W niektorych typach nowotworéw omawiany szlak moze by¢
wykorzystywany do tlumienia przeciwnowotworowych odpowiedzi immunologicznych poprzez
deregulacje $ciezek przezycia i proliferacji [22]. Komodrki nowotworowe w celu przetrwania
wyksztalcajg mechanizmy zapobiegajace rozpoznaniu ich przez elementy uktadu odpornosciowego.
Wykazujg rowniez zdolno$¢ do modulowania wtasnego mikrosrodowiska oraz wtasnego fenotypu
poprzez ekspresj¢ elementdw rozpuszczalnych i powierzchniowych, w celu hamowania funkcji
komorek efektorowych. Ligandy dla receptora PD-1, czyli PD-L1 lub PD-L2 s3 wyrazane na r6znych
komorkach odpornosciowych (makrofagach, komoérkach dendrytycznych 1 limfocytach
w mikro§rodowisku guza) oraz na samych komoérkach nowotworowych. Receptor PD-1 po
zwigzaniu z ligandami przekazuje sygnaly hamujace w celu ostabienia proliferacji i funkcji
komorek T, co prowadzi do wyczerpania komorek T 1 tym samym braku dziatania cytotoksycznego
1 braku niszczenia komoérek nowotworowych [23].

Mechanizm, w jaki komorki nowotworowe modulujg wtasng ekspresje PD-L1 badz ekspresje
PD-1 na limfocytach efektorowych nie jest calkowicie wyjasniony. Jest to cale spektrum

mechanizmow molekularnych, z ktérych niektore nie sg $cisle genetyczne (mechanizmy posrednie),
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a inne gldwnie genetyczne i epigenetyczne (mechanizmy bezposrednie) [22]. W warunkach in vitro
ekspresja

PD-L1 ulega indukcji pod wptywem interferonu typu I (a, B) i I (y), oraz w mniejszym stopniu
TNF-a. Ekspresja PD-L1 na komérkach nowotworowych §wiezo pobranych ex vivo jest wigksza niz
na komoérkach hodowanych in vitro. Ze wzgledu na wplyw cytokin moze to sugerowac, ze
mikrosrodowisko nowotworu ma wptyw na ksztattowanie ekspresji elementow szlaku PD-1/PD-L1
[24].

Intensywne badania okreslajace ekspresje ligandow PD-1 w komorkach nowotworowych
trwaja od kilku lat. Zaobserwowano ekspresj¢ PD-L1 w wielu ludzkich nowotworach, takich jak: rak
pluca, prostaty, okreznicy, zoladka, nerki, piersi, pgcherza, w nowotworach glowy i szyi oraz
komorkach glioblastomy i czerniaka. Jednoczes$nie nie wykazano takiej ekspresji na zdrowych
komorkach pochodzacych z tych narzadéw [24]. Doswiadczenia na modelach zwierzgcych pozwolity
zaobserwowac ostabienie kontroli ukladu immunologicznego nad rozrostem nowotworow
w przypadku nadekspresji PD-L1 na komodrkach nowotworowych oraz indukcje apoptozy

limfocytéw specyficznych do komorek nowotworowych [25].

3. Immunoterapia nowotworow

Dziedziny immunologii i onkologii sg ze soba $ci$le powigzane od konca XIX wieku, kiedy
to chirurg William Coley dowiodt, ze wstrzyknigcie zabitych bakterii w miejsce migsaka moze
prowadzi¢ do zmniejszenia si¢ rozmiaroOw guza. Eksperyment medyczny Coleya wykonany na
poczatku maja 1891 r. polegat na indukcji r6zy - ostrego stanu zapalnego skory 1 tkanki podskorne;.
Charakteryzuje si¢ ona wysoka temperaturg ciala, naglym poczatkiem i szybkim przebiegiem
i1 indukowana moze by¢ poprzez miejscowe wstrzyknigcie kultur bulionowych paciorkowcow
(Streptococcus pyogenes) pacjentowi z duzym, dwukrotnie nawracajacym nieoperacyjnym
mig¢sakiem szyi, ktory dzi§ prawdopodobnie zostatby sklasyfikowany jako chtoniak [26]. Og6lny stan
pacjenta opisywano jako ,,wycienczony i wyniszczony” i nie spodziewano si¢ dtugiego przezycia
chorego. Guz miat ,,wielkosci kurzego jaja i1 prawie catkowicie blokowatl gardto”, przez co pacjent
nie mégt przyjmowac statego pokarmu, a ptyny czesto cofaly si¢ przez nos. Coley podawat zastrzyki
w odstepach 3 - 4 dni przez caly maj i cze$¢ czerwcea, osiggajac jedynie niewielkie reakcje miejscowe
trwajace 24 - 48 godzin. Jednak w tym czasie guz szyi zmniejszyt si¢, a ogdlny stan pacjenta si¢
poprawit. W sierpniu 1 wrzesniu leczenie przerwano, a guz od razu zaczat si¢ rozrastaé, osiggajac
dawne rozmiary do pazdziernika. Stan pacjenta na tym etapie byt prawie taki sam, jak na poczatku
leczenia. Wstrzyknigcie nowej porcji bakterii spowodowato ostry atak rozy, z powodu ktérego pacjent

prawie umart. Natomiast guz szyi w drugim dniu od iniekcji zaczat si¢ rozpada¢. Po okolo dwoch
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tygodniach guz zniknal, pozostawiajac tylko to, co uwazano za tkanke bliznowata po poprzednich
operacjach. Guz zmniejszyl si¢ do tego stopnia, ze pacjent byt w stanie przetyka¢ pokarm. Stan
wzglednego zdrowia utrzymywat si¢ u pacjenta przez 8 lat, az do wystapienia nawrotu choroby i
$mierci. Z leczenia tego pacjenta Coley wyciagnat cztery wazne wnioski. Po pierwsze, r6za nie byta
tatwa do wywotania, poniewaz pomimo wielokrotnych wstrzyknig¢ bakterii, tylko raz rzeczywiscie
doszto ostrego stanu zapalnego skory. Po drugie, r6zZa nie byta tatwa do opanowania i zagrazata zyciu
pacjenta, ze wzgledu na wysoka temperatur¢ ciata dochodzaca do 40°C [27]. Po trzecie, Coley
zaobserwowat pewne spowolnienie wzrostu guza, ktére byto czasowo zwigzane ze wstrzyknigciami,
nawet gdy roza si¢ nie rozwineta. Po czwarte, podczas ciezkiego ataku rozy, zaobserwowano silng
regresje choroby, niestety zto§liwy charakter zmiany ostatecznie doprowadzit do nawrotu choroby i
$mierci pacjenta 8 lat pdzniej. Dalsze proby leczenia doprowadzity Coleya do zastosowania iniekcji
z zabitych cieplnie Streptococcus pyogenes. Stosowanie tych produktow dato jedynie niewielkie
efekty terapeutyczne dlatego Coley zdecydowal si¢ wtaczy¢ Bacillus prodigiosus (obecnie znanego
jako Serratia marcescens) do swojej szczepionki, pomyst wywodzacy si¢ z opublikowanych
obserwacji innego badacza, ktory wykazat na krolikach, ze zjadliwos¢ kultur paciorkowcow mozna
zwiekszy¢ przez wstrzyknigcie dodatkowo zabitej cieptem Serratia [26]. Ostatecznie wilaczenie
Serratia okazalo si¢ kluczowym krokiem w kierunku osiggni¢cia powtarzalnych efektow
terapeutycznych. Kombinacja Gram-dodatnich, zabitych cieptem paciorkowcoéw i Gram-ujemnych,
zabitych cieplem Serratia marcescens, ktdrg powszechnie nazywamy ,,toksynami Coleya” zapewnita
mu wiele sukcesow terapeutycznych oraz dala poczatek wspotczesnej immunoterapii nowotworow
[28]. Mechanizm dziatania toksyn nigdy nie zostat w peini wyjasniony. Poniewaz aktywnos$¢ toksyn
byta zwigzana z goraczka, sadzono, ze jest to efekt dzialania lipopolisacharydu, ktory zwigksza
aktywnos$¢ limfocytow oraz podnosi stezenie czynnika martwicy nowotworu (TNF). Jednak Tsung i
Norton poinformowali, Ze substancjg czynng wywotujaca silng odpowiedz uktadu immunologicznego
jest interleukina-12, a nie TNF [29]. Od tego czasu postep w zrozumieniu powigzan miedzy
dzialaniem uktadu immunologicznego a wzrostem i rozwojem nowotwordw doprowadzit do rozwoju
nowych schematéow leczenia opartych na immunoterapii, ktore s3 obecnie badane prawie we
wszystkich typach nowotwordow.

Kamieniem milowym w dziedzinie immunoterapii nowotworow byto odkrycie 1 kliniczne
zastosowanie  inhibitorow immunologicznego punktu kontrolnego: biatka zwigzanego
z cytotoksycznymi limfocytami T (CTLA-4), ktore moduluja uktad odpornosciowy pacjenta w celu
zwalczania komorek nowotworowych. W 1996 roku opracowano 1 przetestowano na zwierzgtach
pierwsze przeciwciato blokujagce CTLA-4 [30]. W 2011 roku FDA zatwierdzito ipilimumab (anty-
CTLA-4) do leczenia zaawansowanego czerniaka. Dzi§ lek ten jest zatwierdzony dla kilku typow

nowotworow, a najbardziej obiecujagcym wynikiem jest to, ze ponad 20% pacjentéw wiaczonych do
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pierwszych badan klinicznych nad ipilimumabem (przed dopuszczeniem do obrotu w 2011 r.) wcigz
zyje 1 nie wykazuje objawdéw choroby. Nastepnie w 2014 roku pojawit si¢ inny inhibitor punktu
kontrolnego, nivolumab i byt pierwszym inhibitorem czasteczki PD-1 zatwierdzonym przez FDA.
W 2014 roku nivolumab stat si¢ pierwszym inhibitorem PD-1, ktory uzyskat rejestracje regulacyjng
w leczeniu czerniaka w Japonii. W ciggu nastgpnych 4 lat na catym $wiecie zarejestrowano kilka
innych inhibitoréw receptora PD-1 lub jego ligandéw: PD-L1 i PD-L2 takich jak: pembrolizumab,
atezolizumab, durvalumab i awelumab, wykazujac dziatanie w kilku typach nowotwordw.
Atezolizumab, to kolejny inhibitor punktu kontrolnego biatka PD-L1, zatwierdzony od 2016 roku do
leczenia czerniaka, raka ptuca, raka pecherza, a takze od marca 2019 roku potrdjnie ujemnego raka
piersi [31,32]. Wszystkie powyzsze czasteczki immunologicznego punktu kontrolnego, w tym
CTLA-4 lub PD-1 i jego ligandy (PD-L1 i PD-L2) wykazuja ekspresje na limfocytach naciekajacych
guz (TIL), atakze na samych komorkach nowotworowych. Ekspresja powyzszych czasteczek
umozliwia komérkom nowotworowym unikni¢cie odpowiedzi immunologicznej, wigc blokada
immunologicznego punktu kontrolnego byla kluczowym przelomem w leczeniu nowotwordow.
Spodziewano si¢, ze przy wczesniejszych konwencjonalnych terapiach tylko okoto 4% pacjentow
wlaczonych do badan klinicznych powyzszych lekow przezyje. Dzigki otrzymanym przeciwciatlom
odsetek ten jest znacznie wyzszy 1 wynosi od 16 do 30% [31, 33].

Ogrom pracy jaki wlozono w badania naukowe nad rozwojem immunoterapii nowotwordéw
zostal nagrodzony przez Komitet Noblowski. W 2018 roku prof. James P. Allison z USA oraz
prof. Tasuku Honjo z Japonii otrzymali nagrode¢ Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii [34, 84].
Profesor Allison wraz ze wspotpracownikami wykazali, ze czasteczka CTLA-4 dziata jako receptor
hamujacy w celu kontrolowania odpowiedzi limfocytow T. Nastepnie zaprojektowali
1 przeprowadzili eksperymenty na modelach mysich, aby potwierdzi¢, ze blokowanie CTLA-4 przez
przeciwciala prowadzi do eradykacji guza. Ich praca dowiodta, ze anty-CTLA-4 dziata pobudzajaco
na komorki T 1 umozliwia zwigkszenie ich ilosci. Duza ilo$¢ cytotoksycznych limfocytow prowadzi
do zmniejszenia si¢ masy guza. Na bazie ich odkry¢, przeprowadzono badania kliniczne
z wykorzystaniem ipilimumabu. W 1992 roku Honjo, pracujac niezaleznie od Allisona, odkryt
czasteczke PD-1 — biatko znajdujace si¢ na komodrkach odpornosciowych. Po doktadnym zbadaniu
jego funkcji ostatecznie ujawnit, ze dziata ono jako hamulec uktadu odpornosciowego. Terapie oparte
na jego odkryciu okazaty si¢ uderzajaco skuteczne w walce z niektorymi nowotworami, szczegdlnie
z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca, rakiem nerki, czerniakiem i chloniakiem Hodgkina [35].
Obecne badania nad przeciwciatami modulujagcymi uktad odpornosciowy do walki z chorobami
nowotworowymi skupiajg si¢ na zmniejszeniu toksycznosci leczenia oraz testowaniu produktow

leczniczych w roznych typach nowotwordow.
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Prawidtowo dziatajacy uktad immunologiczny jest zdolny do rozpoznawania komoérek
nowotworowych jako obcych i ich niszczenia. Jednak co wtedy, gdy sam uktad immunologiczny

"choruje na nowotwor"?

4. Follicular lymphoma - Chtoniak grudkowy

Chloniak grudkowy (FL, wcze$niej nazywany chloniakiem ze $rodka pegcherzykowego
1 chloniakiem guzkowym) jest heterogenng jednostka kliniczno-patologiczng, ktora obejmuje guzy
wywodzace si¢ z komorek B osrodkéw rozmnazania grudek chtonnych, zard6wno centrocytow jak
i centroblastow. FL jest jedna z najczestszych postaci chioniaka nieziarniczego (NHL) w USA
iw Europie [1]. W Stanach Zjednoczonych FL stanowi okoto 35 procent NHL. Szacuje si¢, ze
czesto$¢ wystepowania wynosi 3,18 przypadkéw na 100 000 osob [36]. Szacunkowa zapadalnos¢
w Europie wynosi 2,18 przypadkow na 100 000 0sob rocznie [37]. Zapadalno$¢ rdzni si¢ w zaleznosci
od pochodzenia etnicznego, przy czym u rasy biatej jest ponad dwukrotnie wieksza niz w populacjach
afrykanskich i azjatyckich. Wydaje si¢, ze FL wystepuje rzadziej w Ameryce Srodkowej
1 Potudniowej, gdzie stanowi okoto 20% NHL [38]. Czestos¢ wystepowania wzrasta wraz z wiekiem.
FL najczesciej wystepuje u 0sob w srednim i starszym wieku, z mediang wieku w chwili rozpoznania

65 lat [37]. FL jest rzadko diagnozowany u 0sob < 20 roku zycia [39].

4.1. Etiologia

Patogeneza FL nie jest w pelni poznana. Okolo 85 procent pacjentéw z rozpoznaniem
chtoniaka grudkowego posiada translokacje t(14;18), co powoduje nadekspresj¢ onkogenu BCL2,
ktory blokuje zaprogramowang $mier¢ komoérki (apoptoze) prowadzac do wydtuzenia przezycia
komorek oraz sprzyja akumulacji wtornych zmian genetycznych podczas ewolucji klonalnej [40].
Ponadto w wickszosci przypadkéw dochodzi do rearanzacji genow tancucha ciezkiego i lekkiego
immunoglobulin.

FL pochodzi z komoérek B centrum namnazania (GC). Jego rozwoj jest SciSle zwigzany
z prawidlowg reakcja GC, w ktorym naiwne komorki B ze szpiku kostnego ulegaja somatycznej
hipermutacji 1 zmianie klasy receptora (BCR) w procesie, ktory generuje rdznorodnosé
immunoglobulin i wybiera komorki B wytwarzajace przeciwciala o wysokim powinowactwie.

Do rozwoju FL wymagane sg liczne zdarzenia genetyczne, poniewaz translokacje (14; 18)
mozna zidentyfikowa¢ w niewielkiej podgrupie komoérek B w reaktywnych tkankach limfoidalnych
i krwi obwodowej u znacznej czgsci zdrowych oséb, u ktérych nie rozwinie si¢ FL. Wiele z tych

dodatkowych, komplementarnych nabytych mutacji obejmuje geny kodujace enzymy modyfikujace
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chromatyne [41].

