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Chtoniaki nieziarnicze wywodzgce
sie z limfocytéw B charakteryzujg sie
ekspansjg komdrek bedacych w roz-
nym stopniu réznicowania w zalez-
nosci od tego, z jakich obszaréw we-
zta chtonnego pochodzg. Komorki
w procesie dojrzewania i roznicowa-
nia nabywajg okreslone antygeny,
ktdre sg ich markerem. Komorki no-
wotworowe uktadu krwiotwdrczego
odpowiadajg zwykle swoimi cecha-
mi fenotypowymi komdrkom, z kto-
rych sie wywodzg. Cecha ta jest
podstawg immunofenotypowania
biataczek i chtoniakéw. Chtoniaki
nieziarnicze B czesto pochodzg
z komdrek majgcych epitop CD20
i marker ten nadal pozostaje na ko-
mdrkach nowotworowych. Obec-
nosc antygenu CD20 na komdrkach
nowotworowych chtoniakéw B spra-
wia, ze komdrka z tym antygenem
moze byc celem dla przeciwciat an-
ty-CD20. Potgczenie sie przeciwcia-
fa z komdrkg nowotworowg moze za-
poczagtkowac kaskade zdarzeri pro-
wadzgcg do zniszczenia nowotworu.

Stowa kluczowe: chtoniaki B, immu-
nopatomorfologia, CD20, Ki67.

Zastosowanie barwienia
przeciwciatem przeciwko CD20
W wyborze immunoterapii
uzupetniajacej podstawowe
leczenie chtoniakow B

CD?20 staining assists decision on adiuvant immunotherapy

in B cell lymphoma

Aleksandra Klimczak, Andrzej Lange

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

WSTEP

Chtoniaki wywodzgce sie z linii komdrek
B stanowig ok. 80 proc. chtoniakéw nieziar-
niczych (Non Hodgkin Lymphoma, NHL).
Transformacja nowotworowa obejmuje ko-
morki limfoidalne, bedace w réznym stop-
niu dojrzewania i réznicowania. Zwigzana
moze by¢ z translokacjg chromosomalng
z nastepowg rearanzacjg niektérych genodw,
np. bcl-1, bcl-2, rzadziej c-myc [1]. Re-
aranzacje lub mutacje genetyczne moga
powodowac przewage proliferacyjng komo-
rek (dzielg sie szybciej i w sposéb niekon-
trolowany) lub wigzg sie z opornoscig na
apoptoze. Przewaga proliferacyjna wigze
sie czesto z aktywacjg protoonkogenow
z grupy kinaz tyrozynowych, a opornosc
na apoptoze moze by¢ wyrazem rearanza-
cji genu bcl-2 [2]. Odzwierciedleniem
zmian zachodzacych w komdrce jest obec-
nos¢ lub brak markeréw powierzchniowych,
charakteryzujgcych poszczegdlne typy
zmutowanych komorek. Wiasciwos¢ ta zo-
stata wykorzystana w badaniach immuno-
patomorfologicznych. W przypadkach chto-
niakow wywodzacych sie z linii B nalezy
do nich epitop powierzchniowy, opisany ja-
ko CD20 [3]. Okreslenie morfologii, immu-
nofenotypu i zmian genetycznych komaérek
nowotworowych pozwolito na opracowanie
klasyfikacji chtoniakéw nazwanej REAL (Re-
vised European-American Lymphoma Clas-
sification) [4], ktéra stanowi uzupetnienie
poprzednio stosowanych klasyfikacji (wg
Rappaporta, Lukes-Colinsa oraz klasyfika-
cji kiloniskiej).

Do chtoniakéw, ktére charakteryzuja sie
obecnoscig CD20 na powierzchni naleza:
D chtoniak grudkowy,

D chtoniak z komodrek ptaszcza,

D chtoniaki B strefy brzeznej,
D rozlany chtoniak olbrzymiokomdrkowy.

