OVERZICHTSARTI

K ELEN

Rituximab: de ‘magic bullet’ in
de bestrijding van het B-cel-non-

Hodgkin-lymfoom?

Werkingsmechanismen en mogelijke oorzaken van resistentie

Auteurs

Trefwoorden

M.I. Gallegos Ruiz, M.H.J. van Oers en M.J. Kersten

antilichaamafhankelijke celgemedieerde cytotoxiciteit, apoptose, B-cel-non-

Hodgkin-lymfoom, complementafhankelijke cytotoxiciteit, rituximab

Samenvatting

Rituximab is een chimere monoklonale antistof
gericht tegen het CD20-antigeen dat tot expres-
sie komt op de meeste B-cel-non-Hodgkin-
lymfomen. Het is het eerste antilichaam dat
geregistreerd is voor de behandeling van kanker
en dat effectief is gebleken bij zowel indolente
als agressieve lymfomen. Tijdens de behandeling
wordt slechts milde toxiciteit waargenomen.

Een belangrijk deel van de B-cel-non-Hodgkin-
lymfoompatiénten reageert echter niet op
rituximab of krijgt na een initiéle respons een
recidief. Om de effectiviteit van de huidige
behandeling met rituximab te verbeteren, is het

Inleiding

B-cel-non-Hodgkin-lymfoom (B-NHL) bestaat uit
een indolente en agressieve vorm. Patiénten met
indolente B-NHL zijn met de huidige behandelme-
thoden over het algemeen niet te genezen. Van de
patiénten met agressieve lymfomen kan ongeveer
40% worden genezen. Het is daarom van groot
belang dat er nieuwe behandelingsstrategieén wor-
den ontwikkeld.

Rituximab, een monoklonale antistof gericht tegen
het CD20-antigeen, is een belangrijke aanwinst
gebleken voor de behandeling van patiénten met
zowel indolente als agressieve lymfomen. Rituximab-
monotherapie leidt bij iets meer dan de helft van de
patiénten met folliculair lymfoom (FL) tot een
respons met een mediane duur van ongeveer een jaar.'
De responspercentages bij patiénten die behandeld
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nodig meer inzicht te verkrijgen in de werkings-
en resistentiemechanismen van dit monoklonale
antilichaam.

In dit overzichtsartikel wordt nader ingegaan op
drie in de literatuur beschreven werkingsmecha-
nismen van rituximabmonotherapie: comple-
mentafhankelijke cytotoxiciteit, antilichaam-
afhankelijke celgemedieerde cytotoxiciteit en
apoptose. Verder worden mogelijke oorzaken van
resistentie beschreven en wordt er aandacht
besteed aan rituximab in combinatie met radio-
therapie, chemotherapie en cytokines.

(Ned Tijdschr Hematol 2005,2:184-191)

worden met een combinatie van rituximab en che-
motherapie liggen tussen de 80 en 100%.

Bij patiénten met agressieve lymfomen is er met
monotherapie een responskans van ongeveer 30%,
waarbij de meeste responsen van korte duur zijn.
Indien deze patiénten behandeld worden met een
combinatie van rituximab en chemotherapie, wordt
ook hier een winst in ziektevrije en totale overleving
geboekt.

Bij herbehandeling van de patiénten die eerder op
rituximab hebben gereageerd, treedt bij ongeveer de
helft opnieuw een respons op. Dit geeft aan dat som-
mige lymfomen resistent zijn of worden en dat nieu-
we strategieén nodig zijn om de behandelingsresul-
taten van rituximab te verbeteren. Om dit doel te
bereiken is een beter inzicht nodig in de werkings-
en resistentiemechanismen van rituximab.
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Figuur 1. Structuur van rituximab. Rituximab is een chimeer antilichaam dat bestaat uit variabele domeinen van de muis (ver-

antwoordelijk voor de CD20-binding), gekoppeld aan humane constante ketens. Door genetische manipulatie is het mogelijk

gehumaniseerde en volledig humane antilichamen te construeren. Een gehumaniseerd antilichaam bevat alleen nog de regio's

verantwoordelijk voor specificiteit (‘complementarity-determining region’; CDR) van de muis. De rest van het antilichaam is
van humane origine. Volledig humane monoklonale antilichamen kunnen worden verkregen door muizen transgeen voor
humane immuunglobuline genen te immuniseren met het CD20-antigeen.