4.2. Morfologia komorki

Jedng z najbardziej charakterystycznych cech morfologicznych FL jest guzkowy wzorzec
wzrostu. Guz sklada si¢ z mieszaniny centrocytoéw i centroblastow w roéznych proporcjach.
Centrocyty (rozszczepione komodrki $rodka pecherzyka) sa to male lub $rednie komorki
z wydluzonymi lub przecietymi jadrami, niepozornymi jaderkami i niewielka bladg cytoplazma.
Centroblasty (nierozszczepione komorki srodka pecherzyka) sg to duze komorki z okragtymi lub
owalnymi jadrami, chromatyna pecherzykowa, czesto wieloma jaderkami obwodowymi i waskim
obrzezem kwasochtonnej cytoplazmy.

Centrocyty zazwyczaj dominuja w obrazie mikroskopowym chtoniaka grudkowego
a centroblasty sg zwykle w mniejszosci. Od odsetka centroblastoéw zalezy histologiczny stopien
zto§liwosci tego chtoniaka. Dodatkowo kliniczna agresywno$¢ guza wzrasta wraz ze wzrostem liczby
centroblastow. W klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia przyjeto nastepujaca metode liczenia
komorek: zlicza si¢ komoérki nowotworowe typu centroblastow w jednym duzym polu widzenia
(powiekszenie 400x) w 10 réznych grudkach nowotworowych i sum¢ dzieli si¢ przez 10 [1,42].

Stopnie ztosliwosci chtoniaka grudkowego przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Stopnie ztosliwos$ci chtoniaka grudkowego.

Stopien Opis

1 0-5 centroblastow / DPW

2 6-15 centroblastow / DPW

3 >15 centroblastow / DPW
3a obecne rozproszone centrocyty
3b obecne lite pola centroblastow

Skroty: DPW — duze pole widzenia

Immunofenotyp FL jest zwykle potwierdzany przez badanie immunohistochemiczne, ale
mozna go roéwniez oznaczy¢ za pomocg cytometrii przeptywowej. FL to nowotwor ztosliwy
wywodzacy si¢ z komoérek B. Kluczowe cechy to obecnos¢ markerow limfocytéw B 1 brak markerow
limfocytow T. Komorki nowotworowe zwykle wykazuja ekspresje immunoglobulin

powierzchniowych, okoto 50 do 60 procent wyraza ekspresj¢ IgM, 40 procent wyraza IgG, a rzadkie
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przypadki wyrazaja IgA. Powinien by¢ obecny albo tancuch lekki kappa, albo lambda, ale nie oba.
Praktycznie wszystkie przypadki sa dodatnie dla pewnych antygenéw komoérek B (CD19, CD20,
CD79a), CD21 i CD10 (60 procent) i ujemne dla CD5, CD43 (wigkszos$¢ przypadkow) i CDllc.
Ekspresja CD23 jest zmienna. Reakcja cytoplazmatyczna z biatkiem BCL-2 jest silnie dodatnia
w prawie wszystkich guzach stopnia 1 1 2, w przeciwienstwie do hiperplastycznych normalnych
komoérek B w centrum rozmnazania, ktore sa ujemne pod wzgledem BCL-2. Jednak duza czes$¢
przypadkéw FL skoérnych, dziecigeych 1 ogdlnoustrojowych FL stopnia trzeciego (G3) jest BCL-2
uyjemna. Czynnik transkrypcyjny BCL-6 jest wyrazany przez nieliczne komorki nowotworowe we
wszystkich typach chioniaka grudkowego [1]. Liczne analizy retrospektywne sugeruja, ze FL3b jest
biologicznie odrebng jednostka, z czgstym brakiem translokacji t(14; 18) i1 ekspresji CD10 oraz
zwigkszong ekspresja p53 i1 MUMI. Stopien FL3a jest podobny do FL1-2 i charakteryzuje si¢
powolnym przebiegiem klinicznym. Natomiast stopien FLL3b ma przebieg kliniczny bardziej podobny

do rozlanego chtoniaka z duzych komérek B (DLBCL), bez nawrotow powyzej 5 lat [43].

4.3. Rozpoznanie

Rozpoznania HL 1 NHL nalezy dokonywa¢ wylacznie na podstawie badania
histopatologicznego, do ktorego nalezy pobra¢ caty wezet chtonny lub fragment zaj¢tego narzadu.
Ocen¢ morfologiczng nalezy rozszerzy¢ o badania immunofenotypowe z wykorzystaniem
przeciwcial monoklonalnych, wykonywanych metoda immunohistochemiczng badz metodg
cytometrii przeptywowej komoérek uzyskanych podczas biopsji wezta chtonnego. Wykorzystuje sie
réwniez badania molekularne, je$li sa konieczne do okreslenia podtypu chioniaka. Wykonanie
jedynie aspiracyjnej biopsji cienkoigtowej (fine-needle aspirate biopsy) nie wystarcza, by postawi¢
diagnoz¢ HL 1 NHL. Biopsje gruboiglowa (core-needle biopsy) mozna wykorzystac, jesli
W momencie rozpoznania nie jest mozliwe pobranie ani fragmentu, ani catego wezta lub tkanki.
Biopsj¢ gruboigtowa mozna rowniez stosowa¢ do udokumentowania nawrotu choroby [44]. Badanie
szpiku kostnego jest waznym elementem oceny zaawansowania choroby, ale nie jest wiarygodnym
sposobem na postawienie podstawowej diagnozy. W klasycznych przypadkach obraz histologiczny
FL w weztach jest tak charakterystyczny, ze jest to jedna z nielicznych postaci chloniaka
nieziarniczego, ktora patolodzy moga diagnozowaé na podstawie samej tylko morfologii komorek.
Zazwyczaj guz ma wyrazny guzkowy wzor wzrostu i sklada si¢ z mieszaniny centrocytow
i centroblastow. Rzadko spotyka si¢ mitozy i komodrki apoptotyczne, ktore sa powszechne
w reaktywnych weztach chtonnych [45]. Ocen¢ rokowania dokonuje si¢ przy pomocy
mi¢dzynarodowego wskaznika prognostycznego dla chioniaka grudkowego (FLIPI - przedstawiony

w tabeli 2). Zostal on opracowany na podstawie mi¢dzynarodowego badania przezycia
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dhugoterminowego u ponad 4000 pacjentow z FL rozpoznanym w latach 1985—-1992 i leczonych bez
rytuksymabu [46]. W latach 2004-2007 zwalidowano FLIPI u pacjentow leczonych terapia
zawierajacg rytuksymab w prospektywnym badaniu obserwacyjnym obejmujacym ponad 2000
pacjentow, u ktorych zdiagnozowano FL [47]. Zidentyfikowano pie¢¢ niekorzystnych czynnikow
prognostycznych oraz wykorzystano je do okreslenia grup ryzyka o znaczaco réznym czasie

przezycia calkowitego (OS).

Tabela 2. Miedzynarodowy wskaznik rokowniczy (FLIPI) dla powolnych chtoniakoéw nie-Hodgkina

Czynnik rokowniczy Parametr r6znicujacy
wiek chorego > 60 lat
liczba weztowych lokalizacji chloniaka >4

zaawansowanie kliniczne chloniaka (tabela 3) | III/TV

stezenie hemoglobiny <12 g/dl

aktywno$¢ LDH w surowicy >normy

Grupy ryzyka Liczba obciazajacych czynnikow
malego 0-1

posredniego 2-3

duzego 4-5

Skréty: LDH — dehydrogenaza mleczanowa

4.4. Objawy kliniczne

Przebieg kliniczny chtoniaka grudkowego u wigkszosci chorych charakteryzuje sie¢
wystepowaniem bezbolesnej limfadenopatii obwodowej w okolicy szyjnej, pachowej, pachwinowej
i/lub udowe;j. Limfadenopatia zwykle narasta i zanika samoistnie, ale nie znika catkowicie. Czesto
zajete sg wezty wnek ptucnych oraz §rddpiersia, natomiast duze guzy w §rddpiersiu wystepujg rzadko.
Niektérzy pacjenci zglaszaja si¢ z objawami niedrozno$ci przewodu pokarmowego i/lub drog
moczowych spowodowanymi duzymi masami w obrgbie jamy brzusznej. Rzadko dochodzi do zajgcia
innych narzadéw niz narzady limfatyczne lub szpik kostny [1].

Pomimo obecnosci rozleglej choroby w momencie rozpoznania, wigkszo$¢ pacjentoéw nie ma
zadnych objawdéw, z wyjatkiem powickszenia weztow chtonnych. Tylko u okoto 20% wystepuja
objawy B (tj. goraczka, nocne poty lub niezamierzona utrata masy ciata). Nie ma charakterystycznych

nieprawidlowosci w badaniach laboratoryjnych zwigzanych z FL. Pomimo duzej masy guza
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podwyzszona aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w surowicy lub cytopenia we krwi

obwodowej wystepuje u mniej niz 25% pacjentow [48].

4.5. Leczenie 1 rokowanie

Przebieg chtoniaka grudkowego jest zmienny, a rokowanie zalezy od stopnia zaawansowania
klinicznego (zgodnie z klasyfikacja z Lugano, ktdrg przedstawiono w tabeli 3) i stopnia zlosliwosci
histologicznej (tabela 1). Chtoniaki stopnia I 1 II wg Lugano uznaje si¢ za stadium ograniczone
choroby z powolnym przebiegiem [44]. W tych przypadkach radioterapia daje szanse na catkowite
wyleczenie o ile wszystkie zaangazowane miejsca moga znajdowaé si¢ w polu promieniowania
o minimalnej toksyczno$ci. Stopnie III i IV to stadium zaawansowane choroby, nie wymagaja
intensywnej chemioterapii, ale zazwyczaj nie ma mozliwosci ich wyleczenia [1]. Leczenie
koncentruje si¢ na tagodzeniu objawow, cofaniu cytopenii 1 poprawie jakosci zycia. Nowoczesna
terapia zawierajaca przeciwciata anty-CD20 (rytuksymab), cho¢ nie jest lecznicza, przediuza
przezycie pacjentow. Preferowane jest leczenie oparte na immunoterapii z zastosowaniem
przeciwciata anty-CD20 tgcznie z chemioterapig lub samego przeciwciata anty-CD20. Daje to lepsze
wskazniki odpowiedzi na leczenie, to jest: przezycie wolne od progresji (PFS) i przezycie catkowite
(OS). Rytuksymab w postaci monoterapii mozna rozwazy¢ u pacjentow ze wspolistniejagcymi
schorzeniami, ktére czynig ich stabymi kandydatami do chemioterapii. Rytuksymab w postaci
pojedynczego s$rodka jest rowniez rozsadng alternatywa dla osob z niewielka masg guza i/lub
choroba, ktora rozwija si¢ powoli przez lata. W 25-30% przypadkéw dochodzi do transformacji FL
w agresywnego chtoniaka, zwykle rozlanego chtoniaka z duzych komorek B (DLBCL) [40]. Mozliwe
sa dwie strategie leczenia FL: chemioterapia o r6znym nasileniu oraz strategia ,,obserwuj i czekaj”,
polegajaca na wiaczeniu chemioterapii w momencie progresji. Kilka badan z randomizacja
poréwnujacych te schematy, przemawia za zastosowaniem poczatkowego okresu obserwacji
u bezobjawowych pacjentow z chorobg o malej objetosci. Takie podejScie nie zagraza przezyciu,
a przedtuzony okres bez leczenia moze zmniejszy¢ potencjalng oporno$¢ na leki poprzez unikanie

ekspozycji guza na chemioterapi¢ [49,50].
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Tabela 3. Klasyfikacja stopnia zaawansowania klinicznego chloniakoéw pierwotnie wezlowych
wedtug klasyfikacji z Lugano (2014) zmodyfikowana klasyfikacja z Ann Arbour

Stopien Zmiany wezlowe Zmiany pozawezlowe

I Jeden wezel chtonny lub grupa Pojedyncza zmiana pozaweztowa
weztéw przyleglych bez zajg¢cia wezldw chtonnych

II Dwie lub wigcej grup weztowych po | Stopien 1 lub II dla zmian
tej samej stronie przepony wezlowych z ograniczonym

umiejscowieniem pozawezlowym

przez ciaglosé

II masywny (bulky) Stopien Il ze zmiang masywna Nie dotyczy
11 Wezty po obu stronach przepony;|Nie dotyczy
wezly powyzej przepony 1 zajecie
$ledziony
v Dodatkowe zajgcie narzadu | Nie dotyczy

pozalimfatycznego niesgsiadujacego

z zajetymi weztami chlonnymi

Brak lub obecnos$¢ objawow ogolnych choroby, tj. goraczki (> 38°C) trwajacej bez uchwytnej
przyczyny dluzej niz 2 tygodnie i/lub potdw nocnych i/lub chudnigcia, tj. utraty co najmniej 10%

wagi ciata w czasie nie dtuzszym niz 6 miesi¢cy oznacza si¢ odpowiednio literg A lub B.

4.6. Rola mikrosrodowiska nowotworu

Badania ostatnich lat wskazuja na mozliwo$¢ zmiennos$ci odpowiedzi immunologicznej
gospodarza na komorki nowotworowe w lokalnym mikrosrodowisku guza. Wplywa to na rokowanie
w przypadku wielu nowotworéw, w tym FL. Opisano istnienie dwoch specyficznych wzorcow w
reaktywnym mikro§rodowisku FL bezposrednio zwigzanych z cechami kliniczno-biologicznymi
pacjentow: wzorca nadzoru immunologicznego (limfocyty T i makrofagi) oraz wzorca ucieczki
immunologicznej (limfocyty T CD 57+) [51]. Swego rodzaju komunikacja pomigdzy
nowotworowymi komoérkami B a tagodnymi komoérkami odpornosciowymi w mikrosrodowisku maja
silny wptyw na patobiologi¢ FL. Ponad 80% FL nabywa mutacje somatyczne w rearanzowanych,
eksprymowanych allelach tancucha cigzkiego IgM. Tworzg one miejsca N-glikozylacji, ktore maja

promowa¢ interakcje miedzy IgM na komodrkach FL a CD206 i/lub CD209 eksprymowanym na
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powierzchni makrofagéw naciekajacych guz, ktore stymulujg sygnalizacj¢ receptora limfocytow B
w komorkach FL [50]. Konieczne beda dalsze badania eksperymentalne w celu potwierdzenia
biologicznych podstaw tych odkry¢, zwtaszcza u pacjentow z FL leczonych rytuksymabem. Dane te
sg interesujace, biorgc pod uwage coraz wigksze znaczenie odpowiedzi immunologicznej 1 jej

sktadnikow komorkowych w biologii FL [51].

5. Diffuse large B-cell lymphoma - chtoniak rozlany z duzych komoérek B

Chtoniak ten stanowi duza heterogenng grupe nowotwordéw roznigcych sie cechami
biologicznymi, molekularnymi, klinicznymi oraz morfologicznymi. Cechg charakterystyczng
DLBCL, NOS jest rozlany rozrost duzych komoérek limfoidalnych, ponad dwukrotnie wiekszych od
limfocytow [1]. DLBCL jest jednym z cz¢$ciej] wystepujacych chtoniakow sposrod wszystkich
nowotworow uktadu chtonnego i stanowi okoto 25 procent wszystkich NHL w krajach rozwinigtych
[36,53]. W Stanach Zjednoczonych i Anglii zapadalno$¢ na DLBCL wynosi okoto 7 przypadkow na
100 000 os6b rocznie [36]. W catej Europie zapadalno$¢ wynosi okoto 4,92 przypadkéw na 100 000
0s0b rocznie [37,54]. Zapadalnos$¢ rdzni si¢ w zaleznos$ci od pochodzenia etnicznego [55]. Podobnie
jak wigkszos¢ innych NHL, okoto 55 procent przypadkdéw wystepuje u mezczyzn. Czestosé
wystepowania wzrasta wraz z wiekiem. Mediana wieku w chwili rozpoznania wynosi 64 lata dla

wszystkich pacjentow. [36,56].