Chfoniak grudkowy

Jest to chtoniak wywodzacy sie z komo-
rek pochodzgcych z centrow rozrodczych
grudek chtonnych. Zazwyczaj sktada sie
z dwoch rodzajow komodrek centrocytow
i centroblastéw. Morfologicznie przynajmniej
czesciowo umiejscowiony jest w grudkach
chtonnych, ale moze tez mie¢ charakter
rozlany. W barwieniu immunopatomorfolo-
gicznym stwierdza sie obecnos¢ antyge-
néw wiasciwych dla limfocytéw B CD19,
CD20, CD22, CD79a, ale brak CD5, co
pozwala na odroznienie chtoniaka grudko-
wego od chtoniakow wywodzgcych sie
z komorek ptaszcza [4, 5], natomiast obec-
nos¢ CD10 réznicuje chtoniaka grudkowe-
go od chtoniakéw umiejscowionych w stre-
fie brzeznej [3]. Istotnym czynnikiem rézni-
cujgcym jest ekspresja biatka BCL-2,
ktérego obecnos¢ pozwala na identyfika-
cje grudek nowotworowych, a tym samym
odréznienie ich od grudek zapalnych (od-
czynowych). Translokacja t(14;18) (g32;
g21) jest cechg charakterystyczng dla
chtoniaka grudkowego i powoduje konsty-
tutywng ekspresje genu bcl-2 [6, 7] co
prowadzi do akumulacji biatka BCL-2
w centrocytach. Biatko to powoduje opor-
no$¢ na apoptoze [7].

Chtoniak z komorek ptaszcza

Zmienione nowotworowo komorki linii B
morfologicznie sg mate lub sredniej wiel-
kosci, nie stwierdza sie udziatu komdrek
pochodzgcych z grudki chtonnej, takich jak
centrocyty czy centroblasty. Komorki nowo-
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B cell non-Hodgkin lymphoma (NHL)
originates from cells at different levels
of differentiation residing in some
areas of the lymphoid organs.
Consequently  lymphoma  cells
harbour appropriate cluster of
differentiation  antigens.  B-cell
lymphoma may be positive for CD20
antigens. Morphological description
of lymphoma in addition to standard
pathological picture (follicular or
diffuse) may involve more detailed
phenotyping characteristics. A panel
of monoclonal antibodies was used
including CD20 antigen. Also to
describe biological property of
lymphoma staining for the presence
of Ki67 and DR antigens was done
and presented. Having all these
information a pattern of
immunopathomorphological features
was described in lymphomas
characterised by routine
pathomorphology as: diffuse large
B-cell lymphoma, follicular centre
lymphoma, extranodal marginal zone
B-cell lymphoma, nodal marginal
zone B-cell lymphoma, primary
mediastinal large B-cell lymphoma.
In general follicular lymphomas had
lower and diffuse lymphomas higher
proportion of Ki67 cells. However in
these two morphological variants of
lymphoma were cases with higher
percentage of Ki67+ cells than
expected by  their follicular
morphology and in  diffuse
lymphomas they were cases with
lower proportion of Ki67+ cells than
in a majority of situations. In diffuse
B-cell lymphomas these composed
of large cells had a higher proportion
of Ki67+ than those with small cells.
MALT lymphomas could be also
differentiated on the basis of Ki67+.
In one out of 5 cases the proportion
of Ki67+ cells was lower than in other
cases. All follicular and MALT
lymphomas were CD20+.

Ki67 and CDZ20 staining results help
in tailoring adequate therapy.
Lymphomas with a high proportion of
Ki67+ cells are candidates for more
aggressive treatment and those with
CDZ20 independent on their follicular
or diffuse morphology may benefit
from treatment including anti-CD20
antibody. Recently a monoclonal
antibody specific for CD20 was
clinically introduced.

Key words: B-cell lymphoma,
immunopathomorphology, CD20, Ki67.

tworowe charakteryzuje obecnos¢ po-
wierzchniowych IgM, przewaga tancuchow
A. Nie majg antygenu CD23, co wyrdznia
je od komodrek przewlektej biataczki limfo-
cytowej typu B, majg natomiast antygen
CD5, co jest czynnikiem réznicujgcym chto-
niaka z komorek ptaszcza od chtoniaka
grudkowego i umiejscowionego poza we-
ztami chtonnymi chtoniaka typu MALT (mu-
cous associated lymphoma tissue) [5, 8].
Istotna jest obecnos$¢ antygenow CD20,
CD22 na komoérce nowotworowej [8, 9].
Translokacja  chromosomalna  t(11;4)
(g13;32) powoduje konstytutywna ekspre-
sje genu bcl-1/PRAD, co sprzyja syntezie
cykliny D1 i tym sposobem sprzyja wzmo-
zonej proliferacji komdérek nowotworowych.
Obecnos¢ cykliny D1 jest cecha wyrdznia-
jaca chtoniaki z komérek ptaszcza od in-
nych typow chtoniakéw wywodzgcych sie
z linii B [6, 10, 11].