Rituximab is gericht tegen het CD20-antigeen. Dit
antigeen is B-cel-specifiek en wordt tot expressie
gebracht op 90% van de B-cellymfomen. Het ligand
van CD20 is niet bekend. Omdat CD20 niet op
stamcellen en niet op plasmacellen voorkomyt, is dit
antigeen uiterst geschike als target voor monoklonale
antilichaamtherapie. Andere gunstige eigenschappen
van CD20 zijn dat de expressie op lymfoomcellen in
het algemeen redelijk hoog is, binding met de anti-
stof geen downregulatie van het antigeen veroorzaakt
en dat het antigeen niet wordt geinternaliseerd of
losgelaten in de circulatie.

Rituximab is het eerste monoklonale antilichaam dat
door de ‘Food and Drug Administration’ (FDA) werd
goedgekeurd voor de behandeling van kanker. Het is
een chimeer muis/humaan-antilichaam, waarbij
alleen het CD20-bindende domein afkomstig is van
de muis (zie Figuur I). Het immunoglobuline G1
(IgG1)-constante gedeelte is van humane afkomst,
waardoor meer optimale effectorreacties op gang
kunnen worden gebracht. Bovendien ontstaat er een
lagere kans op humane anti-muisantistoffen (HAMAY)
en een langere halfwaardetijd van de antistof.

Werkingsmechanismen van rituximabmono-
therapie

Rituximabbinding en farmacokinetiek

De farmacokinetiek van rituximab wordt niet alleen
bepaald door de eigenschappen van de antistof, maar
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ook door de aanwezigheid en dichtheid van het doel-
witantigeen. Het feit dat rituximab minder effectief
is bij chronische lymfatische leukemie (CLL)-
patiénten dan bij FL-patiénten, wordt door sommi-
gen toegeschreven aan de significant lagere antigene
dichtheid van CD20 op CLL-cellen.? De expressie
van CD20 op mantelcellymfoom en diffuus groot-
cellig lymfoom is echter vergelijkbaar met FL, zodat
dit niet de enige verklaring voor verschil in effectivi-
teit kan zijn. Verder worden bij patiénten die reageren
op rituximab hogere serumspiegels van de antistof
gevonden dan bij patiénten die geen respons berei-
ken. Dit kan een reflectie zijn van een hogere ‘tumor
load’ bij patiénten die niet reageren, waardoor de
antistof al in de circulatie wordt weggevangen.
Downregulatie van CD20 is een voor de hand lig-
gende verklaring voor resistentie, maar dit is slechts
incidenteel beschreven.® Bovendien kunnen resul-
taten van CD20-kleuringen negatief lijken, omdat
de tumorcellen nog rituximab gebonden hebben
waardoor het antigeen afschermd wordt.

Aangezien de standaarddosis van de rituximabmono-
therapie (iedere week vier toedieningen van 375
mg/m?) zeer arbitrair tot stand is gekomen en er geen
sprake was van dosislimiterende toxiciteit, is het niet
verwonderlijk dat er studies zijn gedaan met een
hogere dosis of frequentere toediening. Met name bij
CLL-patiénten heeft dit geleid tot hogere respons-
percentages, alhoewel ze van korte duur waren.*’
Opverigens zijn vergelijkende studies niet gedaan.
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Figuur 2. Complementafhankelijke cytotoxiciteit. Na binding
van rituximab aan CD20, bindt C1q aan de lgG1-keten van
rituximab. Hierdoor worden achtereenvolgens C4, C2, C3, C5,
C6, C7, C8 en C9 geactiveerd (complementcascade), waardoor
het ‘'membrane attack complex’ (MAC) wordt gevormd. Door
een porie in de celmembraan treedt vervolgens cellekkage

op en gaat de cel dood. C1R, CD46, CD55 en CD59 zijn mem-
braangebonden eiwitten die op verschillende momenten tij-
dens het proces kunnen voorkomen dat celschade ontstaat.