5.1. Etiologia

Etiologia wigkszosci DLBCL nie jest w pelni wyjasniona. Istnieje wiele czynnikow
o udowodnionym zwigzku przyczynowym z zachorowaniem. Sg to czynniki $rodowiskowe,
infekcyjne, immunologiczne 1 jatrogenne. Nie mozna wykluczy¢ dzialania kilku mechanizméw
patogenetycznych jednoczes$nie. U biorcoOw przeszczepdw immunosupresja sprzyja proliferacji
poliklonalnych limfocytow B zakazonych wirusem Ebsteina-Barr (EBV, Ebstein-Barr virus)
1 transformacji w DLBCL, zwtaszcza o lokalizacji pozaweztowej. Ryzyko zachorowania u osoby po
transplantacji serca, nerek lub szpiku jest kilkadziesiagt razy wigksze niz w pozostatej populac;ji.
U chorych z zespotem nabytego niedoboru odpornosci (AIDS, acquired immune deficiency
syndrome) ryzyko to jest prawie 100 razy wigksze niz w populacji ogolnej. Ponadto w przebiegu
EBV+ DLBCL u 0s6b w podesztym wieku (EBV+ DLBCL of the elderly) niewydolnos$¢ starzejacego
si¢ uktadu immunologicznego wraz z transformujagcym oddzialywaniem EBV mogg si¢ przyczyni¢
do powstania tej szczeg6lnej histoklinicznej postaci choroby. Ztozony mechanizm patogenetyczny

moze takze zachodzi¢ w przypadku DLBCL u oséb z przewleklym procesem infekcyjnym
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obejmujacym jamy ciata (DLBCL-associated with chronic inflammation) [57,58]. Niezaleznie od
czynnika etiologicznego mechanizmy patogenetyczne prowadzace do transformacji nowotworowej
prawidtowych limfocytow w DLBCL s3 podobne. Polegaja na wystgpieniu niestabilno$ci
genetycznej, z nastgpowym zaburzeniem regulacji stopnia ekspresji onkogenow i/lub utratg funkc;ji
nowotworowych genow supresorowych. Aberracje te zwykle nie sg przypadkowe i dotycza obszarow
cechujacych si¢ aktywng rearanzacja materialu genetycznego zachodzaca w warunkach
fizjologicznych. Aberracje cytogenetyczne towarzyszagce DLBCL to najczgsciej translokacje
onkogendéw nalezace do réznych klas czynnikow transkrypcyjnych (BCL2, BCL6, MYC) w okolice
genowych loci dla fancuchow lekkich 1 ciezkich immunoglobulin. W 30-40% przypadkéw DLBCL
dochodzi do nieprawidtowos$ci w obrgbie genu BCL6 (3927), ktéry moze ulec rearanzacji w okolice
genowych loci dla immunoglobulin w obszarze 14932, 2p12 lub 22q11. U 15-30% chorych stwierdza
si¢ t(14;18) prowadzaca do nadmiernej ekspresji BCL2, ktéra moze by¢ takze surogatem
wczesniejszej transformacji histopatologicznej chtoniaka grudkowego (FL, follicular lymphoma) w
DLBCL. Do zwigkszonej ekspresji moze rowniez dochodzi¢ w wyniku amplifikacji genu BCL2 lub
tonicznej aktywacji receptora B-komodrkowego (BCR, B-cell receptor) i/lub czynnika
transkrypcyjnego NFK (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) w komorkach
chloniaka. Trzecig pod wzgledem czgstosci (5-10%) aberracja chromosomalng jest t(8;14), ktora
przebiega ze zwigkszong ekspresja MY C i koreluje z pozaweztowa lokalizacja DLBCL. W kilkunastu
procentach przypadkow DLBCL dochodzi do wystgpienia powyzszych nieprawidtowosci
jednoczesnie, jak to si¢ dzieje w przypadkach przebiegajacych z podwoéjng translokacjg genow BCL2
1 MYC (”double hit”), niekiedy takze z obecnoscig rearanzacji BCL6 (triple hit”). Chtoniaki takie
cechuje szczegolnie agresywny przebieg kliniczny i zwykle spetniaja one kryteria morfologiczne
chtoniaka z komorek B, nieklasyfikowalnego, z cechami posrednimi mi¢dzy DLBCL a chtoniakiem
Burkitta (BCLU, DLBCL/BL, B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between
diffuse large B-cell lymphoma and Burkitt lymphoma) [58,59].

5.2. Podziat
Obecnie obowiazujaca klasyfikacja DLBCL jest podzial zaproponowany przez Swiatowa
Organizacj¢ Zdrowia (WHO, World Health Organization) w 2016 roku, w ktorym za podstawe

diagnostyczng przyjeto kryteria histopatologiczne, immunohistochemiczne, metody cytogenetyczne,

molekularne i obraz kliniczny choroby.
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Do jednostek histoklinicznych DLBCL zalicza sig:

DLBCL blizej nieokreslony (DLBCL, NOS; DLBCL not otherwise specified),
o typ z komoérek B osrodkéw rozmnazania
o typ z aktywowanych komorek B

e Chioniak z duzych komorek B z licznymi komoérkami T i/lub histiocytami (THRLCBL,
T-cell/histiocyte rich large B-cell lymphoma),

e Pierwotny DLBCL o$rodkowego uktadu nerwowego (primary DLBCL, CNS; primary
DLBCL central nervous system),

e Pierwotny skorny DLBCL typu konczynowego (PCDLBCL, leg type; primary cutaneous
DLBCL, leg type),

e DLBCL blizej nieokreslony EBV-pozytywny (Epstein-Barr virus (EBV) - positive DLBCL,
not otherwise specified),

o  Wrzdd sluzowo-skorny EBV dodatni (EBV - positive mucocutaneous ulcer)

e DLBCL =zwigzany z przewleklym zapaleniem (DLBCL asscociated with chronic

inflammmation)

e Lymphomatoid granulomatosis [60]

5.3. Morfologia komorki

W DLBCL, NOS wyréznia si¢ trzy gldowne morfologiczne warianty: centroblastyczny,
immunoblastyczny, anaplastyczny oraz inne rzadkie typy. Komorki chloniaka sg duze i r6znig si¢
morfologicznie w zaleznos$ci od typu. W wariancie centroblastycznym, ktory wystepuje najczescie;j,
komorki przypominajg centroblasty (duze komoérki z umiarkowang iloscig cytoplazmy, jadrem
pecherzykowym od okraglego do owalnego, chromatyng pecherzykowa i 2—-3 matymi jaderkami,
czgsto potozonymi obwodowo w sasiedztwie btony jadrowej). W wariancie immunoblastycznym
wystepuja duze komorki limfoidalne, z ktérych kazda ma umiarkowana do obfitej bazofilng
cytoplazme i1 wydatne, centralnie potozone jaderko w ksztalcie trapezu, cz¢sto z cienkimi pasmami
chromatyny przyczepionymi do blony jadrowej (,,nogi pajaka”). Wariant anaplastyczny
charakteryzuje si¢ duzymi lub bardzo duzymi komorkami chtoniaka z wielopostaciowymi lub
dziwacznymi jadrami. Komorki chtoniaka mogg nasladowaé komoérki Hodgkina i Reed-Sternberga

lub komorki anaplastycznego chtoniaka wielkokomoérkowego. Komorki chtoniaka moga mie¢ jadra
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wieloptatowe lub w ksztatcie koniczyny. Sg to zwykle przypadki pozawegztowe (np. pierwotny
chtoniak §rodpiersia z komorek B). W innych przypadkach komorki chtoniaka sa mniejsze niz typowe
duze komorki limfoidalne (tak zwane mate centroblastyczne). W rzadkich przypadkach (<1%)
komorki chtoniaka maja wyglad sygnetu (nasladujgc komorki raka zotadka) lub sg wrzecionowate
(nasladujac migsaka). W innych przypadkach moga wystgpowacé ziarnistosci cytoplazmatyczne,
wypustki mikrokosmkowe (,,guz ukwiatow”) lub potaczenia migdzykomorkowe obserwowane pod
mikroskopem elektronowym [61].

Rozrost o charakterze rozlanym zajmuje zazwyczaj caly wezet 1 nacieka tkanke
okotoweztowa. Niekiedy naciek jest ograniczony do cze$ci wezta lub zajmuje tylko zatoki. We

wszystkich wariantach moze wystgpowaé domieszka komorek T i/lub histiocytow [1].

5.4. Rozpoznanie

Podstawg rozpoznania DLBCL jest wylacznie badanie histopatologiczne, do ktorego nalezy
pobra¢ caty wezet chtonny lub fragment zajetego narzadu. Oceng histopatologiczng nalezy rozszerzy¢
o badania immunofenotypowe z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalych. Naktada si¢ je na
skrawki materiatu histopatologicznego metodg immunohistochemiczng badz do zawiesiny komorek
uzyskanych z materialu bioptycznego w cytometrii przeptywowej. Immunofenotyp DLBCL jest
typowy dla komérek B: CD20+, CD22+, CD79+ oraz CD10+, BCL6+ (w wigkszosci przypadkow),
IRF4/MUMI1+ (w czesci przypadkow), cyklina D-. Niektore przypadki wykazujg ekspresje CD5+,
ktora zwigzana jest z ryzykiem rozsiewu pozaweztowego chtoniaka. Indeks proliferacyjny jest
wysoki, wynosi powyzej 40% a niekiedy nawet powyzej 90% [61].

Na podstawie badan profilu ekspresji genéw w DLBCL wyrdzniono dwa molekularne typy
DLBCL: typ z profilem charakterystycznym dla komoérek osrodkéw rozmnazania (Germinal centre
B-cell type — GCB type) oraz typ odpowiadajacy aktywowanym obwodowym limfocytom B
(Activated B-cell type — ABC type). Poszczegdlne typy powstaja na roznych onkogennych $ciezkach
molekularnych, r6znig si¢ migdzy sobg typem zaburzen chromosomowych i rokowaniem (lepsze
rokowanie w typie GCB). Istnieje mozliwos¢ wyodrgbnienia tych dwoch typow
immunohistochemicznie. Przypadki CD10+ (powyzej 30% komorek) lub CD10-, BCL6+, MUM1-
odpowiadaja typowi GCB. Pozostate uwaza si¢ za typy nie — GCB. Podzial immunofenotypowy
niedostatecznie koreluje z podziatem opartym na ocenie profilu ekspresji genow, ale jest akceptowany

1 powszechnie stosowany w pracowniach histopatologicznych ze wzgledu na lepsza dostepnos¢ [1].
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5.5. Objawy kliniczne

Wigkszo$¢ chorych na DLBCL zglasza si¢ do lekarza z powodu powigkszenia weztow
chlonnych (60%) 1/lub obecnosci guza w obszarze pozawezlowym (40%), a takze z powodu
obecnosci objawow ogolnych choroby. Powigkszone wezly chlonne sg zwykle niebolesne, skora nad
nimi pozostaje niezmieniona, rozmiarami przekraczaja $rednice 2 cm i wykazuja tendencj¢ do
zrastania si¢ w pakiety. Ogolnoustrojowe objawy ,,.B” (tj. goraczka, utrata masy ciala, poty nocne)
obserwuje si¢ u okolo 30% pacjentow, a poziom dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
1 beta-2-mikroglobuliny w surowicy jest podwyzszony u ponad potowy. Okoto 60 procent pacjentéw
bedzie prezentowa¢ DLBCL w zaawansowanym stadium (zwykle choroba III lub IV stopnia wg
Lugano), podczas gdy 40 procent ma chorobe stadium ograniczonym, zwykle definiowang jako te,
ktora moze by¢ zawarta w jednym polu napromieniania (tabela 3) [61]. Szpik kostny jest zajety
w okoto 10 - 25 procentach przypadkoéw [62]. W nawet 40% przypadkéw choroba pojawia si¢
w tkankach pozaweztowych pozaszpikowych [63]. Najczgstszym miejscem pierwotnej choroby
pozaweztowej jest zotadek lub przewdd pokarmowy, ale choroba moze dotyczy¢ praktycznie kazdej
tkanki, w tym jadra, kosci, tarczycy, $linianek, migdatkow, skory, watroby, piersi, nadnerczy, nerki,
jamy nosowej, przydatkdw ocznych, zatok przynosowych, szyjki macicy, pochwy i osrodkowego
uktadu nerwowego [64,65].

Pozostate objawy kliniczne u chorych na DLBCL zalezg od zaj¢cia procesem chorobowym
innych niz obwodowe wezty chlonne narzadéw limfatycznych i1 pozalimfatycznych. Znaczne
1 szybkie powickszanie si¢ §ledziony lub watroby moze wywota¢ bole brzucha. Nacieczenie watroby
moze spowodowac zoéttaczke. Zajecie szpiku kostnego, oprocz zwickszonej leukocytozy, moze si¢
objawia¢ niedokrwisto$cig i maloplytkowoscia. Rzadziej w takich przypadkach obserwuje si¢
leukopeni¢. Nalezy przy tym podkresli¢, ze niedokrwisto$¢ nie zawsze swiadczy o zajeciu procesem
chorobowym szpiku. Moze by¢ takze spowodowana zespotem wielu czynnikéw prowadzacych do
niedokrwistosci chorob przewlektych (ACD, anemia of chronic disorders), niedokrwisto$cia o
podtozu sekwestracyjnym w przebiegu znacznego powigkszenia §ledziony (hipersplenizm), a takze
wskutek ostrej lub przewlektej utraty krwi w przypadku lokalizacji chtoniaka w obrebie przewodu

pokarmowego i/lub towarzyszacej skazy krwotocznej matoptytkowej [58].

5.6. Leczenie i rokowanie

DLBCL jest chtoniakiem agresywnym, ale mozliwym do wyleczenia. Przezycie chorych bez
leczenia wynosi od kilku do kilkunastu miesigcy. Gdy stan ogélny chorego pozwala na

przeprowadzenie immunochemioterapii w pelnej intensywnosci dawki, jej realizacj¢ powinno si¢
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przeprowadzi¢ jak najszybciej bez wzgledu na wiek chorego, uzalezniajagc wybor strategii leczenia
od stopnia zaawansowania choroby i obecnos$ci okreslonych czynnikow rokowniczych. Leczeniem
z wyboru DLBCL o ograniczonym stopniu zaawansowania klinicznego (I-II wg Lugano, bez bulky
tumor) jest zastosowanie 2—4 cykli immunochemioterapii wedtug schematu R-CHOP (rytuksymab,
cyklofosfamid, doksorubicyna, winkrystyna, prednizon) co 21 dni oraz uzupeiniajaca radioterapia na
pola pierwotnej lokalizacji chtoniaka (35-40 Gy IF-RT [involved field radiotherapy]). Alternatywa
jest przedtuzenie immunochemioterapii do 6 cykli immunochemioterapii R-CHOP bez uzupehniajacej
radioterapii. W przypadku DLBCL o wigkszym stopniu zaawansowania (II z bulky tumor oraz
III-IV wg Lugano) postgpowaniem z wyboru jest zastosowanie 6—8 cykli immunochemioterapii
R-CHOP co 21 dni. Uzupetniajaca radioterapia na zajgte pola to postgpowanie opcjonalne i to tylko
wtedy, gdy choroba wyj$ciowa spetniata kryteria bulky (> 10 cm). U chorych na DLBCL, ktorzy nie
uzyskali odpowiedzi catkowitej po immunochemioterapii pierwszej linii, nalezy rozwazy¢
zastosowanie alternatywnej chemioterapii. Po zastosowaniu 2—4 cykli takiego leczenia chorego
nalezy kwalifikowa¢ do autologicznego przeszczepienia komorek krwiotworczych (ang. autologous
hematopoietic stemm cell transplant, auto-HSCT). Podobng strategie terapeutyczng zaleca si¢ takze
u kazdego chorego na DLBCL w przypadku nawrotu choroby [58,66].

Rokowanie ocenia si¢ w oparciu o Miedzynarodowy Indeks Prognostyczny (International
Prognostic Index — IPI; przedstawiony w tabeli 4). Niekorzystnymi czynnikami rokowniczymi sg
wiek powyzej 60 lat, staby ogdlny stan zdrowia pacjenta oceniany w oparciu o kryteria
zaproponowane przez ECOG - Eastern Cooperative Study Group (tabela 5), III lub IV stopien
zaawansowania klinicznego wg skali z Lugano, podwyzszone st¢zenie LDH w surowicy, zajecie
dwoch lub wigcej narzadéw pozawezlowych. Odsetek uzyskiwanych odpowiedzi catkowitych
u chorych w stopniu zaawansowania I-II wynosi prawie 100%, a przezy¢ 5-letnich - ponad 85%.
W przypadku zaawansowania choroby III-IV odsetek przezy¢ catkowitych wynosi okoto 75%,
a przezy¢ 5-letnich - 50-60%. Wigkszo$¢ nawrotéw choroby pojawia si¢ w pierwszych 3 latach jej
trwania, a tylko 10% z nich wystgpuje pdzniej niz 5 lat po zakonczeniu leczenia [58]. Po zakonczeniu
leczenia chorzy na DLBCL w remisji catkowitej sa okresowo obserwowani w celu monitorowania
powiktan leczenia i oceny mozliwego nawrotu. Czgstotliwos¢ 1 zakres tych wizyt zalezy od komfortu
zarOwno pacjenta, jak i lekarza. Nie przeprowadzono prospektywnych, randomizowanych badan
porownujacych rézne harmonogramy obserwacji. Ogolne podej$cie opiera si¢ na nastgpujacych

zalozeniach:

1. Wigkszo$¢ nawrotow wystepuje w ciggu pierwszych dwoch lat po zakonczeniu leczenia [67,68].
2. Nawroty sa zwykle objawowe i rzadko sa identyfikowane wytacznie na podstawie rutynowych

badan obrazowych [69].
33



3. Jesli nawrodt zostanie zauwazony kilka tygodni wczesniej z powodu bardziej intensywnego

monitorowania, jest mato prawdopodobne, aby poprawi¢ wyniki leczenia.