Chfoniaki B strefy brzeznej

Moga by¢ umiejscowione poza weztami
chtonnymi, stanowig wtedy typ MALT lub
mogg lokalizowa¢ sie w weztach chton-
nych. Komdrki nowotworowe chtoniakow
strefy brzeznej wykazujg duzag heterogen-
nos$¢, moga sktadac¢ sie z komdrek przy-
pominajgcych centrocyty, komoérek mono-
cytoidalnych B, matych limfocytéw, a tak-
ze plazmocytow. W wiekszosci przypadkow
niewielki udziat stanowig duze komorki
przypominajgce centroblasty i immunobla-
sty. Charakterystyczng cechg komdrek no-
wotworowych jest obecno$¢ immunoglobu-
lin powierzchniowych i cytoplazmatycznych.
Ponadto obecne sg antygeny identyfikuja-
ce limfocyty B (CD19, CD20, CD22,
CD79a), ale nie ma antygendw CD5
i CD10. Ta cecha roznicuje chtoniaki stre-
fy brzeznej od przewlektej biataczki limfo-
cytowej typu B (obecne CD5+), chtoniaka
z komorek ptaszcza (obecne CD5+) i chto-
niaka grudkowego (obecne CD10+). Nie
stwierdzono powszechnej mutacji, ale
w chtoniakach nisko zréznicowanych opi-
sywana jest trisomia 3 chromosomu [12]
i/lub translokacje chromosomalne t(11;18)
i t(1;14) [18]. Ponadto stwierdzono, ze
w wysoko zréznicowanych chtoniakach ty-
pu MALT obecna jest rearanzacja genu
bcl-6 i mutacja p53 [14].

Pozaweztowe umiejscowienie chtoniaka
typu MALT ma miejsce w tkankach o cha-
rakterze nabtonkowym, takich jak btona $lu-
zowa zotgdka, sluzéwka jelita grubego,
skora, gruczot sutka, ptuco, tarczyca, ner-
ka, watroba czy prostata [15]. Ten typ
chtoniaka czesciej wystepuje u kobiet.

Chtoniak typu MALT moze by¢ poprze-
dzony jedng z chordb autoimmunologicz-
nych, np. zespotem Sjogrena, zapaleniem
tarczycy typu Hashimoto, czy zapaleniem
btony s$luzowej zotgdka wywotanym przez
Helicobacter pylori [16]. Z zespotem Sjogre-
na zwigzany jest tez chtoniak umiejscowio-

Fot. 1. Chioniak grudkowy CD20+, DR+, niski odsetek
komorek Ki67+ (stopien Il, wg REAL), (barwienie
immunoperoksydazowe, pow. oryg. 400x)

ny w weztach chtonnych [17]. Wykazano, ze
rozsiany typ chtoniaka zwigzany z przewo-
dem pokarmowym niezaleznie od umiejsco-
wienia, czy to w btonie sluzowej zotgdka,
czy w sluzdéwce jelita grubego, wywodzi sie
z tej samej komorki nowotworowej [18].

Rozlany chtoniak olbrzymiokomorkowy

Morfologicznie zbudowany jest z duzych
komodrek, odpowiadajacych centroblastom
i/lub immunoblastom. Niektére przypadki
rozlanego chtoniaka olbrzymiokomodrkowe-
go majg duzg komponente limfocytow T
i wtedy sg okreslane jako chtoniaki B bo-
gate w limfocyty T (T-cell rich B-cell Lym-
phoma). Barwienie immunopatomorfologicz-
ne ujawnia obecnos$¢ antygenow identyfi-
kujacych limfocyty B (CD19, CD20, CD22,
CD79a). Ponadto mogg by¢ obecne immu-
noglobuliny powierzchniowe, CD45, rzadziej
stwierdza sie obecnos¢ CD5 lub CD10.
Rozwojowi chtoniaka sprzyja rearanzacja
genu bcl-2, ktérej wykazanie pozwala na
ustalenie pochodzenia komorek nowotwo-
rowych, w tej sytuacji mozna stwierdzi¢, ze
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pochodzg one z centrow rozrodczych gru-
dek chtonnych. Opisano réwniez przypad-
ki z rearanzacjg c-myc. Nieprawidtowosci
genetyczne mogag dotyczy¢ takze genu
bcl-6 [1]. Przypadki z rearanzacjg bcl-6 od-
powiadaja lepiej na leczenie, niz chorzy
z obecnym bcl-2 [19].