Complementafhankelijke cytotoxiciteit
Verschillende studies hebben aangetoond dat rituxi-
mab in vitro complementathankelijke cytotoxiciteit
(‘complement-dependent cytotoxicity’: CDC) indu-
ceert. Het complementsysteem bestaat uit een reeks
eiwitten (C1-9) die elkaar activeren. Uiteindelijk
kunnen deze eiwitten tumorcellen lyseren door vor-
ming van het zogenaamde ‘membrane attack com-
plex’. Het proces wordt geinitieerd door binding van
Clq aan de Fe-staart van de antistof (zie Figuur 2).
Ook worden de tumorcellen, door de aanwezigheid
van IgG en C3b op het oppervlak, geopsoniseerd
voor fagocytose via Fc-receptoren. Het vermogen
van een CD20-antistof om CDC te induceren lijke
te correleren met het vermogen om translocatie van
CD20 te bewerkstelligen in lipide microdomeinen
in de celmembraan, de zogenaamde ‘rafts’.¢
Complementregulerende eiwitten grijpen aan op ver-
schillende fasen van het proces en deze eiwitten kun-
nen zo voorkomen dat tumorcellen gelyseerd worden.
Een voorbeeld hiervan is de Cl-remmer (CIR).
Deze remmer grijpt aan tijdens de activering van het
Cl-eiwit. De remmers ‘decay accelerating factor’
(DAF; CD55) en CD46 grijpen beiden aan op het
C3-eiwit. Tot slot kan Protectin (CD59) binden aan
het C8- en C9-eiwit, waardoor wordt voorkomen
dat een porie in het membraan gevormd wordt.
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Manches et al. toonden aan dat de mate van expres-
sie van complementregulerende eiwitten de gevoe-
ligheid van B-NHL voor CDC, en daarmee de
gevoeligheid voor rituximab, kan voorspellen.” In
andere studies werd een verhoogde CDC gezien,
indien de complementregulerende eiwitten werden
geblokkeerd met antilichamen.®” Bovendien is
CD59 geidentificeerd op cellen die rituximab heb-
ben gebonden maar niet gelyseerd zijn." Deze com-
plementregulerende eiwitten lijken derhalve een rol
te spelen bij resistentie tegen rituximab. Door blok-
kering van deze eiwitten kan mogelijk de werking
van rituximab verbeterd worden. Een andere moge-
lijkheid om met CDC de werking van rituximab te
verbeteren, is het versterken van de binding tussen
het complementregulerende eiwit en rituximab. Een
IgG1-mutant met sterkere binding aan Clq is reeds
geconstrueerd."

In een studie door Di Gaetano et al. werden bij Clg-
deficiénte muizen waarin geen complementactive-
ring mogelijk is, lymfoomcellen, getransduceerd
met humaan CD20, getransplanteerd. In deze mui-
zen was behandeling met rituximab niet effectief,
hetgeen laat zien dat ook in vivo CDC belangrijk is
voor de werking van rituximab."

Antilichaamafhankelijke celgemedieerde cyto-
toxiciteit

Antilichaamathankelijke celgemedieerde cytotoxici-
teit (‘antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity’:

‘natural killer'-cel

fe-receptor

celmembraan

Figuur 3. Antilichaamafhankelijke celgemedieerde cytotoxici-
teit. Fe-Receptoren op bijvoorbeeld een ‘natural killer' (NK)-
cel, zijn in staat te binden aan het [gG1-domein van rituxi-
mab. Door deze interactie wordt de NK-cel geactiveerd tot
vrijlating van cytotoxische granula. Dit leidt tot celdood.
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Figuur 4. Apoptose. Wanneer CD20 wordt gebonden door

rituximab transloceert het antigeen naar de zogenaamde
'lipid rafts', celmembraancompartimenten rijk aan cholesterol
en glycolipiden. Deze verbinding vormt een platform voor
signaaltransducties die uiteindelijk kunnen leiden tot active-
ring van caspase-9 en -3. Dit resulteert vervolgens in inductie
van apoptose. XIAP en MCL-1 zijn twee remmers van het
apoptoseproces.