4. Planujac strategi¢ nadzoru po leczeniu, nalezy zadba¢ o ograniczenie liczby tomografii

komputerowej, szczegdlnie u 0s6b mtodszych, ze wzgledu na obawy zwigzane z ekspozycija na

promieniowanie i ryzykiem wystgpienia drugiego nowotworu [70].

Nawroty DLBCL najprawdopodobniej wynikajg z utrzymywania si¢ minimalnej choroby

resztkowej ponizej mozliwosci wykrycia w badaniach obrazowych. Apoptoza i martwica komorek

ztosliwych prowadzi do uwolnienia DNA guza do krwiobiegu. Sekwencjonowanie nowej generacji

(NGS) moze wykry¢ iokres§lic ilosciowo kragzace DNA guza (ctDNA). Sa to geny dla

immunoglobulin V, D, J zawierajace unikalne sekwencje, ktoére sa markerami klonalnosci.

Monitorowanie ctDNA identyfikuje pacjentow zagrozonych nawrotem przed wystgpieniem

klinicznych objawow choroby i1 skutkuje mniejszym obcigzeniem chorobg w momencie nawrotu

[71,72]. Wolne ctDNA jest obiecujacym biomarkerem do identyfikacji pacjentow z wysokim

ryzykiem niepowodzenia leczenia bez konieczno$ci narazenia pacjentow na promieniowanie

rentgenowskie.

Tabela 4. Migdzynarodowy wskaznik rokowniczy (IPI) dla agresywnych chioniakow nie-Hodgkina

Czynnik rokowniczy

Parametr r6znicujacy

wiek chorego

<60 lat vs >60 lat

stan sprawnosci chorego wg kryteriow ECOG

(tab. 5)

<DQvs>2

zaawansowanie kliniczne chtoniaka (tab. 3)

/1T vs 1I/TV

liczba pozaweztowych lokalizacji chioniaka

<1l vs>1

Aktywno$¢ LDH w surowicy <normy vs >normy

Grupy ryzyka Liczba obciazajacych czynnikow
matego <1

Posrednio matego 2

Posrednio duzego 3

duzego >4

Skroty: LDH — dehydrogenaza mleczanowa, ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group
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Tabela 5. Skala sprawnosci wg Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)

Stopien sprawnosci Definicja

0 prawidtowa sprawnos¢, zdolno$¢ wykonywania normalnych czynnosci

bez ograniczen

1 obecno$¢ objawéw choroby, mozliwos¢ chodzenia 1 zdolno$¢

wykonywania lekkiej pracy

2 zdolno$¢ wykonywania czynno$ci osobistych, niezdolno$¢ do pracy,

koniecznos$¢ spedzenia w 16zku mniej niz potowy dnia

3 ograniczona zdolno$¢ wykonywania czynnosci osobistych, koniecznos¢

spedzania w t6zku wigcej niz polowy dnia

4 koniecznos$¢ spedzania w t6zku catego dnia, koniecznos$¢ statej opieki z

powodu choroby

5 zgon

5.7. Nowe strategie leczenia

Badania nad inhibitorami punktéw kontrolnych w opornych na leczenie DLBCL
(RR DLBCL) byty jak dotad rozczarowujace, z niskimi wskaznikami odpowiedzi 1 krotkimi
remisjami. W badaniu klinicznym 1 fazy z uzyciem nivolumabu (humanizowane przeciwciato
monoklonalne swoiscie wigzace si¢ z receptorem PD-1 i blokujace jego funkcj¢) w RR DLBCL
catkowity odsetek odpowiedzi (ORR) wyniost 36% z mediang przezycia wolnego od progresji (PFS)
wynoszaca tylko 7 tygodni. Potaczenie nivolumabu z ipilimumabem (starszej generacji inhibitor
punktu kontrolnego anty-CTLA-4) dalo ORR 20% w RR DLBCL, z mediang PFS wynoszaca tylko
1,5 miesigca. W niedawno opublikowanym wieloosrodkowym badaniu II fazy z udzialem
121 pacjentow z RR DLBCL, ktorzy nie kwalifikowali si¢ do ASCT (Autologous Stem Cell
Transplant), badz ASCT si¢ nie powidédt ORR wynosity odpowiednio 10% 1 3% w 9 1 6 miesigcu
obserwacji. Jednak niektére podtypy pozaweztowych DLBCL, w tym chtoniak konczyn dolnych
DLBCL, pierwotny chioniak $rddpiersia i pierwotny chloniak o§rodkowego uktadu nerwowego moga
mie¢ wyzszg ekspresj¢ PD1 / PD-L1 1 lepiej reagowac na inhibitory punktéw kontrolnych niz inne.
Badania nad leczeniem RR DLBCL koncentrujg si¢ na tgczeniu inhibitorow punktoéw kontrolnych

z przeciwciatami anty-CD20, innymi przeciwciatami lub w potaczeniu z terapig CAR-T [73].
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W przypadku pacjentdow z chorobg RR terapia komoérkowa z uzyciem chimerycznych
receptorow antygenowych komorek T (CAR-T) odgrywa coraz wazniejsza i ewoluujacg role
w leczeniu. Chimeryczny receptor antygenowy CAR (ang. chimeric antygen receptor) to genetycznie
modyfikowane biatko receptorowe, sktadajace si¢ z fragmentu zewnatrzkomoérkowego wigzacego
docelowy antygen komorkowy za pomocg pojedynczego tancucha lekkiego, domeny rozdzielajace;,
domeny przezbtonowej oraz wewnatrzkomorkowej domeny sygnatowej. Rozpoznanie docelowego
antygenu przez limfocyty T zawierajace CAR (CAR-T) prowadzi do ich aktywacji niezaleznie od
kontekstu biatek wchodzacych w sktad zespotu zgodnosci tkankowej. Dzigki temu, limfocyty
CAR-T mogg rozpoznawa¢ antygeny 1 niszczy¢ komorki nowotworowe bez koniecznos$ci
wczesniejszego rozpoznawania antygendéw prezentowanych przez czasteczki MHC. Praktyczny
mechanizm dziatania terapii CAR-T jest niezwykle ciekawy. W pierwszej fazie — w specjalistycznym
procesie filtrowania krwi nastepuje izolowanie leukocytow, w tym limfocytéw T. Kolejny krok
stanowi ich zamrozenie oraz przekazanie do laboratorium, gdzie nast¢puje modyfikacja genetyczna
na drodze transdukcji. Przy pomocy nieaktywnego wektora wirusowego limfocyty T zostaja
genetycznie zaprogramowane, aby rozpoznawaly komorki nowotworowe. Do wnetrza limfocytow
wprowadza si¢ fragment DNA z genem kodujgcym receptor przeciw okreslonemu antygenowi. Na
ostatnim etapie przygotowan — nowo utworzone komoérki CAR-T ulegaja namnazaniu i trafiajg
z powrotem do krwi pacjenta. Tak zaprogramowane komoérki CAR-T sg w stanie rozpozna¢ komorki
nowotworowe, przytaczy¢ si¢ do nich, a nastepnie je zniszczy¢ [74,75]. Przed podaniem choremu
immunoterapii CAR-T stosuje si¢ tradycyjng chemioterapi¢ — w celu zmniejszenia liczby limfocytow
wystepujacych w organizmie pacjenta. Badania wczesnej fazy roznych konstruktow CART-19
drugiej generacji ukierunkowanych na CD19 zastosowanych w przypadkach DLBCL opornych na
leczenie doprowadzily do zatwierdzenia przez FDA preparatow Kymriah 1 Yescarta stosowanych
w kolejnych liniach leczenia. Obecnie trwajg wczesne testy CAR trzeciej 1 czwartej generacji, w tym
takich z wiecej niz jednym celem i wieloma domenami kostymulujgcymi. CAR-T stanowi realng
i bardzo obiecujacg terapi¢ RR DLBCL, w tym chorob¢ zmieniong przez MYC, i jest obszarem
aktywnych badan [76].
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6. Zatozenia i cel pracy

Aktualne doniesienia naukowe potwierdzaja, ze szlak receptora i ligandu programowanej
$mierci komorki (PD-1/PD-L1) jest szlakiem immunologicznego punktu kontrolnego, ktéry odgrywa
wazng role w utrzymaniu samotolerancji i kontroli nadmiernej odpowiedzi immunologicznej.
Wiagzanie PD-1/PD-L1 prowadzi do aktywacji kluczowej S$ciezki autotolerancji zaréwno
w komorkach odpornosciowych, jak i w komoérkach nowotworowych. W niektorych typach
nowotworow omawiany szlak moze by¢ wykorzystywany do thumienia przeciwnowotworowych
odpowiedzi immunologicznych poprzez deregulacje $ciezek przezycia i proliferacji. Komorki
nowotworowe w celu przetrwania wyksztalcaja mechanizmy zapobiegajace rozpoznaniu ich przez
elementy uktadu odpornosciowego. Wykazuja réwniez zdolno$¢ do modulowania wlasnego
mikrosrodowiska oraz wlasnego fenotypu poprzez ekspresje elementow rozpuszczalnych
1 powierzchniowych, w celu hamowania funkcji komoérek efektorowych. Ligandy dla receptora
PD-1, czyli PD-L1 lub PD-L2 sg wyrazane na r6znych komoérkach odpornosciowych (makrofagach,
komorkach dendrytycznych i limfocytach w mikrosrodowisku guza) oraz na samych komorkach
nowotworowych. Receptor PD-1 po zwigzaniu z ligandami przekazuje sygnaly hamujace w celu
ostabienia proliferacji 1 funkcji komorek T, co prowadzi do wyczerpania komorek T, braku dziatania
cytotoksycznego i braku niszczenia komorek nowotworowych.

Terapie oparte na blokowaniu receptora PD-1 badZz ligandu PD-L1 z wykorzystaniem
swoistych przeciwcial monoklonalnych okazaty si¢ uderzajaco skuteczne w walce z niektorymi
nowotworami, szczegdlnie z niedrobnokomoérkowym rakiem pluca, rakiem nerki, czerniakiem
i chtoniakiem Hodgkina. Ograniczone sa doniesienia naukowe dotyczace ekspresji ligandu PD-L1 na
komorkach nowotworowych chtoniakéw nieziarniczych oraz zastosowania wyzej wymienionych
przeciwcial w tych jednostkach chorobowych. Zatozeniem niniejszej pracy doktorskiej jest ocena
ekspresji PD-L1 u pacjentéw z rozpoznanym chtoniakiem grudkowym (FL) oraz rozlanym
chtoniakiem z duzych limfocytow B (DLBCL). Waznym zatozeniem jest rowniez korelacja ekspresji
PD-L1 z wybranymi danymi kliniczno - patologicznymi w celu okreslenia znaczenia ekspresji
PD-L1 jako czynnika predykcyjnego w omawianych chorobach. Analiza tych zalezno$ci poszerzy
wiedze o chioniaku grudkowym oraz rozlanym chioniaku z duzych limfocytow B oraz wskaze na

mozliwo$¢ zastosowania oznaczenia ligandu PD-L1 jako czynnika predykcyjnego w tych chorobach.
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Biorac pod uwage powyzsze informacje wyznaczono nastepujace cele:

1. Oceng ekspresji PD-L1 w grupie pacjentéw z rozpoznanym chloniakiem grudkowym i chtoniakiem
rozlanym z duzych limfocytow B.

2. Analize zalezno$ci pomiedzy badanym markerem i1 parametrami kliniczno-patologicznymi:
stezeniem hemoglobiny we krwi, stezeniem LDH w surowicy krwi, stopniem w skali Ann Arbour,
ryzykiem FLIPT lub IPI, stopniem w skali sprawno$ci ECOG, indeksem proliferacyjnym nowotworu
z zastosowaniem oznaczenia Ki67.

3. Wykazanie prawdopodobnego zastosowania ekspresji PD-L1 jako czynnika predykcyjnego

w omawianych chorobach.
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7. Materiat 1 metodyka

7.1. Charakterystyka grupy badane;j

Badanie ma charakter retrospektywny i polega na ocenie ekspresji biatka PD-L1 metoda
immunohistochemiczng w materiale pooperacyjnym pacjentéw z rozpoznanym chtoniakiem
grudkowych i1 chioniakiem rozlanym z duzych limfocytow B. Do badan wykorzystano materiat
zgromadzony w archiwum Zakladu Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu w postaci utrwalonych wycinkéw tkankowych zatopionych w bloczki
parafinowe. Material tkankowy stanowity w wigkszosci wezty chlonne (53 przypadki) oraz
w mniejszosci inne guzy, w tym: 3 migdatki podniebienne, guz skéry podudzia lewego, guz uda
prawego, 1 guz Sledziony.

Grupa badana sktadata si¢ z 59 pacjentow. Byly to osoby, u ktérych zdiagnozowano jeden z
dwoch typow nowotworu — chtoniaka grudkowego lub chioniaka rozlanego z duzych limfocytow B.
Wigkszos¢ grupy stanowili mezczyzni (55,9%; 33 osoby), za$ kobiet byto 26, czyli 44,1% grupy.
Sredni poziom wieku w grupie wyniést M=63,49 lat, przy odchyleniu standardowym SD=15,15.
Najmlodsza osoba w grupie miata 25 lat, za§ najstarsza — 88 lat. Najliczniejsza grupe wiekowa
stanowily osoby w przedziale wiekowym 60-70 lat (40,70%; 24 osoby), a osoby powyzej 60 roku
zycia stanowity tacznie prawie 70% calej proby badane;.

W celu doktadnej analizy ekspresji PD-L1 pacjentow podzielono na dwie grupy wedlug
rozpoznania histopatologicznego: pacjentoéw z chtoniakiem grudkowym ($rednia wieku 52,5; 7 kobiet
1 19 me¢zczyzn) 1 pacjentow z chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytéw B ($rednia wieku 54,5;

19 kobiet i 14 mgzczyzn).

Tabela 6. Analiza grupy badanej pod kqtem

rozktadu ptci
Ple¢ N %
kobieta 26 44,1 _
« kobieta
mezczyzna 33 55,9
Og(’)lem 59 100,0 mezczyzna

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy
Rycina 4. Wykres prezentujgcy wyniki analizy
grupy badanej pod kqtem rozktadu pici
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Tabela 7. Analiza podstawowych statystyk opisujqcych poziom wieku badanej grupy

N M SD MIN MAX
wiek 59 63,49 15,15 25,00 88,00

N - liczebnos¢ grupy, M - srednia, SD - odchylenie standardowe, MIN - wartos¢ najmniejsza, MAX

- wartos¢ najwieksza

Tabela 8. Analiza grupy badanej pod kqgtem 45 00%

40,70%
rozktadu wieku 40,00% 7
35,00%
Wiek N % 30,00%
25,00%
20-30 2 3.4 20.00%
15,00% 11,90%
30-40 4 6,8 10,00%
40-50 7 11,9 >,00%
0,00%
50-60 5 8,5
60-70 24 40,7
70-80 9 153 Rycina 5. Wykres prezentujqcy wyniki analizy
80-100 8 13,6 grupy badanej pod kqtem rozktadu wieku
Ogotem 59 100,0

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek
grupy

U wszystkich pacjentéw na podstawie dostepnej dokumentacji medycznej analizowane byty
wyniki badan laboratoryjnych wykonywanych w momencie rozpoznania, takie jak stezenie
hemoglobiny we krwi, stezenie LDH w surowicy krwi oraz dane kliniczne okreslajace
zaawansowanie procesu nowotworowego, takie jak stopien w skali Ann Arbour, ryzyko FLIPI lub
IPI, stopien w skali sprawnosci ECOG, indeks proliferacyjny nowotworu z zastosowaniem
oznaczenia Ki67. Dodatkowo dla grupy pacjentéw z FL analizowano stopien zto§liwosci nowotworu
okreslany podczas badania histopatologicznego na podstawie liczby centroblastow (tab. 1).
Wszystkie dane kliniczne oraz laboratoryjne zostaly zebrane w utworzong baz¢ danych i poddane
analizie statystycznej, a jej efekty przedstawiono w rozdziale Wyniki.