Podtypem chtoniaka olbrzymiokomadrko-
wego sg guzy nowotworowe $rédpiersia. Sg
to chtoniaki zbudowane z duzych komdrek
przypominajgcych immunoblasty. Na po-
wierzchni posiadajg antygeny wtasciwe dla
limfocytow B, ale nie majg immunoglobulin
powierzchniowych. Moga by¢ CD45+, rza-
dziej CD30+. Nie stwierdzono specyficz-
nych mutacji genowych [20].

IMMUNOPATOMORFOLOGICZNA
OCENA OBECNOSCI
ANTYGENU CD20

Badanie histopatologiczne pozwala na
ocene obecnosci nowotworu i okreslenie je-
go typu, ale nie jest mozliwa ocena obecno-
$ci antygendw powierzchniowych komaorki no-
wotworowej. Rozwdj technik immunopatomor-
fologicznych i produkcja przeciwciat
monoklonalnych reagujgcych nie tylko z tkan-
kami mrozonymi, ale réwniez z preparatami
utrwalonymi w formalinie pozwalajg na dobrg
ocene obecnosci antygenow powierzchnio-
wych na komorkach nowotworowych.

Doswiadczenie wielu osrodkéw, ktére po-
dzielajg rowniez autorzy wskazuje, ze oce-
na indeksu proliferacyjnego barwieniem na
obecnos$¢ antygenu Ki67 pomocna jest
w okresleniu stopnia ztosliwosci guza, a co
za tym idzie, w doborze terapii. Barwienie
na antygen CD20 pozwala na zdefiniowanie
komorki, z ktdrej wywodzi sie chtoniak i po-
zwala réwniez na stwierdzenie, czy adjuwan-
towe leczenie przeciwciatami skierowanymi
przeciwko tej czasteczce moze by¢ brane
pod uwage u danego pacjenta. W przypad-
kach chtoniakdéw pomocna jest ocena obec-
nosci biatka BCL-2, co pozwala na okresle-
nie cechy chtoniaka, to znaczy opornosci
komadrek nowotworowych na apoptoze.

Materiatem odpowiednim do badania fe-
notypu komorki sg zmienione nowotworowo
wezty chtonne lub guzy usytuowane poza-
weztowo (guzy srodpiersia, guzy podskor-
ne, guzy umiejscowione w sluzéwce prze-
wodu pokarmowego). Mozliwe jest badanie
zaréwno $wiezo pobranego i zamrozonego
w ciektym azocie wycinka, jak i tkanki
utrwalonej w 4-procentowej buforowanej for-
malinie. Przed natozeniem przeciwciat mo-
noklonalnych preparaty mrozone utrwala sie
w acetonie, natomiast preparaty zatopione
w parafinie poddaje sie deparafinizacji
i procesowi odstaniania antygenéw techni-
ka mikrofalowa, umieszczajac je w buforze
cytrynianowym o pH=6,0. Na tak przygoto-
wane preparaty naktada sie odpowiednio
rozciericzone przeciwciata monoklonalne
i po zwigzaniu antygenu z przeciwciatem
identyfikuje sie je barwieniem za pomoca
jednej ze stosowanych technik immunocy-
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Fot. 2. Chioniak rozlany CD20+, DR+ i wysoki wskaznik
proliferacii Ki67+ (barwienie immunoperoksydazowe,
pow. oryy. 400x)

tochemicznych (metoda immunoperoksyda-
zowa, metoda EnVision). Ocena preparatéw
w mikroskopie swietlnym pozwala na klasy-
fikacje chtoniaka odnosnie jego cech feno-
typowych (CD20), wskaZnika proliferacji
(Ki67) i obecnosci biatka BCL-2.