ADCC) is een mechanisme waarbij cellen die een
antilichaam (in dit geval rituximab) hebben gebon-
den, worden gedood na interactie met een Fc-recep-
tor (zie Figuur 3 op pagina 186). Fc-receptoren zijn
aanwezig op monocyten, macrofagen, neutrofielen en
‘natural killer’ (NK)-cellen. Er bestaan drie klassen
Fe-receptoren: FeyRI (CD64), FeyRII (CD32) en
FceyRIII (CD16). Op één subtype na (FcyRIIb),
hebben alle Fc-receptoren een activerende werking.
De balans tussen de aanwezigheid van en binding
aan deze receptoren bepaalt of cytotoxische mecha-
nismen worden geactiveerd of geremd.

Verschillende in-vitrostudies laten zien dat ADCC
een belangrijke rol speelt in de werking van rituxi-
mab. Hiervoor blijken verschillende effectorcellen
verantwoordelijk.** Bewijs voor de bijdrage van
ADCC in vivo werd geleverd door een studie van
Clynes et al. In deze studie was de behandeling met
rituximab niet effectief bij muizen die deficiént waren
voor de activerende receptoren CD64 en CD16."

Cartron et al. kwamen met aanvullend bewijs door-
dat ze demonstreerden dat er een correlatie bestaat
tussen de responskans van indolente B-NHL en een
specifieck polymorfisme in de CD16-receptor
(FeyRIIIa).” Er bestaat een receptor met een sterkere
binding (158V) en een receptor met een zwakkere
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binding (158F). Patiénten die homozygoot waren
voor de 158V-variant, hadden na behandeling met
rituximab een ‘overall response rate’ (ORR) van 90%
na 12 maanden. Van de patiénten die 1 of 2 kopieén
hadden van de 158F-variant, had na 12 maanden
slechts 51% een respons.” Bij patiénten met een
immunocytoom is de kans op respons ook groter
indien ze homozygoot zijn voor het 158V-allel.'®
Deze resultaten geven een sterke indicatie dat CD16
belangrijk is voor de effectiviteit van rituximab. Verder
is er nu een mogelijkheid om de respons te voorspel-
len en meer effectieve antilichamen te construeren.
Shields et al. hebben inmiddels een antilichaam
geconstrueerd met een betere binding aan 158E"
Een andere mogelijke verklaring voor een slechte
respons op rituximab, is het verdwijnen van immu-
nologische effectorcellen na verscheidene (chemo-
therapeutische) behandelingen. Een manier om deze
vorm van resistentie tegen te gaan, is de celpopulatie
te vernieuwen met behulp van cytokines of door cel-
transfusie. Het is reeds aangetoond dat de cytokines
‘granulocyte (macrophage) colony-stimulating fac-
tor (G(M)CSF), interleukine (IL)-2 en IL-12, de
ontwikkeling van neutrofielen en NK-cellen bevor-
deren en daarmee de werking van rituximab moge-
lijk kunnen verbeteren.®

Apoptose

Wanneer CD20 wordt gebonden door rituximab,
vindt er een translocatie plaats naar domeinen in de
celmembraan die rijk zijn aan cholesterol en glyco-
lipiden, de zogenaamde ‘lipid rafts’. Deze transloca-
tie vormt een platform voor het op gang brengen
van signaaltransducties, waardoor B-celproliferatie
wordt geremd of apoptose in de maligne cellen
wordt geinduceerd. De inductie van apoptose gaat,
onder andere, via activering van caspase-9 en -3.
Remmers van dit mechanisme zijn XIAP en MCL-1
(zie Figuur 4). Overigens verschillen CD20-antistof-
fen in hun vermogen om een translocatie naar ‘lipid
rafts’ te bewerkstelligen.

Byrd et al. leverden in vivo bewijs voor een rol van
caspase-3 en -9 in de antitumorwerking van rituxi-
mab.” Hierbij werd bovendien downregulatie van
XIAP en MCL-1 waargenomen. Bij deze studie kon
echter niet worden uitgesloten dat ook andere effec-
tormechanismen betrokken waren. Overigens von-
den Van der Kolk et al. dat apoptose, geinduceerd
door cross-linking van CD20, ook caspaseonathan-
kelijk kan verlopen.”

Het aanvullende bewijs dat apoptose een rol speelt
in de werking van rituximab, werd geleverd in een
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studie waar het CH-domein van rituximab werd
verwijderd.”’ Dit domein is onderdeel van de Fe-
regio en verantwoordelijk voor de binding aan het
Cl-eiwit. De getrunceerde vorm van rituximab was
nog steeds effectief in het induceren van apoptose in
vitro en was tevens actief in xenograftmodellen.”
Verandering van verschillende regulatoreiwitten van
apoptose (BCL-2, APAF-1, XIAP, MCL-1) kan

mogelijk een mechanisme van resistentie zijn.