Na przeprowadzenie badan zostala udzielona zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu

Medycznego we Wroctawiu Nr 99/2019.
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7.2. Metoda oceny ekspresji PD-L1

Reakcje immunohistochemiczng przeprowadzono w Zaktadzie Patomorfologii i Cytologii
Klinicznej za pomocg aparatu Autostainer Link 48 firmy Dako-Agilent przy uzyciu przeciwciata anty
PD-L1 (klon 22C3), nr kat. M3653, izotyp: IgG1 firmy Dako-Agilent. Przeciwciata Monoclonal
Mouse Anti-Human PD-L1, Clone 22C3, sg przeznaczone do stosowania w immunohistochemii do
znakowania bialka PD-L1 w prawidlowych i zmienionych nowotworowo tkankach utrwalonych
uprzednio w formalinie 1 zatopionych w parafinie. Preparaty tkankowe zostaty skrojone na skrawki

o grubosci 4,5um. Zastosowane rozcienczenie przeciwciata to 1:50.

Procedura barwienia objeta nastepujace etapy:

1) Odmaskowanie epitopu polegajace na zanurzeniu skrawkow tkankowych umieszczonych na
szkietkach podstawowych w rozcienczonym odczynniku EnVision™ FLEX Target Retrieval
Solution, Low pH (50x) nr kat K8005 i ogrzewaniu — w aparacie PT Link (97°C) przez 30 minut,

2) Pozostawienie skrawkéw w aparacie PT Link, do spadku ich temperatury do 65° C,

3) Wyjecie szkietek ze zbiornika aparatu PT Link i zanurzenie szkietek w naczyniu z rozcienczonym
buforem Dako Wash Buffer (10x), nr kat. S3006, o temperaturze pokojowe;j,

4) Pozostawienie zanurzonych szkietek w rozcienczonym buforze Dako Wash Buffer (10x), przez
1-5 minut,

5) Umieszczenie szkietek w aparacie Dako Autostainer, pokrycie skrawkow buforem Dako Wash
Bufter (10x%)

6) Inkubowanie skrawkoéw tkankowych z rozcienczonym przeciwcialem anty PD-L1 przez 30 minut
w temperaturze pokojowej,

7) Wizualizacja reakcji immunohistochemicznej z zastosowanie systemu EnVision™
a) Inkubacja z EnVision™ FLEX HRP - 30 minut w temperaturze pokojowe;j.

b) Inkubacja z EnVision™ FLEX+ Mouse (LINKER) (nr kat. K8021/K8022) - 30 minut
w temperaturze pokojowe;.

¢) Inkubacja z DAB Enhancer (S196131-2) - 5 minut w temperaturze pokojowe;.

d) Barwienie kontrastowe z uzyciem EnVision™ FLEX Hematoxylin (nr kat. K8008/K8018).

8) Odwodnienie preparatow w szeregu alkoholowym, oczyszczenie w ksylenie, trwate zamknigcie

preparatow za pomoca tasmy syntetycznej (SCA Coversliping Film 70, nr kat. 4770).

Réwnolegle z reakcjami THC na materiale badanym przeprowadzono reakcje kontrolne przy
zachowaniu tego samego protokotu. Material do kontroli dodatniej stanowily migdatki, odczyn

btonowy zaobserwowano w przypadku komoérek uktadu immunologicznego oraz komoérek
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pochodzenia nabtonkowego. Wynik reakcji byl zgodny z danymi literaturowymi dotyczgcymi
ekspresji PD-L1 w tkankach prawidtowych.

Ekspresja PD-L1 w badanym materiale zostala oceniona przy pomocy mikroskopu
optycznego Olympus cx41 (obiektywy o powiekszeniu 10-40x). W ocenie uwzgledniono widoczny
odczyn blonowy komorek guza. Ekspresja biatka PD-L1 zostata okreslana przy uzyciu skali stopnia
wybarwienia guza (ang. Tumor Proportion Score, TPS), ktora okresla odsetek zywotnych komorek
nowotworowych wykazujacych czesciowy lub catkowity odczyn btonowy o dowolnym nasileniu.
Skale zaprezentowano w tabeli 9. Komorki tkanki nekrotycznej oraz komorki uktadu
immunologicznego zwigzane z guzem wykazujace dodatnig reakcje z PD-L1 nie byly zliczane.

Poziom ekspresji PD-L1 zostat wyliczony z uzyciem ponizszego wzoru.

S Liczba komérek z dodatnig ekspresjg PD — L1(komérki nowotworowe) « 100%
B Catkowita liczba zywotnych komo6rek nowotworowych °

Tabela 9. Tumor Proportion Score, TPS

Skala stopnia wybarwienia guza (TPS)

Poziom ekspresji PD-L1 TPS < 1% TPS 1% — 49% TPS > 50%
Stan ekspresji PD-L1 Brak ekspresji | Niski poziom ekspresji | Wysoki poziom ekspresji
PD-L1 PD-L1 PD-L1
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7.3. Analiza statystyczna

Opracowanie wynikow opierato si¢ na analizie statystycznej cech mierzalnych (ilo§ciowych)
1 niemierzalnych (jakosciowych). Dla wszystkich parametréw mierzalnych (ilosciowych)
wyznaczono podstawowe statystyki opisowe: $rednig, mediang, odchylenie standardowe, warto$¢
najwicksza 1 najmniejsza, dla parametrow jakosciowych: czegstos¢ 1 procent. Weryfikacje
wystepowania zwigzkow pomigdzy zmiennymi jako$ciowymi przeprowadzono za pomoca tabel
krzyzowych z wykorzystaniem testu Chi-Kwadrat Pearsona oraz Ilorazu Wiarygodnos$ci
Chi-kwadrat. Site zwigzkéw mierzono za pomocg wspotczynnika V Cramera. Przyjeto poziom
istotnosci p=5% wskazujacy na wystepowanie istotnych statystycznie zwigzkow badz roéznic. Analize
statystyczng przeprowadzono przy wykorzystaniu oprogramowania SPSS v 26 oraz pakietu MS
Office.
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8. Wyniki
8.1. Ekspresja PD-L1 w preparatach tkankowych grupy badanej

| 0,1 mm

Rycina 6. Ekspresja PD-L1<1% u pacjenta z FL ( powigkszenie 400%)

0,1 mm

Rycina 7. Ekspresja PD-L1 1 - 49% u pacjenta z FL ( powigkszenie 400%)
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Rycina 9. Ekspresja PD-L1 <1% u pacjenta z DLBCL ( powigkszenie 400x)

45



. S SRR A ™ ] ¥
I‘ > 4 e o P » 4
g ¥ « | & " -
e L E > " .i‘%* 7
§ . & BT 2 AN - *
R LT T bl XAk e .
1 1N & ¢ B o Y £ e B
e O ita) By s 5§
L . ,{y % g o w0 D' s Acl <
- \Q & & . 2. OF .
L4 g e oNeu 13 . O .
* ] . wiat B a® 1_;' N £
P y o B e
- e o~ o ¢

s R ¥ 2
R VL1 o e
‘-; 'r - g v ey . & Q’”’ - QV' e
" n \3 V - B
= ' [ A’_ P 9“‘-&« =
i e _.,' 5 & ™ 4 - -
3 ey -
" . ﬁ % P .%e 3% 4
ﬁ ; ..4. e * L “ b .
LY - -<* i &
" Y K # R $ =
: EOCT AL ;
L AT PO TEE
-, 1 e i . N
el s o0 % &
._' & ‘t’ r \ 9 ,.'_‘r,' b L ’n?‘ 'lq' (3 &
» L3 il e wh Ve T2 e o
% eSO e
LS T Son 8 Glata
E oo g -, 'W" Frpes
v & e & 1 £5 WY Vs ﬁ\’r-

Ay At G Pt N LT ™ T A A
L@ - T 30,54 ¢

) WAL A ..

Rycina 10. Ekspresja PD-L1 1 - 49% u pacjenta z DLBCL ( powigkszenie 400%)
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Rycina 11. Ekspresja PD-L1 >50% u pacjenta z DLBCL ( powigkszenie 400x%)
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8.2. Analiza pordwnawcza poziomu ekspresji

PD-L1 pomigdzy grupa pacjentow ze

zdiagnozowanym chloniakiem grudkowym a grupa pacjentéw ze zdiagnozowanym

chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytow B

Tabela 10. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy zdiagnozowanym typem chloniaka a poziomem

ekspresji PD-L1
PDL1
Rodzaj chtoniaka | brak ekspres;ji niski poziom ekspresji | wysoki poziom ekspresji | Ogolem
PD-LI PD-L1 PD-LI
N 17 7 2 26
FL 100,00
% 65,38% 26,92% 7,69%
%
N 2 18 13 33
DLBCL 100,00
% 6,06% 54,55% 39,39%
%
N 19 25 15 59
Ogobltem 100,00
% 32,20% 42,37% 25,42% o
(V]

¥2=26,74; df=2; p<0,001; VC=0,641; p<0,001

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, x2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat, df - ilos¢

stopni swobody, p - poziom istotnosci, VC - poziom wspotczynnika korelacji V Cramera

W wyniku przeprowadzenia analizy odnotowano obecno$¢ istotnych statystycznie zwigzkow

pomiedzy zdiagnozowanym typem chtoniaka a poziomem ekspresji PD-L1. Obserwuje si¢, ze

odsetek 0soOb charakteryzujacych si¢ brakiem ekspresji PD-L1 byl wyzszy w grupie ze

zdiagnozowanym FL (65,38%; 17 oso6b) niz w grupie o0sob ze zdiagnozowanym DLBCL

(6,06%; 2 osoby). Niski poziom ekspresji PD-L1 czesciej wystepowat w grupie pacjentow z DLBCL

(54,55%; 18 0sob) niz w grupie pacjentow z FL (26,92%; 7 0sdb), a wysoki poziom ekspresji rowniez

byl wyzszy u pacjentéw z DLBCL (39,39%; 13 os6b) niz w grupie pacjentéw z FL (7,69%; 2 osoby).

Zwiazek poparto testem: y2=26,74; df=2; p<0,001; VC=0,641; p<0,001, a sita korelacji mierzona

wspolczynnikiem V Cramera jest wysoka.
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B brak ekspresji PD-L1 E niski poziom ekspresji PD-L1 wysoki poziom ekspresji PD-L1

DLBCL

FL

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Rycina 12. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomiedzy zdiagnozowanym typem

chtoniaka a poziomem ekspresji PD-L1

8.3. Analiza zwigzkéw pomigdzy poziomem ekspresji PD-L1 a wskazaniami najwazniejszych
prognostycznych parametrow  kliniczno-patologicznych w  grupie pacjentow  ze

zdiagnozowanym chtoniakiem grudkowym

Tabela 11. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wiekiem badanych a poziomem ekspresji PD-L1

w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chloniakiem grudkowym

PD-L1 FL
wiek brak ekspresji niski poziom wysoki poziom Ogotem
PD-LI ekspresji PD-L1 ekspresji PD-L1
N 9 4 0 13
<=60
% 69,23% 30,77% 0,00% 100,00%
N 8 3 2 13
>60
% 61,54% 23,08% 15,38% 100,00%
N 17 7 2 26
Ogodltem
% 65,38% 26,92% 7,69% 100,00%
¥2=2,98; df=2; p=0,226

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, X2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat, df - ilos¢

stopni swobody, p - poziom istotnosci

W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych

statystycznie zwigzkow pomiedzy wiekiem a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).
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brak ekspresji PD-L1 & niski poziom ekspresji PD-L1 wysoki poziom ekspresji PD-L1

60 |V e 23,08% 15,38%

<so | 39977, 0'030

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Rycina 13. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomigdzy wiekiem a poziomem ekspresji

PD-L1

Tabela 12. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy stwierdzonym stopniem ztosliwosci choroby

a poziomem ekspresji PD-L1 w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chioniakiem grudkowym

PD-L1 FL
stopien ztosliwosci (liczba | mniski poziom |wysoki poziom
brak ekspresji . . Ogotem
centroblastow) ekspresji ekspresji
PD-L1
PD-L1 PD-L1
N 5 1 0 6
Gl
% 83,33% 16,67% 0,00% 100,00%
N 10 1 0 11
G2
% 90,91% 9,09% 0,00% 100,00%
N 2 5 2 9
G3
% 22,22% 55,56% 22,22% 100,00%
N 17 7 2 26
Ogodtem
% 65,38% 26,92% 7,69% 100,00%
x2=13,06; df=4; p=0,011; VC=0,481; p=0,017

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, x2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat, df -

ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci, VC - poziom wspotczynnika korelacji V Cramera

W wyniku przeprowadzenia analizy odnotowano obecno$¢ istotnych statystycznie zwigzkow
pomiegdzy stwierdzonym stopniem ztosliwosci choroby a poziomem ekspresji PD-L1. Obserwuje si¢,
ze brak ekspresji PD-L1 byl zdecydowanie czestszy w grupach osob ze stwierdzonym niskim

stopniem ztosliwosci — G1 (83,33%; 5 osob) oraz posrednim stopniem zosliwosci — G2 (90,91%;
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10 osob). Obie te grupy charakteryzowat rowniez zerowy odsetek wystapien wysokiego poziomu
ekspresji PD-L1. Natomiast w grupie pacjentow ze stwierdzonym wysokim stopniem zto§liwos$ci
choroby — G3 najczesciej obserwowano niski stopien ekspresji PD-L1 (55,56%; 5 osob), za$§ brak
oraz wysoki poziom ekspresji wystapily z taka samg czestoscia (22,22%; 2 osoby). Zwiazek poparto
testem: ¥2=13,06; df=4; p=0,011; VC=0,481; p=0,017, a sita korelacji mierzona wspotczynnikiem

V Cramera jest umiarkowana.

brak ekspresji PD-L1 & niski poziom ekspresji PD-L1 wysoki poziom ekspresji PD-L1

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Rycina 14. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomiedzy stwierdzonym stopniem

ztosliwosci choroby a poziomem ekspresji PD-L1

Tabela 13. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy poziomem Hb a poziomem ekspresji PD-L1 w grupie

pacjentow ze zdiagnozowanym chioniakiem grudkowym

PD-L1 FL
wysoki
niski poziom
Hb (cut off =12) brak ekspresji - poziom Ogotem
ekspresji -
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1
N 4 2 1 7
ponizej normy
% 57,14% 28,57% 14,29% 100,00%
N 13 5 1 19
W normie
% 68,42% 26,32% 5,26% 100,00%
N 17 7 2 26
Ogotem
% 65,38% 26,92% 7,69% 100,00%
¥2=0,59; df=2; p=0,744

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, X2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat, df - ilos¢

stopni swobody, p - poziom istotnosci
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W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych

statystycznie zwigzkéw pomiedzy poziomem Hb a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).

brak ekspresji PD-L1

[ niski poziom ekspresji PD-L1

wysoki poziom ekspresji PD-L1

W normie

68,42%

26,32%

5.26

ponizej normy F

57,14%

28,57%

14,29% ‘

0% 10%

20%

40% 50%

60% 70% 80%

90%  100%

Rycina 15. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomiegdzy poziomem Hb a poziomem

ekspresji PD-L1

Tabela 14. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali Ann Arbour a poziomem ekspresji

PD-LI1 w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chioniakiem grudkowym

PD-L1 FL
wysoki
niski poziom
Ann Arbour brak ekspresji - poziom Ogotem
ekspresji -
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1
stadium ograniczone N 8 0 0 8
choroby % 100,00% 0,00% 0,00% 100,00%
stadium zaawansowane N 9 7 2 18
choroby % 50,00% 38,89% 11,11% 100,00%
N 17 7 2 26
Ogotem
% 65,38% 26,92% 7,69% 100,00%

x2=8,59; df=2; p=0,014; VC=0,485; p=0,047

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, x2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat, df - ilos¢

stopni swobody, p - poziom istotnosci, VC - poziom wspotczynnika korelacji V Cramera
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W wyniku przeprowadzenia analizy odnotowano obecno$¢ istotnych statystycznie zwigzkow
pomie¢dzy wynikiem na skali Ann Arbour a poziomem ekspresji PD-L1. Obserwuje si¢, ze osoby,
ktorych wynik na skali Ann Arbour wskazywal na ograniczone stadium choroby bez wyjatku
charakteryzowaly si¢ brakiem ekspresji PD-L1. Wsérod oséb w zaawansowanym stadium choroby
brak ekspresji zaobserwowano juz tylko u 50% osob, niska ekspresja wystgpita u 38,89% pacjentow,
a wysoka ekspresja u 11,11% badanych. Zwigzek poparto testem: %2=8,59; df=2; p=0,014;

VC=0,485; p=0,047, a sila korelacji mierzona wspotczynnikiem V Cramera jest umiarkowana.

brak ekspresji PD-L1 niski poziom ekspresji PD-L1 wysoki poziom ekspresji PD-L1

stadium zaawansowane choroby

| 3889%

stadium ograniczone choroby

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Rycina 16. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomigdzy wynikiem na skali Ann Arbour
a poziomem ekspresji PD-L1
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Tabela 15. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali ECOG a poziomem ekspresji