STRUKTURA | FUNKCJA
ANTYGENU CD20

CD20 jest antygenem powierzchniowym
limfocytow B, ktdry jest wykrywany na po-
wierzchni komorek tuz po pojawieniu sie im-
munoglobulin powierzchniowych. Obecnosé
CD20 jest ograniczona do powierzchni pre-
kursorow limfocytéw B oraz dojrzatych lim-
focytéw B, natomiast w momencie réznico-
wania sie limfocytéw B w kierunku komorek
plazmatycznych nastepuje utrata tego an-
tygenu [21]. Ostatnie badania wskazujg na
to, ze CD20 wchodzi w sktad kompleksu
majgcego wptyw na transdukcje sygnatu
zwigzanego z regulacjg wzrostu limfocytow
B, bedacego nastepstwem ich aktywacji.

CD20 jest nieglikozylowanym biatkiem
btonowym, wystepujacym w trzech izofor-

Fot. 3. Pozaweziowy chioniak CD20+, DR+,
zlokalizowany w gruczole piersiowym (chtoniak MALT
wg REAL). Ma charakter rozlany o posrednim odsetku
komorek Ki67 (barwienie immunoperoksydazowe, pow.
oryg. 400x)

mach 33, 35 i 37 kD, o dtugosci wystar-
czajgcej do 4-krotnego przejscia przez bto-
ne komoérkowa. Dtuzsza czes¢ N- i C-kon-
cowa czagsteczki jest umieszczona w cyto-
plazmie komorki, natomiast mniejsza czes¢
biatka CD20 jest prezentowana na po-
wierzchni komérki. Domeny cytoplazmatycz-
ne sg bogate w seryne i treonine ze zwie-
lokrotnionymi miejscami fosforylacji, ale nie
majg reszt tyrozynowych. Taka struktura
CD20 powoduje, ze spetnia ona role trans-
portera btonowego dla jonéw Ca++, co
umozliwia naptyw tych jonéw przez btone
komérkowg [21].

ANTYGEN CD20 JAKO CEL
DLA IMMUNOTERAPII

Obecno$¢ antygenu CD20 na komor-
kach nowotworowych chtoniakéw B spra-
wia, ze komérka z tym antygenem moze
by¢ dobrym celem dla przeciwciat mono-
klonalnych anty-CD20, ktére mozna wyko-
rzysta¢ w terapii tego typu nowotworu.
Rozwdj biologii molekularnej w ostatnich la-
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tach sprawit, ze otrzymano humanizowane
przeciwciata monoklonalne, ktére spetniajg
cechy utatwiajgce stosowanie ich w lecze-
niu cztowieka. Wykazano in vitro, ze prze-
ciwciata monoklonalne anty-CD20 hamujg
proliferacje nowotworowo zmienionych lim-
focytéw B i indukujg ich apoptoze [22].
Stosowany w klinice cztowieka Rituximab
jest mysio/ludzkg hybryda CD20, sktadaja-
ca sie z ludzkich IgG1 i regionu statego
kappa ze specyficznym mysim regionem
zmiennym. Mechanizm dziatania zwigzany
jest przynajmniej z dopetniaczo-zalezng cy-
totoksycznoscig [23]. Mozliwy jest rowniez
inny scenariusz. Napietnowane przeciwcia-
tem komorki nowotworowe stajg sie obiek-
tem ataku komodrek cytotoksycznych — cy-
totoksycznos¢ zalezna od przeciwciat
(ADCC) lub makrofagow [23].

Przeciwciata anty-CD20 stosowane po-
czatkowo w przypadku chtoniakéw grudko-
wych okazaty sie aktywne klinicznie i do-
brze tolerowane. Alternatywnie przeciwcia-
to anty-CD20 moze by¢ znakowane
pierwiastkiem promieniotwérczym z naste-
powym uszkodzeniem komaorki nowotworo-
wej promieniowaniem [24]. Przeciwciata
przeciw CD20 majg miejsce w leczeniu
chtoniakéw z tym antygenem i raczej z ni-
skim wskaznikiem proliferacji, histologicz-
nie w chtoniakach grudkowych. W przypad-
kach chtoniakdw wywodzacych sie z komo-
rek ptaszcza i w chioniakach strefy
brzeznej, ztozonych z matych komadrek (im-
munocytoma) odpowiedz na leczenie jest
nieco mniejsza. Natomiast w chtoniakach
limfocytowych pochodzgcych z matych ko-
morek o duzym wskazniku proliferacji od-
powiedZ na leczenie jest wyraznie mniej-
sza [25]. Leczenie przeciwciatem anty-
CD20 zastosowano réwniez w przypadkach
chtoniakoéw rozlanych zbudowanych z du-
zych komoérek blastycznych, posiadajgcych
na powierzchni komoérek nowotworowych
antygen CD20 [26].