BCL-2 is een antiapoptotisch eiwit. Expressie van
dit eiwit gaat samen met een slechte prognose voor
patiénten met diffuus grootcellig B-cellymfoom
(‘diffuse large B-cell lymphoma’: DLBCL). Mounier
et al. toonden in een vergelijkende studie tussen een
arm met CHOP (cyclofosfamide, doxorubicine,
vincristine, prednison) en rituximab en een arm met
alleen CHOP aan, dat het overlevingsvoordeel voor
de met rituximab behandelde patiénten met name
werd behaald in de BCL2-positieve groep.”

Gebruik van rituximab bij combinatie-
therapie

Een andere aanpak om de werking van rituximab te
verbeteren, is rituximab te combineren met andere
behandelmethoden. Veelbelovende resultaten zijn al
geboekt in combinatie met radio-isotopen, chemo-
therapie en cytokines. Deze combinaties worden
hieronder nader belicht.

Radio-immunotherapie

Radio-immunotherapie is aantrekkelijk, omdat de
specificiteit van monoklonale antilichamen wordt
gecombineerd met de celbeschadigende effecten van
radioactieve straling. Cellen die diep in de tumor lig-
gen of geen CD20 tot expressie brengen, worden op
deze manier door het zogenaamde cross-fire-effect
ook gedood.

Er zijn verschillende redenen waarom met name
lymfomen geschikt zijn voor radio-immunotherapie.
Ten eerste zijn lymfomen zeer radiosensitief en ze
hebben (in tegenstelling tot normale weefsels) geen
drempel voor bestralingsschade, waardoor juist de
continue lage dosis straling die wordt bereikt effec-
tief kan zijn. Ten tweede is de effectiviteit van de the-
rapie door het radio-isotoop niet langer afhankelijk
van immunologische effectormechanismen, die met
name bij zwaar voorbehandelde patiénten verstoord
kunnen zijn. Ten slotte zijn er nog aanwijzingen dat
radio-immunotherapie remming van de angiogenese
kan veroorzaken.”

NEDERLANDS TIJDSCHRIFT VOOR

HEMATOLOGIE

Van de twee beschikbare CD20-radio-immunocon-
jugaten, ibritumomab tiuxetan (Zevalin®) en tosi-
tumomab (Bexxar®), is aangetoond dat beide mid-
delen nog effectief zijn bij ongeveer de helft van de
patiénten die resistent zijn tegen rituximab. Ook is
in een gerandomiseerde studie aangetoond dat het
radio-immunoconjugaat effectiever was dan de
ongeconjugeerde antistof, zodat er inderdaad een
toegevoegde waarde van het radio-isotoop is.**
Beide middelen bestaan uit een muizen-CD20-
antistof, maar aan ibritumomab tiuxetan is het
radio-isotoop Yttrium™ gekoppeld en aan tositumo-
mab het radio-isotoop I'*'.

Het voordeel van Yttrium™ is dat het een pure B-stra-
ler is, waardoor minder stralingsbelasting voor per-
soneel en familieleden optreedt. Dit radio-isotoop
heeft ook een hogere energie, waardoor het over een
grotere lengte, en dus meer celdiameters, effectief is.
Dit kan mogelijk tot een betere effectiviteit bij gro-
tere tumoren leiden. Nadeel is dat, door het ontbre-
ken van y-emissie, voor de beeldvorming een ander
radio-isotoop moet worden gebruikt.

Chemo-immunotherapie

Een andere interessante optie voor de behandeling
van B-NHL-patiénten is de combinatie van chemo-
therapie en rituximab. Door de verschillen in wer-
kingsmechanisme lijkt er geen kruisresistentie te zijn
en is er ook nauwelijks overlappende toxiciteit. In
vitro zijn er bovendien aanwijzingen dat rituximab
tumorcellen kan sensibiliseren voor verschillende
cytostatica (doxorubicine, cisplatinum, dexametha-
son, fludarabine), onder andere door het verhogen
van de gevoeligheid voor apoptose.