PD-L1 w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chioniakiem grudkowym

PD-L1 FL
wysoki
| niski poziom .
Skala ECOG brak ekspresji - poziom Ogotem
ekspresji -
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1
N 13 3 1 17
<2,00
% 76,47% 17,65% 5,88% 100,00%
N 4 4 1 9
>=2,00
% 44,44% 44,44% 11,11% 100,00%
N 17 7 2 26
Ogotem
% 65,38% 26,92% 7,69% 100,00%
¥2=2,66; df=2; p=0,265

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, x2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat,

df - ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci

W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych

statystycznie zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali ECOG a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).

brak ekspresji PD-L1

>=2,00

& niski poziom ekspresji PD-L1

wysoki poziom ekspresji PD-L1

<2,00

0% 10% 20%

40% 50%

60% 70%

90%

Rycina 17. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali ECOG

a poziomem ekspresji PD-L1




Tabela 16. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali FLIPI a poziomem ekspresji

PD-L1 w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chioniakiem grudkowym

PD-L1 FL
wysoki
__| niski poziom .
Ryzyko FLIPI brak ekspresji - poziom Ogotem
ekspresji -
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1
. ) N 2 2 0 4
grupa ryzyka matego

% 50,00% 50,00% 0,00% 100,00%

grupa ryzyka N 8 1 1 10
posrednio matego % 80,00% 10,00% 10,00% 100,00%

grupa ryzyka N 5 3 1 9
posrednio duzego % 55,56% 33,33% 11,11% 100,00%
fa dus N 2 1 0 3
grupa ryzyka duzego

% 66,67% 33,33% 0,00% 100,00%

N 17 7 2 26

Ogoblem
% 65,38% 26,92% 7,69% 100,00%
v2=4,07; df=6; p=0,668

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, X2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat,

df - ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci

W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych

statystycznie zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali FLIPI a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).
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Rycina 18. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali FLIPI
a poziomem ekspresji PD-L1



Tabela 17. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy poziomem ekspresji Ki67 a poziomem ekspresji

PD-L1 w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chioniakiem grudkowym

PD-L1 FL
wysoki
. | niski poziom .
Ki67(%) brak ekspresji - poziom Ogotem
ekspresji -
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1

N 2 1 0 3
0-10

% 66,67% 33,33% 0,00% 100,00%

N 2 0 0 2
10-20

% 100,00% 0,00% 0,00% 100,00%

N 2 1 0 3
20-30

% 66,67% 33,33% 0,00% 100,00%

N 0 1 1 2
30-40

% 0,00% 50,00% 50,00% 100,00%

N 1 0 0 1
40-50

% 100,00% 0,00% 0,00% 100,00%

N 1 1 0 2
50-60

% 50,00% 50,00% 0,00% 100,00%

N 1 0 0 1
70-80

% 100,00% 0,00% 0,00% 100,00%

N 9 4 1 14

Ogodtem
% 64,29% 28,57% 7,14% 100,00%
x2=10,07; df=12; p=0,610

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, X2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat,

df - ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci

W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych

statystycznie zwigzkow pomiedzy poziomem ekspresji Ki67 a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).
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Rycina 19. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomigdzy poziomem ekspresji Ki67

a poziomem ekspresji PD-L1

Tabela 18. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy poziomem LDH a poziomem ekspresji PD-L1

w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chloniakiem grudkowym

PD-L1 FL
wysoki
niski poziom
LDH (cut off = 240) brak ekspresji y poziom Ogolem
ekspresji -
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1
N 5 2 0 7
<240
% 71,43% 28,57% 0,00% 100,00%
N 6 1 1 8
>240
% 75,00% 12,50% 12,50% 100,00%
N 11 3 1 15
Ogotem
% 73,33% 20,00% 6,67% 100,00%
x2=1,75; df=2; p=0,417

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, x2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat,

df - ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci

W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecno$ci istotnych
statystycznie zwigzkéw pomiedzy poziomem LDH a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).
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Rycina 20. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomiedzy poziomem LDH a poziomem
ekspresji PD-L1

8.4. Analiza zwigzkéw pomigdzy poziomem ekspresji PD-L1 a wskazaniami najwazniejszych
prognostycznych parametrow kliniczno-patologicznych w  grupie pacjentoéw  ze

zdiagnozowanym chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytow B

Tabela 19. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wiekiem badanych a poziomem ekspresji PD-L1

w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chloniakiem rozlanym z duzych limfocytow B

PD-L1 DLBCL
wysoki
) niski poziom
wiek brak ekspresji - poziom Ogotem
ekspresji -
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1
N 0 3 2 5
<=60
% 0,00% 60,00% 40,00% 100,00%
N 2 15 11 28
>60
% 7,14% 53,57% 39,29% 100,00%
N 2 18 13 33
Ogotem
% 6,06% 54,55% 39,39% 100,00%
x2=0,69; df=2; p=0,709

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, X2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat,

df - ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci




W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych

statystycznie zwigzkéw pomiedzy wiekiem a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).

wysoki poziom ekspresji PD-L1

& niski poziom ekspresji PD-L1

brak ekspresji PD-L1

>60

<=60
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Rycina 21. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomigdzy wiekiem a poziomem ekspresji

PD-L1

Tabela 20. Wyniki analizy zwigzkow pomigdzy poziomem Hb a poziomem ekspresji PD-L1 w grupie

pacjentow ze zdiagnozowanym chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytow B

PD-L1 DLBCL
R wysoki
__ | niski poziom .
Hb (cut off = 12) brak ekspresji - poziom Ogotem
ekspresji
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1
o N 0 3 3 6
ponizej normy
% 0,00% 50,00% 50,00% 100,00%
N 2 15 10 27
W normie
% 7,41% 55,56% 37,04% 100,00%
N 2 18 13 33
Ogodltem
% 6,06% 54,55% 39,39% 100,00%
¥2=1,03; df=2; p=0,598

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, x2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat,

df - ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci

W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych

statystycznie zwigzkow pomiedzy poziomem Hb a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).




£ brak ekspresji PD-L1 niski poziom ekspresji PD-L1 wysoki poziom ekspresji PD-L1

g \ §
wnormie | (/A8 55,56% 37,04% &\\

ponizej normy
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Rycina 22. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomiedzy poziomem Hb a poziomem
ekspresji PD-L1

Tabela 21. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali Ann Arbour a poziomem ekspresji

PD-L1 w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chloniakiem rozlanym z duzych limfocytow B

PD-L1 DLBCL
wysoki
brak niski poziom
Ann Arbour poziom Ogotem
ekspresji ekspresji -
ekspresji
PD-L1 PD-L1
PD-L1
stadium ograniczone N 2 5 7 14
choroby % 14,29% 35,71% 50,00% 100,00%
stadium zaawansowane N 0 13 6 19
choroby % 0,00% 68,42% 31,58% 100,00%
N 2 18 13 33
Ogotem
% 6,06% 54,55% 39,39% 100,00%
v2=5,77; dt=2; p=0,056;

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, X2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat,

df - ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci,

W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych
statystycznie zwigzkéw pomiedzy wynikiem na skali Ann Arbour a poziomem ekspresji PD-L1
(p>0,05), jednak wyniki wskazuja na wystepowanie tendencji na poziomie p=0,052 mowiacej, ze
odsetek osob charakteryzujacych si¢ brakiem ekspresji PD-L1 jest wyzszy w grupie osob w
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ograniczonym stadium choroby (14,29%:; 2 osoby) niz w grupie w zaawansowanym stadium choroby
(0%). Niski poziom ekspresji dwukrotnie cze$ciej wystepowat juz u oséb w zaawansowanym stadium
choroby (68,42%; 13 0s6b) niz u oséb w ograniczonym stadium (35,71%; 5 oséb). Co ciekawe,
wyzszy odsetek wystgpien wysokiego poziomu ekspresji PD-L1 zaobserwowano w grupie w
ograniczonym stadium choroby (50%; 7 os6b) niz u os6b w zaawansowanym stadium choroby

(31,58%; 6 0s6b).

[ brak ekspresji PD-L1 niski poziom ekspresji PD-L1 wysoki poziom ekspresji PD-L1

A ; "
stadium zaawansowane choroby || 68,42% 31,58% f@
o 0,00% \

stadium ograniczone choroby 3,71% 50,00% \
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Rycina 23. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali Ann Arbour
a poziomem ekspresji PD-L1

Tabela 22. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali ECOG a poziomem ekspresji

PD-L1 w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chioniakiem rozlanym z duzych limfocytow B

PD-L1 DLBCL
wysoki
niski poziom
Skala ECOG brak ekspresji - poziom Ogotem
ekspresji -
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1
N 2 16 11 29
<2,00
% 6,90% 55,17% 37,93% 100,00%
N 0 2 2 4
>=2,00
% 0,00% 50,00% 50,00% 100,00%
N 2 18 13 33
Ogotem
% 6,06% 54,55% 39,39% 100,00%
¥2=0,66; df=2; p=0,720

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, x2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat,
df - ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci
W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych

statystycznie zwigzkéw pomiedzy wynikiem na skali ECOG a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).
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Rycina 24. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomigdzy wynikiem na skali ECOG

a poziomem ekspresji PD-L1

Tabela 23. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali IPI a poziomem ekspresji PD-L1

w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chloniakiem rozlanym z duzych limfocytow B

PD-L1 DLBCL
wysoki
niski poziom
Ryzyko IPI brak ekspresji - poziom Ogotem
ekspresji -
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1
. . N 2 3 5 10
grupa ryzyka matego

% 20,00% 30,00% 50,00% 100,00%

grupa ryzyka posrednio N 0 6 4 10
matego % 0,00% 60,00% 40,00% 100,00%

grupa ryzyka posrednio N 0 5 3 8
duzego % 0,00% 62,50% 37,50% 100,00%

s dus N 0 4 1 5

grupa ryzyka duzego

% 0,00% 80,00% 20,00% 100,00%

N 2 18 13 33

Ogodltem
% 6,06% 54,55% 39,39% 100,00%
¥2=7,61; df=6; p=0,268

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, X2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat,

df - ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci
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W wyniku przeprowadzenia analizy nie udalo si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych

statystycznie zwigzkéw pomiedzy wynikiem na skali IPI a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).

brak ekspresji PD-L1 niski poziom ekspresji PD-L1 = wysoki poziom ekspresji PD-L1

grupa ryzyka duzego

grupa ryzyka posrednio duzego

grupa ryzyka posrednio matego

grupa ryzyka matego
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Rycina 25. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomiedzy wynikiem na skali IPI
a poziomem ekspresji PD-L1
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Tabela 24. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy poziomem Ki67 a poziomem ekspresji PD-L1

w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chloniakiem rozlanym z duzych limfocytow B

PD-L1 DLBCL
o wysoki
. __ | niski poziom .
Ki67(%) brak ekspresji poziom Ogotem
ekspresji
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1

N 1 0 0 1
50-60

% 100,00% 0,00% 0,00% 100,00%

N 0 0 1 1
60-70

% 0,00% 0,00% 100,00% 100,00%

N 0 4 4 8
70-80

% 0,00% 50,00% 50,00% 100,00%

N 0 3 1 4
80-90

% 0,00% 75,00% 25,00% 100,00%

N 1 5 4 10
90-100

% 10,00% 50,00% 40,00% 100,00%

N 2 12 10 24

Ogodtem
% 8,33% 50,00% 41,67% 100,00%
¥2=9,63; df=8; p=0,292

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, x2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat,
df - ilos¢ stopni swobody, p - poziom istotnosci
W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych

statystycznie zwigzkéw pomiedzy poziomem Ki67 a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).
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Rycina 26. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomigdzy poziomem Ki67 a poziomem

ekspresji PD-L1

Tabela 25. Wyniki analizy zwigzkow pomiedzy poziomem LDH a poziomem ekspresji

PD-L1 w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym chioniakiem rozlanym z duzych limfocytow B

PD-L1 DLBCL
wysoki
niski poziom
LDH (cut off = 240) brak ekspresji y poziom Ogotem
ekspresji -
PD-L1 ekspresji
PD-L1
PD-L1
N 1 4 2 7
<240
% 14,29% 57,14% 28,57% 100,00%
N 0 6 3 9
>240
% 0,00% 66,67% 33,33% 100,00%
N 1 10 5 16
Ogotem
% 6,25% 62,50% 31,25% 100,00%
x2=1,74; df=2; p=0,419

N - liczebnos¢ grupy, % - odsetek grupy, x2 - wynik ilorazu wiarygodnosci Chi-kwadrat, df - ilos¢

stopni swobody, p - poziom istotnosci

W wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢ obecno$ci istotnych
statystycznie zwigzkéw pomiedzy poziomem LDH a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05).
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Rycina 27. Wykres prezentujgcy wyniki analizy zwigzkow pomiedzy poziomem LDH a poziomem
ekspresji PD-L1
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9. Omowienie wynikow

Wyniki analizy statystycznej danych wykazaly, ze w grupie pacjentdéw z rozpoznanym
chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytéw B jest obecna ekspresja PD-L1 na poziomie niskim lub
wysokim, natomiast u wigkszosci pacjentow z rozpoznanym chtoniakiem grudkowym nie

zaobserwowano ekspresji PD-L1.

U pacjentow z FL odnotowano obecno$¢ istotnych statystycznie zwigzkéw pomiedzy
stwierdzonym stopniem ztosliwosci choroby a poziomem ekspresji PD-L1. Obserwuje si¢, ze brak
ekspresji PD-L1 byt zdecydowanie najczgstszy w grupach oséb ze stwierdzonym niskim stopniem
ztosliwosci — G1 (83,33%; 5 0sdb) oraz posrednim stopniem ztosliwosci — G2 (90,91%; 10 osdb).
W grupie pacjentow ze stwierdzonym wysokim stopniem zlosliwosci choroby — G3 najczesciej
obserwowano niski stopien ekspresji PD-L1 (55,56%; 5 0s6b), za$ brak oraz wysoki poziom ekspresji
wystapity z takg samg czestoscia (22,22%; 2 osoby). Liczne analizy retrospektywne sugeruja, ze
chtoniak grudkowy w stopniu G3 z litymi polami centroblastow (FL3b) jest biologicznie odrgbna
jednostka, z czestym brakiem translokacji t(14; 18) i ekspresji CD10 oraz zwigkszong ekspresja p53
1 MUMI1 [43]. Stopien FL3b ma podobny przebieg kliniczny do rozlanego chloniaka z duzych
komoérek B (DLBCL), prawdopodobnie dlatego u kilku pacjentow odnotowano dodatnig reakcje
z PD-L1. Jednak podgrupa chtoniaka grudkowego w stopniu G3 jest zbyt mata aby wysunaé
wiarygodne wnioski. Odnotowano réwniez obecno$¢ istotnych statystycznie zwigzkow pomiedzy
wynikiem na skali Ann Arbour a poziomem ekspresji PD-L1. Obserwuje si¢, ze pacjenci z FL,
ktérych wynik na skali Ann Arbour wskazywal na ograniczone stadium choroby bez wyjatku
charakteryzowali si¢ brakiem ekspresji PD-L1. Wéroéd oséb w zaawansowanym stadium choroby
brak ekspresji zaobserwowano juz tylko u 50% osob, niska ekspresja wystapita u 38,89% osob,

a wysoka ekspresja u 11,11% oséb.

U pacjentow z DLBCL w wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzié
obecnosci istotnych statystycznie zwigzkéw pomiedzy wynikiem na skali Ann Arbour a poziomem
ekspresji PD-L1 (p>0,05), jednak wyniki wskazujg na wystgpowanie tendencji na poziomie p=0,052
moéwiacej, ze odsetek osob charakteryzujacych si¢ brakiem ekspresji PD-L1 jest wyzszy w grupie
pacjentow w ograniczonym stadium choroby (14,29%; 2 osoby) niz w grupie pacjentow
w zaawansowanym stadium choroby (0%). Niski poziom ekspresji dwukrotnie czgscie] wystepowal
u 0s6b w zaawansowanym stadium choroby (68,42%; 13 o0s6b) niz u 0s6b w ograniczonym stadium
(35,71%; 5 0s6b). Wicksza ilos¢ wystapien wysokiego poziomu ekspresji PD-L1 zaobserwowano w

grupie w ograniczonym stadium choroby (50%; 7 o0séb) niz u o0s6b w zaawansowanym
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stadium choroby.