Przeciwciato anty-CD20 znalazto szcze-
golne zastosowanie w leczeniu chtoniakow
grudkowych o niskim stopniu proliferacji
i chtoniakéw opornych na chemioterapie.

Doswiadczenia wtasne wskazuja, ze me-
tody immunopatomorfologiczne stosowane
w ocenie chtoniakéw utatwiajg wybodr od-
powiedniej terapii. W badanej grupie 18
pacjentéw ocenie poddano zaréwno prepa-
raty mrozone, jak i zatapiane w parafinie.
Przewaga barwienia preparatéw mrozonych
polega na tym, ze wynik otrzymuje sie
w ciggu 24 godz., natomiast w przypadku
preparatéw parafinowych, na skutek proce-
dury zwigzanej z utrwalaniem i przygoto-
wywaniem bloczka parafinowego, wyniki
barwienia immunocytochemicznego mozna
otrzymac po kilku dniach. Jednakze bar-
wienie preparatéow parafinowych ma swoje
zalety, poniewaz ocenie immunopatomorfo-
logicznej poddawany jest ten sam skrawek,

ktory byt uzyty do oceny histopatologicz-
nej, a dopiero poréwnanie obu wynikéw
daje odpowiedni obraz w ocenie nowotwo-
ru. Warunkiem jest jednak dotrzymanie re-
zimu utrwalania blokéw tkankowych, tak
aby proces ten nie uszkodzit struktur anty-
genowych biatek komdrek nowotworowych.
Stosowana powszechnie zasada utrwalania
wycinkéw tkankowych w buforowanej fos-
foranami formalinie, w czasie od 18 do 24
godz. z nastepowym odparafinowaniem
i uwodnieniem tkanek odpowiednio w ksy-
lenie i w szeregu acetonowym (aceton ab-
solutny, 70 proc. i 40 proc.) spetnia kryte-
ria bezpieczeristwa zachowania struktur an-
tygenowych na powierzchni komorki.

W badanej grupie 18 chorych z chto-
niakami w 5 przypadkach stwierdzono utka-
nie odpowiadajgce chtoniakowi grudkowe-
mu. We wszystkich tkankach obecny byt
antygen CD20 na komdrkach nowotworo-
wych, ktére réwniez byty DR dodatnie.
Spetniaty wiec kryteria limfocytéow B. Odse-
tek komorek Ki67+ byt czesciej niski (fot.
1.), aczkolwiek w 2 tkankach wiekszos$¢ ko-
morek byta Ki67+. U 13 chorych zmiany
weztowe miaty charakter rozlany, przy czym
w 5 przypadkach chtoniaki wywodzity sie
z matych komorek, a w 7 z duzych. Immu-
nopatomorfologicznie u 12 chorych komaor-
ki nowotworowe byty CD20+/DR+. Chtonia-
ki zbudowane z matych komorek miaty ni-
ski odsetek komodrek Ki67+. Natomiast
chtoniaki z duzymi komdérkami (7 chorych)
charakteryzowaty sie wysokim odsetkiem
komodrek Ki67+ (fot. 2.), nalezaty raczej do
typu MALT (5 przypadkow), a u 2 chorych
stwierdzono guz $rddpiersia. W jednym
przypadku chtoniaka typu MALT umiejsco-
wionego w gruczole piersiowym odsetek
komorek Ki67+ byt nieco nizszy (fot. 3.).

Tak wiec wstepna ocena immunopato-
morfologiczna okreslajgca odsetek Ki67+,
obecnos¢ BCL-2 i CD20 odgrywa istotng
role w opisie zmiany nowotworowej i moze
stanowi¢ przestanke do uzupetnienia che-
mioterapii immunoterapig z wykorzystaniem
przeciwciat przeciw CD20.
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