Przewlekta biataczka limfocytowa (CLL) jest najczestszym nowotworem uktadu chtonnego
w Polsce, charakteryzuje si¢ akumulacja patologicznych limfocytow B, podlegajacych
nieustannej ewolucji klonalnej podczas trwania choroby. CLL jest chorobg przewlekla i
dotychczas nieuleczalng oraz ma réznorodny przebieg kliniczny wynikajacy, miedzy innymi,
z opornos$ci na apoptoze oraz heterogennosci genetycznej. Celem leczenia CLL jest uzyskanie
pelnej remisji i przedtuzenie zycia. Dotychczas, w leczeniu CLL najczeSciej uzywane sg
analogi nukleozydoéw purynowych 1 leki alkilujace: fludarabina z cyklofosfamidem i
immunoterapiag rytuksymabem (R) (R-FC) oraz bendamustyna w potaczeniu z R (R-B). Z
uwagi na liczne nowe przypadki CLL, istotnym zagadnieniem jest poszukiwanie nowych
czynnikow prognostycznych, ktore moga by¢é pomocne w wyodrebnieniu pacjentow z
réznorodnymi profilami immunofenotypowymi i cytogenetycznymi odpowiedzialnymi za
indywidualny przebieg choroby. Wybor leczenia, w oparciu o ocen¢ indywidualnej
wrazliwosci komorek CLL na zastosowane schematy leczenia, umozliwiatby
spersonalizowanie leczenia. Wydaje si¢ wiec, iz waznym zagadnieniem moze by¢ ocena
wrazliwosci komoérek CLL na apoptozg¢ indukowang R-FC lub R-B w warunkach in vitro
oraz pordwnanie, czy ocena zywotnosci komorek moglaby by¢ przydatna do przewidywania
wynikéw leczenia. Ponadto, nie mozna wykluczy¢, ze zmiany w uktadzie immunologicznym

chorego, w trakcie leczenia moga korelowa¢ z koncowymi wynikami terapii.

W pierwszej czegsci pracy analizowano parametry cytometryczne i cytogenetyczne u 239
pacjentow z CLL o roznych cechach klinicznych. Skoncentrowano si¢ na znaczeniu
czynnikow prognostycznych, ich wzajemnych korelacjach, wplywie na czas przezycia oraz

odpowiedzi na leczenie.

Druga cze$¢ pracy obejmowata pordwnanie dziatania cytotoksycznego in vitro mieszanin
lekéw stosowanych rutynowo w schematach leczenia (R-B oraz R-FC podawanych w 6
cyklach w odstepach co 28 dni) na ludzkie komorki krwi pochodzace od chorych ze
zdiagnozowang CLL. Celem bylo zbadanie, czy testem wrazliwosci na leki in vitro, mozna
przewidywa¢ wynik leczenia u 21 pacjentéw z CLL. Obserwacje leczonych pacjentow

dotyczyty badania zmian populacji limfocytéw krwi po kolejnych kursach leczenia.
Materiat

Materiat do badan stanowita krew obwodowa oraz zawiesina komorek, uzyskanych dzigki
biops;ji cienkoigtowej weztow chionnych, chorych diagnozowanych w Pracowni Cytometrii

Przeptywowej. Do badania zastosowano metode cytometrii przeptywowej z wykorzystaniem



szerokiego  panelu przeciwciat do oceny antygenéw powierzchniowych oraz
cytoplazmatycznych komoérek. Wykonano oceng czynnikow prognostycznych: CD38, CD49d,
analizowano kariotyp oraz wyniki badania FISH. Dodatkowo oceniono mediang
intensywnosci fluorescencji MFI CD20 i MFI BCL2 na komoérkach CLL. Probki krwi do
badan in vitro od pacjentow z CLL pobierano przed leczeniem oraz po kazdym kursie
leczenia. Komorki inkubowano z mieszaninami lekow, analizowano za pomoca cytometrii
przeplywowej, a nastgpnie oceniano pod katem odpowiedzi klinicznej. Uklad

immunologiczny oceniano poprzez ocen¢ procentowg populacji limfocytow i liczbe
bezwzgledng limfocytow B, komorek CLL, limfocytow T oraz komoérek NKCD56%™ j
NKCD56"" oraz komérek NKTCD56%™ i NKTCD56™""™ przed leczeniem, po kazdym

kolejnym kursie leczenia oraz po zakonczeniu leczenia.
Wyniki

1. Wykazano obecno$¢ wzajemnych korelacji migdzy badaniami cytometrycznymi i
cytogenetycznymi o znaczeniu prognostycznym u pacjentow z CLL, ktéore moga byé
odpowiedzialne za indywidualny przebieg choroby oraz odpowiedz na leczenie. Dodatkowo,
wykazano, ze ocena cytometryczna MFI CD20 i BCL2 i rodzaj materiatu diagnostycznego
mogg mie¢ rowniez znaczenie prognostyczne w CLL.

2. Ekspozycja probek krwi na mieszaniny lekow R-F i Maf oraz R-B w réznych st¢zeniach u
poszczegdlnych pacjentéw in Vvitro z oceng zywotnosci komorek moze by¢ przydatna do
oceny odpowiedzi na leczenie u indywidualnych pacjentéw. U 76% pacjentow wykazano
silne korelacje z badaniami in vivo. Silng korelacje obserwowano migdzy stezeniem lekow in
vitro a liczbg komorek CLL i NK we krwi.

3. Podczas leczenia u pacjentow z CLL obserwowano korelacj¢ liczby komorek CLL z liczba
komoérek NKCD56™™ co moze byé¢ wykorzystane do liczbowej oceny wyniku leczenia
pacjentow, jednak nie zalezy od liczby komorek CLL przed leczeniem. A zatem poza oceng
kliniczng leczenia scharakteryzowang jako CR, PR 1 nawr6t, rownie wazna okazata si¢ ocena
liczbowa wyniku leczenia, ktéra mogtaby by¢ podsumowujaca ocena dodatkowa, oparta
rowniez na odpowiedzi okreslonej jako CR/PR/nawrdt. Niektore z prezentowanych w pracy
obserwacji prognostycznych CLL s3 nowe, nie publikowane w literaturze.
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