W grupie pacjentéw z chloniakiem grudkowym nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci istotnych
statystycznie zwigzkow pomiedzy poziomem ekspresji PD-L1 a wiekiem, poziomem Hb, wynikiem
na skali ECOG, wynikiem na skali FLIPI, ekspresja Ki67 oraz poziomem LDH.

W grupie pacjentow z chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytow B rowniez nie udato si¢
potwierdzi¢ obecno$ci istotnych statystycznie zwigzkéw pomigdzy poziomem ekspresji PD-L1
a wiekiem, poziomem Hb, wynikiem na skali ECOG, wynikiem na skali IPI, ekspresja Ki67 oraz

poziomem LDH.
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10. Dyskusja

Ostatnie kilkanascie lat to do$¢ intensywny rozwdj medycyny pod katem nowych strategii
leczenia chorob nowotworowych. Ogromny postep technologiczny oraz wspotpraca wieloosrodkowa
daty wiele uzytecznych rozwigzan w dziedzinie onkologii. Ogromny nacisk ktadzie si¢ na jako$¢
zycia chorych w czasie terapii przeciwnowotworowej szukajac rozwigzan charakteryzujacych sie¢ jak
najmniejszym odsetkiem wystepowania objawdw niepozadanych w trakcie leczenia oraz powiktan
po zakonczonej terapii. Jak wspomniano wyzej, duzym sukcesem byto wprowadzenie do terapii
zaawansowanego czerniaka tak zwanych inhibitoréw immunologicznych punktéw kontrolnych -
anty-CTLA-4 (ipilimumabu). Nastgpnie w 2014 roku pojawil si¢ inny inhibitor punktu kontrolnego
— nivolumab. Stal si¢ on pierwszym inhibitorem PD-1, ktéry uzyskal rejestracj¢ regulacyjna
w leczeniu czerniaka w Japonii. W ciggu nastepnych 4 lat na caltym $wiecie zarejestrowano kilka
innych inhibitorow receptora PD-1 lub jego ligandow: PD-L1 i PD-L2. Sg to pembrolizumab,
atezolizumab, durvalumab i awelumab, ktére wykazuja dziatanie w kilku typach nowotwordow.
W nowotworach hematologicznych ta nowa strategia terapeutyczna jest znacznie mniej
udokumentowana, chociaz u pacjentoOw z opornym na leczenie i nawrotowym chtoniakiem Hodgkina
zaobserwowano obiecujace odpowiedzi kliniczne [77]. Schematy leczenia opierajg si¢ w gtowne;j
mierze na ocenie ekspresji PD-L1 lub PD-L2 w materiale pooperacyjnym lub biopsyjnym.

Celem niniejszej pracy doktorskiej jest ocena ekspresji PD-L1 u pacjentéw ze
zdiagnozowanym chiniakiem grudkowym i chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytow B. Sg to wg
danych WHO dwa najczesciej wystepujace chtoniaki nieziarnicze w Polsce i na §wiecie [85].

Praca wlasna wykazata, ze ekspresja PD-L1 r6zni si¢ w zaleznosci od typu rozpoznanego
chloniaka. Odsetek osob charakteryzujacych si¢ brakiem ekspresji PD-L1 byl wyzszy w grupie ze
zdiagnozowanym FL niz w grupie 0sob ze zdiagnozowanym DLBCL. Natomiast ekspresja PD-L1 na
poziomie niskim i wysokim czesciej wystepowata w grupie pacjentow z DLBCL niz w grupie
pacjentow z FL. Uproszczajac mozna stwierdzi¢, ze ekspresja PD-L1 jest wyzsza w chtoniaku
rozlanym z duzych limfocytow B niz w chtoniaku grudkowym. Teza ta jest zgodna z zalozeniem
niniejszej pracy, poniewaz spodziewano si¢, ze w chioniaku DLBCL ze wzgledu na jego bardziej
agresywny charakter i przebieg, ekspresja PD-L1 begdzie wyzsza. Natomiast w przypadku FL
zaktadano niski poziom ekspresji PD-L1 badz jej brak.

Wyniki te sg zgodne z danymi z piSmiennictwa, poniewaz jak przedstawili Menter i wsp.
ekspresje PD-L1 wykazuje 31% przypadkéw DLBCL oraz tylko 5% FL. Grupa badana stanowita 253
przypadki DLBCL i 60 przypadkow FL, a celem pracy bylo zbadanie ekspresji PD-L1 na duzg skalg
w réznych podtypach chioniaka z komoérek B. Co wiecej, analizujac dane z wyszczegdlnieniem

stopnia zlosliwosci FL, tworzac niejako dwa podtypy chtoniaka grudkowego, wykazano wigkszy
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odsetek dodatniej reakcji z PD-L1 w stopniu G3 (11%) niz w stopniach G1 1 G2 (6%) [78]. W pracy
doktorskiej rowniez wykazano podobng zalezno$¢, jednak wyniki uzyskano na mniejszej liczbie
pacjentéw co jest duzym ograniczeniem pracy.

Warto$ciowg prace na temat schematow ucieczki immunologicznej chloniakéw
nieziarniczych opublikowali w 2015 roku Laurent 1 wspotpracownicy [79]. Zbadali to zagadnienie
poprzez eksploracje danych transkryptomicznych i immunohistochemicznych (IHC) materiatu
biopsyjnego od pacjentow ze zdiagnozowanym chtoniakiem FL i DLBCL. Zdefiniowali oni zestaw
genow zaangazowanych w szlaki unikania odpowiedzi przeciwnowotworowej (Immune Escape Gene
Set, IEGS) 1 poréwnali rozktad poziomow ekspresji tych gendw w transkryptomach FL, DLBCL
i w normalnych limfocytach B pobranych z dostgpnej w ich kraju bazy danych. Wykazano
nadekspresje genéw PD-1, PD-L1, PD-L2 i LAG3 we wszystkich probkach chtoniakow,
w poréwnaniu z normalnymi limfocytami B. Badanie immunohistochemiczne materiatu dla biatek
PD-1, PD-L1, PD-L2 i LAG3 potwierdzito ekspresj¢ tych czasteczek. Wyszczegdlniono, ze 61%
pacjentow z DLBCL wykazuje ekspresj¢ PD-L1 (z czego 46% dodatnich reakcji odnotowano na
samych komorkach nowotworowych a 15% w mikro§rodowisku nowotworu). W zadnym przypadku
chtoniaka grudkowego nie stwierdzono dodatniej reakcji z PD-L1 na komoérkach nowotworowych,
za to reakcje dodatnie zaobserwowano wytacznie w mikrosrodowisku nowotworu (zaréwno PD-L1
jak 1 PD-1, PD-L2 i LAG3). Grupa badana byla niewielka i obejmowata 27 pacjentow z FL 1 27
zDLBCL. Punkt odcigcia dla dodatniego odczynu w PD-L1 wynosito 10% komorek
nowotworowych. Badacze na podstawie analizy danych sformulowali wniosek, ze zaréwno
nowotwory FL, jak i DLBCL wykazujg ekspresje genow punktéow kontrolnych ucieczki
immunologicznej. Co wigcej, badanie immunohistochemiczne ujawnito, ze podczas gdy nowotwory
FL niosg te markery prawie wylacznie w swoim mikro§rodowisku immunologicznym, DLBCL
zawierajg te punkty kontrolne w wigkszosci, w samych komorkach nowotworowych a nie tylko
w swoim mikrosrodowisku. W pracy wiasnej nie oznaczano immunohistochemicznie komorek
tworzacych mikrosrodowisko nowotworu, ale opierajac si¢ na reakcjach IHC wykonanych w celu
postawienia rozpoznania (m.in. CD10, CD19, CD20, CD79a, CD21 i BCL-2 dla FL i CD20, CD22,
CD79,CD10,BCL6, MUMI i CDS5 dla DLBCL) z pomocg lekarza patomorfologa typowano komorki
nowotworowe 1 w nich oceniano ekspresje PD-L1. Jednak ogo6lny wniosek z pracy Laurent
1 wspoOtpracownicy, ze ekspresja PD-L1 jest obecna w komdrkach nowotworowych DLBCL, a nie ma
jej w komoérkach nowotworowych FL jest porownywalny z wynikami pracy wlasne;.

W 2015 roku ukazata si¢ obszerna analiza obejmujaca grupe 1253 pacjentéw z DLBCL.
Kiyasu i wsp. postawili sobie za cel okreslenie zwigzku kliniczno-patologicznego z dodatnig reakcja
PD-L1 w chioniaku DLBCL [80]. W powyzszym badaniu zastosowano technik¢ podwojnej reakcji

immunohistochemicznej z PD-L1 i PAX-5, co bylo niejako nowatorskim i eksperymentalnym
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podejéciem. Dlatego porownanie wynikow tych badan z wynikami prezentowanej pracy nie jest
miarodajne. Jednak wnioski, ktore wysunigto sg podobne do wnioskow niniejszej pracy doktorskiej.
A mianowicie Kiyasu i wspolpracownicy odnotowali obecnos¢ komoérek nowotworowych PD-L1+
W grupie pacjentow w zaawansowanym stadium choroby wg skali Ann Arbour w 71% przypadkow,
w opozycji do ujemnych reakcji z PD-L1 w grupie pacjentow w ograniczonym stadium choroby
wynoszacych 29%. Rowniez 71% przypadkow PD-L1+ komorek chtoniaka byto zakwalifikowanych
jako grupa duzego ryzyka wg IPI, a 29% przypadkow komorek PD-L1 dodatnich znalazta si¢
w grupie niskiego ryzyka. W powyzszej pracy wykonano réwniez analiz¢ wieloczynnikowag w celu
okreslenia warto$ci prognostycznej wykorzystujac nastepujace zmienne: wiek, pte¢, stopien
zaawansowania klinicznego wg Ann Arbour, stezenie dehydrogenazy mleczanowej, lokalizacje
pozawe¢zlowe, stan sprawnos$ci Eastern Cooperative Oncology Group, objawy B, algorytm Hansa
(podtyp DLBCL) i ekspresja PD-L1. Badacze stwierdzili, ze ekspresja PD-L1 utrzymuje warto$¢
prognostyczng dla wielowymiarowe] analizy przezycia catkowitego (OS) (P = 0,0323) 1 jest
powigzana ze ztym rokowaniem u pacjentdéw z DLBCL. Jest to pierwsze doniesienie opisujace
kliniczno-patologiczne cechy PD-L1 dodatniego DLBCL. Wysuni¢to rowniez hipoteze, ze w tej
podgrupie  DLBCL nalezy rozwazy¢  immunoterapi¢  ukierunkowang na  szlak
PD-1/PD-L1. W prezentowanej pracy doktorskiej nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnos$ci istotnych
statystycznie zwigzkéw pomiedzy wynikiem na skali Ann Arbour a poziomem ekspresji PD-L1
(p>0,05), jednak wyniki wskazuja na wystgpowanie tendencji na poziomie p=0,052 moéwiacej, ze
odsetek osob charakteryzujacych si¢ brakiem ekspresji PD-L1 jest wyzszy w grupie pacjentow
w ograniczonym stadium choroby (14,29%; 2 osoby) niz w grupie pacjentow w zaawansowanym
stadium choroby (0%). Analizujac rozktad zaleznosci wystgpowania ekspresji PD-L1 od stadium
choroby wg skali Ann Arbour mozna zauwazy¢, ze 100% chorych w stadium zaawansowanym
wykazuje ekspresje PD-L1 na poziomie niskim lub wysokim, a w stadium ograniczonym choroby
ekspresje PD-L1 wykazuje 85,71% chorych. Nie udalo si¢ rowniez potwierdzi¢ istotnych
statystycznie zwigzkodw pomie¢dzy wynikiem na skali IPI a poziomem ekspresji PD-L1 (p>0,05). By¢
moze kontynuacja badan i zebranie wigkszej ilosci pacjentdéw pozwolitoby na uzyskanie istotnych
statystycznie zwiazkow.

Kwon 1 wsp., przeprowadzili analiz¢ kliniczno-patologiczng ekspresji PD-L1 1 PD-1
w komorkach DLBCL oraz w mikro$rodowisku guza [81]. Grupa badana obejmowala 126 pacjentow
z rozpoznanym DLBCL. Wykonano reakcje immunohistochemiczne z PD-L1 1 PD-1. Oceniano
ekspresjc PD-L1 w komorkach nowotworowych i/lub w komorkach immunologicznych
naciekajgcych nowotwor (gtownie makrofagi) oraz okreslano liczbe komorek PD-1+ naciekajacych
nowotwor. Punkt odcigcia dla reakcji dodatniej wynosit 10% komorek; zastosowano trojstopniowa

skale dla intensywno$ci wybarwienia blony jadrowej komorek. Ekspresj¢ PD-L1 w komoérkach guza
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zaobserwowano w 61,1% przypadkow DLBCL, przy stabym nasileniu w 29,4%, umiarkowanym
w 21,4% 1 silnym w 10,3% przypadkdéw. Silna ekspresja PD-L1 w komoérkach nowotworowych byta
istotnie zwigzana z obecnoscig objawow B (skorygowane P=0,005) i zakazeniem wirusem Epsteina-
Barr (EBV) (skorygowane P=0,015) i miata tendencj¢ do bycia wyzszag w immunofenotypie ABC
(16,7%) niz w immunofenotypie GCB (2,5%) (skorygowane P = 0,271). DLBCL z ekspresja PD-L1
w komorkach nowotworowych/makrofagach wykazywaty podobng charakterystyke kliniczno-
patologiczng. Ilo$¢ komoérek PD-1+ naciekajacych nowotwor korelowaty dodatnio z poziomem
ekspresji  PD-L1 w komorkach nowotworowych (P = 0,042) lub w komorkach
nowotworowych/makrofagach (P = 0,03). Zwi¢kszona infiltracja komoérek PD-1+ byta zwigzana
z wydluzeniem czasu przezycia wolnego od progresji (P = 0,005) i przezycia catkowitego (P = 0,026)
u pacjentow z DLBCL leczonych rytuksymabem-cyklofosfamidem, doksorubicyng, winkrystyna,
prednizonem (R-CHOP), podczas gdy ekspresja PD-L1 nie miata znaczenia prognostycznego.
Wysunieto nastgpujacy wniosek: PD-L1 i PD-1 ulegaja zroznicowanej ekspresji w DLBCL przez
komorki nowotworowe i komadrki odpornosciowe naciekajace nowotwor i moga by¢ potencjalnymi
celami terapeutycznymi przy zastosowaniu blokady PD-1/PD-L1. W przedstawionej pracy
doktorskiej ze wzgledu na brak dost¢pu do kompletnych danych klinicznych pacjentéw takich jak
wystepowanie objawdéw B oraz zakazenie wirusem Epsteina — Barr nie przeprowadzono korelacji
ekspresji PD-L1 z tymi parametrami. Jednak odsetek przypadkéw PD-L1 dodatnich w grupie
pacjentéw DLBCL byt podobnie wysoki i wynidst 93,94%.

Podobne wyniki badan odno$nie wystepowania reakcji z PD-L1 u pacjentow EBV
pozytywnych opublikowali Chen i wsp., [80]. Wszystkie przypadki DLBCL EBV-dodatnie, w tym
9/9 (100%) EBV-dodatnie DLBCL o0s6b starszych i 7/7 (100%) EBV-dodatnie DLBCL zwigzane
z niedoborem odpornos$ci, wykazywaly silng reakcje blonowa z PD-L1. Z kolei tylko 7/66 (11%)
przypadkow DLBCL, NOS z ujemnym wynikiem testu EBV wykazato silng reakcje komorek
nowotworowych z PD-L1. Badacze na podstawie swojej analizy wysungli nastepujacy wniosek:
niektore agresywne chtoniaki z komoérek B oraz nowotwory zlosliwe zwigzane z wirusami
i niedoborem odpornosci, zwigzane z nieskuteczng odpowiedziag immunologiczna komorek T,
wykazujg ekspresj¢ PD-L1 na komdrkach nowotworowych i naciekajacych makrofagach. Wyniki te
identyfikuja grupe nowotworow, ktore powinny by¢ brane pod uwage w terapiach ukierunkowanych
na PD-1/PD-L1 i potwierdzaja metod¢ wykrywania PD-L1 w materiale tkankowym za pomoca
techniki immunohistochemiczne;.