In cellijnen is aangetoond dat rituximabtoediening
kan leiden tot downregulatie van IL-10, hetgeen ver-
volgens downregulatie van het antiapoptotische
eiwit BCL-2 veroorzaakt.” Verschillende studies
toonden veelbelovende resultaten indien patiénten
werden behandeld met CHOP of CVP (cyclofos-
famide, vincristine en prednison) gecombineerd met
rituximab.”?*? Interessant is ook de combinatie van
fludarabine en rituximab, mede omdat fludarabine
in staat is het complementremmende eiwit CD55 te
downmoduleren.”

Cytokines in combinatie met rituximab

IL-2, G(M)-CSF en interferon (IFN)-o. zijn in staat
de cytotoxische effecten van ADCC te stimuleren,
mogelijk door het vergroten van de effectorcelpopu-
latie (neutrofielen, NK-cellen). Omdat ADCC

mogelijk een werkingsmechanisme is van rituximab,
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Aanwijzingen voor de praktijk

1. Monoklonale antilichaamtherapie met rituximab is een belangrijke aanwinst gebleken voor de
behandeling van patiénten met zowel indolente als agressieve B-cel-maligniteiten.

2. De werkingsmechanismen van rituximab berusten met name op complementafthankelijke
cytotoxiciteit, antilichaamafhankelijke celgemedieerde cytotoxiciteit en inductie van apoptose.

3. Een betere kennis van de werkingsmechanismen van monoklonale antistoffen zal leiden tot
meer rationele combinaties met andere geneesmiddelen en een meer doelmatig gebruik van

deze antistoffen.

is gekeken naar de combinatie van deze cytokines en
rituximab bij patiénten met recidief indolent B-NHL.
Rituximab in combinatie met IL-2 bleek veilig en
resulteerde in expansie van NK-cellen, hetgeen
samenging met een hoger responspercentage.'’
Combinatietherapie van G(M)-CSF en rituximab
bleek goed getolereerd te worden. Van der Kolk et al.
toonden aan dat de ORR van deze behandeling
gelijk was aan de behandeling met alleen rituxi-
mab.” Wel was het percentage complete remissies bij
de combinatietherapie hoger dan verwacht en was
de duur van de remissie langer. De combinatiethera-
pie van IFN-o en rituxmab liet een ORR zien van
70%.? De resultaten van de in deze paragraaf
genoemde studies dienen echter nog te worden
bevestigd in gerandomiseerde studies.

Conclusies en verwachtingen voor de
toekomst

Hoewel met rituximab goede klinische resultaten zijn
geboekt, reageert een belangrijk deel van de B-NHL-
patiénten niet op de behandeling of de patiénten
krijgen na respons een recidief. Dit geeft aan dat ver-
betering van de huidige behandeling nodig is.

In dit artikel is een overzicht gegeven van de wer-
kingsmechanismen van door rituximab geinduceer-
de CDC, ADCC en apoptose. Ondanks de kennis
van deze mechanismen, moet nog blijken welk van
deze mechanismen de grootste bijdrage levert aan de
werking van rituximab. Problematisch bij het beoor-
delen van in-vitrostudies en dierexperimenten, is dat
er veelal wordt gewerkt met cellijnen afkomstig van
agressieve lymfomen. Rituximab is echter het meest
effectief bij indolente lymfoomtypen. Verder heeft
elke cellijn zijn eigen karakteristieken, waardoor het
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interpreteren van de gevonden resultaten wordt
bemoeilijkt en soms ogenschijnlijk tegenstrijdige
resultaten worden verkregen.”

Veelbelovende resultaten zijn geboekt door rituxi-
mab te combineren met chemotherapie of met radio-
isotopen. Mogelijk kan in de toekomst deze dure
therapie gerichter worden ingezet door te screenen
op Fcy-RIII-polymorfismen, BCL-2-expressie en
genetische expressiepatronen.*

Doordat het nu mogelijk is ook volledig humane anti-
lichamen te ontwikkelen zullen nieuwe, meer effec-
tieve, antilichamen op de markt komen. Uiteinde-
lijk zal dit alles hopelijk resulteren in een verbetering
van de prognose en een verbeterde levenskwaliteit
van B-NHL-patiénten.
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