W prezentowanej pracy doktorskiej odsetek przypadkéw dodatnich w grupie pacjentow
z DLBCL byt znacznie wyzszy niz w analizie Chen i wsp., jednak nie wyszczegolniono pacjentow
zakazonych wirusem EBV. Przypuszczalnie kontynuacja badan, zebranie wickszej grupy badanej

1 wyodrebnienie pacjentow EBV dodatnich datoby podobne rezultaty.
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Yang i wsp., przeprowadzili ciekawe badania na grupie pacjentéw z rozpoznanym
chtoniakiem B-komoérkowym, m. in. DLBCL i FL [83]. Ich badania opieraty si¢ na pomiarze st¢zenia
czasteczki PD-L1 w osoczu krwi pacjentow w trakcie leczenia przeciwnowotworowego
z zastosowaniem rytuksumabu i1 metotreksatu. Grupa badana sktadata si¢ z 92 pacjentéw a grupa
kontrolna z 60 zdrowych 0so6b. Poziomy PD-L1 w osoczu przed leczeniem, po 5, 10 i 15 dniach po
leczeniu byly mierzone testem ELISA. Analizowano korelacje pomig¢dzy stezeniem PD-L1 a czasem
leczenia. Poziom ekspresji PD-L1 w grupie badanej wynidst 272,86 pg/ml i byt znacznie wyzszy niz
w grupie kontrolnej, gdzie wyniost tylko 18,24 pg/ml. Najwyzsze stezenie odnotowano u pacjentow
chorych na DLBCL a najnizsze u pacjentdw z FL. Analiza korelacji liniowej wykazata, ze poziom
ekspresji PD-L1 byt ujemnie skorelowany z czasem leczenia (r=-0,683, p<0,01). Badacze stwierdzili,
ze PD-L1 posiada wysoka skuteczno$¢ diagnostyczng dla chtoniakow B-komorkowych i oczekuje
si¢, ze bedzie skutecznym celem immunoterapeutycznym w tych chorobach.

Z pewnoscig rozszerzenie badan o oznaczenie stezeh PD-L1 w osoczu krwi pacjentow
zDLBCL i FL, u ktorych zamierzamy oceni¢ ekspresje PD-L1 na materiale tkankowym datoby
interesujace rezultaty. Odwotujac si¢ do badania Yang i wsp., mozna zatozy¢ ze stezenia te beda
wysokie u pacjentow z DLBCL a niskie u pacjentow z FL, ale czy taka zalezno$¢ potwierdzi si¢
w badaniu immunohistochemicznym? I czy pacjenci wyselekcjonowani w ten sposdb do leczenia
inhibitorami szlaku PD-1/PD-L1 odpowiedza na to leczenie? Te pytania pozostawiam otwarte i mam

nadziej¢, ze w niedtugim czasie pojawi si¢ na nie odpowiedz.
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11. Ograniczenia pracy

Gléwnym ograniczeniem pracy jest stosunkowo mata liczebno$¢ grupy badanej. Nowotwory
ztosliwe uktadu chtonnego nie nalezg do chorob rzadkich, w zwigzku z tym 59 osobowa grupa
pacjentow zakwalifikowanych do analizy wydaje si¢ by¢ niewielka w porownaniu do innych badan
naukowych, ale nadal jest reprezentatywna. Ilos¢ oséb wiaczona do badania wynikata z kilku
waznych ograniczen. Przede wszystkim z ograniczonej dost¢pnosci do danych klinicznych. Wielu
pacjentow w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym miato wykonywang jedynie biopsje¢ chirurgiczng
wezta chtonnego w celu postawienia rozpoznania histopatologicznego. Dalej pacjenci byli kierowani
do oddzialéw hematologicznych w innych o$rodkach. Po drugie, cze$¢ materiatéw tkankowych byta
niezadowalajaca, nienadajaca si¢ do przeprowadzenia miarodajnych reakcji
immunohistochemicznych. = Po  trzecie = wysoki  koszt  odczynnikébw  do  badan
immunohistochemicznych uniemozliwit wykonanie realizacji projektu w zaktadanym poczatkowo

wymiarze.
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12. Wnioski

1. W grupie pacjentdw z rozpoznanym chioniakiem rozlanym z duzych limfocytow B jest obecna
ekspresja PD-L1 na poziomie niskim lub wysokim, natomiast u wigkszo$ci pacjentdw z rozpoznanym

chtoniakiem grudkowym nie zaobserwowano ekspresji PD-L1.

2. W grupie pacjentow z rozpoznanym chtoniakiem grudkowym zaobserwowano zalezno$¢ pomiedzy
stwierdzonym stopniem zlos§liwosci a ekspresjg PD-L1; Wysoki stopien ztosliwosci histologicznej

predysponuje do obecnosci ekspresji PD-L1 na poziomie niskim lub wysokim.

3. W grupie pacjentéw z rozpoznanym chtoniakiem grudkowym ograniczone stadium choroby wg

skali Ann Arbour charakteryzuje si¢ brakiem ekspresji PD-L1.

4. W grupie pacjentow z rozpoznanym chloniakiem rozlanym z duzych limfocytow B istnieje

tendencja do braku ekspresji PD-L1 w stadium ograniczonym choroby wg skali Ann Arbour.
5. Nie znaleziono zwigzkow istotnych statystycznie pomiedzy migdzynarodowym wskaznikiem

rokowniczym FLIPI (dla FL) oraz IPI (dla DLBCL) a ekspresja PD-L1; dlatego prawdopodobnie

ekspresja PD-L1 nie znajduje zastosowania jako czynnik predykcyjny w omawianych chorobach.
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13. Streszczenie

Wstep

Szlak receptora i ligandu programowanej $mierci komorki ( PD-1/PD-L1) jest szlakiem
immunologicznego punktu kontrolnego, ktéry odgrywa wazng rol¢ w utrzymaniu samotolerancji
1 kontroli nadmiernej odpowiedzi immunologicznej. Nieprawidlowe wigzanie PD-1/PD-L1 prowadzi
do aktywacji kluczowej S$ciezki autotolerancji zarowno w komorkach odpornosciowych,
jak 1 w komorkach nowotworowych. W niektorych typach nowotworéw omawiany szlak moze by¢
wykorzystywany do tlumienia przeciwnowotworowych odpowiedzi immunologicznych poprzez
deregulacje Sciezek przezycia i proliferacji. Sukcesem w dziedzinie onkologii byto wprowadzenie do
terapii zaawansowanego czerniaka tak zwanych inhibitorow immunologicznych punktow
kontrolnych - anty-CTLA-4 (ipilimumabu) oraz nivolumabu, ktory stal si¢ pierwszym inhibitorem
PD-1, ktory uzyskat rejestracj¢ regulacyjng w leczeniu czerniaka w Japonii. W ciggu nastgpnych lat
na calym $wiecie zarejestrowano kilka innych inhibitorow receptora PD-1 lub jego ligandoéw: PD-L1
1 PD-L2. Sg to: pembrolizumab, atezolizumab, durvalumab 1 awelumab, wykazuja one dziatanie w
kilku typach nowotwordéw. W nowotworach hematologicznych ta nowa strategia terapeutyczna jest
znacznie mniej udokumentowana, chociaz u pacjentow z opornym na leczenie i nawrotowym

chloniakiem Hodgkina zaobserwowano obiecujace odpowiedzi kliniczne.

Cel pracy

Celem niniejszej pracy doktorskiej byla ocena ekspresji PD-L1 w grupie pacjentéw
z rozpoznanym chtoniakiem grudkowym i chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytéw B, ktore to sg
najczesciej rozpoznawanymi chtoniakami nieziarniczymi z komoérek B; analiza zalezno$ci pomigedzy
badanym markerem i najwazniejszymi prognostycznymi parametrami kliniczno-patologicznymi oraz
wykazanie prawdopodobnego zastosowania ekspresji PD-L1 jako czynnika predykcyjnego

w omawianych chorobach.

Materialy 1 metody

Badanie miato charakter retrospektywny i polegato na ocenie ekspres;ji biatka PD-L1 metoda
immunohistochemiczng w materiale pooperacyjnym pacjentdw z rozpoznanym chtoniakiem
grudkowych i chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytéw B. Grupg¢ badang stanowilo 59 pacjentow,

26 z rozpoznanym chtoniakiem grudkowym (FL) i 33 z rozpoznaniem chtoniaka rozlanego z duzych
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limfocytow B (DLBCL). Reakcje immunohistochemiczng przeprowadzono za pomocg aparatu
Autostainer Link 48 firmy Dako-Agilent przy uzyciu przeciwciata anty PD-L1 (klon 22C3), izotyp:
IgGl1 firmy Dako-Agilent. U wszystkich pacjentdw na podstawie dostepnej dokumentacji medycznej

analizowane byly dane kliniczno-patologiczne.

Wyniki

Wyniki analizy statystycznej danych wykazaty, ze w grupie pacjentdéw z rozpoznanym
chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytéw B jest obecna ekspresja PD-L1 na poziomie niskim lub
wysokim, natomiast u wigkszo$ci pacjentow z rozpoznanym chloniakiem grudkowym nie

zaobserwowano ekspresji PD-L1.

U pacjentow z FL odnotowano obecno$¢ istotnych statystycznie zwigzkéw pomiedzy
stwierdzonym stopniem zlosliwosci choroby a poziomem ekspresji PD-L1. Obserwuje si¢, ze brak
ekspresji PD-L1 byt zdecydowanie czestszy w grupach osob ze stwierdzonym niskim stopniem
ztosliwosci — G1 oraz posrednim stopniem ztosliwosci — G2. W grupie pacjentow ze stwierdzonym
wysokim stopniem ztosliwosci choroby — G3 najczgsciej obserwowano niski stopien ekspresji
PD-L1, za$ brak oraz wysoki poziom ekspresji wystapity z taka samg czgsto$cig. Odnotowano
réwniez obecno$¢ istotnych statystycznie zwigzkoéw pomigdzy wynikiem na skali Ann Arbour
a poziomem ekspresji PD-L1. Obserwuje si¢, ze osoby, ktorych wynik na skali Ann Arbour
wskazywal na ograniczone stadium choroby bez wyjatku charakteryzowaly si¢ brakiem ekspresji
PD-L1. Wérod oséb w zaawansowanym stadium choroby brak ekspresji zaobserwowano juz tylko

u 50% osob, niska ekspresja wystapita u 38,89% osob, a wysoka ekspresja u 11,11% osob.

U pacjentow z DLBCL w wyniku przeprowadzenia analizy nie udato si¢ potwierdzi¢
obecnosci istotnych statystycznie zwigzkéw pomigdzy wynikiem na skali Ann Arbour a poziomem
ekspresji PD-L1 (p>0,05), jednak wyniki wskazuja na wystepowanie tendencji na poziomie p=0,052
mowigcej, ze odsetek osob charakteryzujacych si¢ brakiem ekspresji PD-L1 jest wyzszy w grupie
0sOb w ograniczonym stadium choroby (14,29%; 2 osoby) niz w grupie w zaawansowanym stadium
choroby (0%). Niski poziom ekspresji dwukrotnie czgsciej wystgpowat u oséb w zaawansowanym
stadium choroby (68,42%; 13 o0s6b) niz u 0s6b w ograniczonym stadium (35,71%; 5 osob). Co
ciekawe, wyzszy odsetek wystgpien wysokiego poziomu ekspresji PD-L1 zaobserwowano w grupie

w ograniczonym stadium choroby (50%; 7 os6b) niz u 0s6b w zaawansowanym stadium choroby.
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Whioski

1. W DLBCL jest obecna ekspresja PD-L1 na poziomie niskim lub wysokim a w FL w wigkszoS$ci
przypadkow nie wystepuje ekspresja PD-L1.

2. W grupie pacjentdow z rozpoznanym chloniakiem grudkowym wysoki stopien zlosliwosci

histologicznej predysponuje do obecnosci ekspresji PD-L1 na poziomie niskim lub wysokim.

3. W grupie pacjentdw z rozpoznanym chtoniakiem grudkowym ograniczone stadium choroby wg

skali Ann Arbour charakteryzuje si¢ brakiem ekspresji PD-L1.

4. W grupie pacjentdéw z rozpoznanym chtoniakiem rozlanym z duzych limfocytéw B istnieje

tendencja do braku ekspresji PD-L1 w stadium ograniczonym choroby wg skali Ann Arbour.
5. Nie stwierdzono zwigzkow istotnych statystycznie pomigdzy mig¢dzynarodowym wskaznikiem

rokowniczym FLIPI (dla FL) oraz IPI (dla DLBCL) a ekspresja PD-L1; dlatego prawdopodobnie

ekspresja PD-L1 nie znajduje zastosowania jako czynnik predykcyjny w omawianych chorobach.
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14. Summary

Introduction

The programmed cell death (PD-1/PD-L1) receptor and ligand pathway is an immune
checkpoint pathway that plays an important role in maintaining self-tolerance and the control of
excessive immune responses. Incorrect binding of PD-1/PD-L1 leads to the activation of a key
autotolerance pathway in both immune and neoplastic cells. In some types of cancer, this pathway
can be used to suppress anti-tumor immune responses by deregulating survival and proliferation
pathways. A success in the field of oncology was the introduction of so-called immune checkpoint
inhibitors - anti-CTLA-4 (ipilimumab) and nivolumab, which became the first PD-1 inhibitor to
obtain regulatory approval in the treatment of advanced melanoma in Japan. In the years that
followed, several other inhibitors of the PD-1 receptor or its ligands were registered worldwide:
PD-L1 and PD-L2 with pembrolizumab, atezolizumab, durvalumab and avelumab, showing activity
in several types of cancer. In hematological malignancies this new therapeutic strategy is much less
documented, although promising clinical responses have been observed in patients with refractory

and relapsed Hodgkin's lymphoma.

Purpose

The aim of this dissertation was to evaluate PD-L1 expression in a group of patients diagnosed
with follicular lymphoma and diffuse large B-cell lymphoma, which are the most frequently
diagnosed B-cell non-Hodgkin's lymphomas; analysis of the relationship between the investigated
marker and the most important prognostic clinical and pathological parameters and demonstration of

the likely use of PD-L1 expression as a predictive factor in these diseases.

Material and methods

The study was retrospective and consisted of the evaluation of PD-L1 protein expression by
immunohistochemistry in the postoperative material of patients with diagnosed follicular lymphoma
and diffuse large B-cell lymphoma. The study group consisted of 59 patients, 26 with diagnosed
follicular lymphoma (FL) and 33 with diagnosed diffuse large B cell lymphoma (DLBCL). The
immunohistochemical reaction was performed with Dako-Agilent's Autostainer Link 48 using an

anti-PD-L1 antibody (clone 22C3), isotype: IgG1 from Dako-Agilent. Clinical and pathological data
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were analyzed in all patients based on the available medical documentation.

Results

The results of statistical analysis of the data showed that in the group of patients diagnosed
with diffuse large B-cell lymphoma, PD-L1 expression was low or high, while the majority of patients
with diagnosed follicular lymphoma do not have PD-L1 expression.

In patients with FL, statistically significant relationships were found between the degree of
malignancy of the disease and the level of PD-L1 expression. It has been observed that the lack of
PD-L1 expression was by far the most common in the groups of people with diagnosed low grade -
G1 and intermediate grade - G2. In the group of patients with diagnosed high grade of disease - G3,
low PD-L1 expression was most often observed, while the absence and high level of expression
occurred with the same frequency. There were also statistically significant relationships between the
Ann Arbor score and the level of PD-L1 expression. It is observed that people whose Ann Arbor score
indicated a limited disease stage were all characterized by a lack of PD-L1 expression. Among people
with advanced disease, lack of expression was observed in only 50% of people, low_expression

occurred in 38.89% of people, and high expression in 11.11% of people.

In DLBCL patients, the analysis did not confirm the presence of statistically significant
relationships between the Ann Arbor score and the level of PD-L1 expression (p> 0.05), but the results
indicate a trend at the level of p = 0.052, saying that the percentage of people with a lack of PD-L1
expression is higher in the group of people qualified for the limited stage of the disease (14.29%; 2
people) than in the group of people qualified for the advanced stage of the disease (0%). Low
expression levels were twice as likely to occur in people with advanced disease (68.42%; 13 people)
than in those with limited stages (35.71%; 5 people). Interestingly, a higher percentage of high levels
of PD-L1 expression was observed in the group with a limited stage of the disease (50%; 7 people)

than in those with the advanced stage of the disease.

Conclusions

1. PD-L1 expression is low or high in DLBCL and PD-L1 is not expressed in most cases in FL.

2. In the group of patients with diagnosed follicular lymphoma, a high degree of histological

malignancy predisposes to the presence of PD-L1 expression at a low or high level
80



3. In the group of patients diagnosed with follicular lymphoma, the limited disease stage according

to the Ann Arbor scale 1is characterized by the lack of PD-L1 expression.

4. In the group of patients diagnosed with diffuse large B-cell lymphoma, there is a tendency to the

lack of PD-L1 expression in the limited stage of the disease according to the Ann Arbor scale.
5. No statistically significant relationships were found between the international prognostic index

FLIPI (for FL) and IPI (for DLBCL) and PD-L1 expression; therefore, probably PD-L1 expression is

not applicable as a predictive factor in the discussed diseases.
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