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V soucasnosti je prokazano, Ze tloha B lymfocytt v obranném i poskozujicim zanétu je daleko komplexnéjsi nez tvorba protilatek
po antigenni stimulaci. B lymfocyty jsou vyznamnym zdrojem regulacnich i efektorovych cytokin(. Kromé schopnosti rozpoznat
antigeny prostfednictvim BcR jsou schopny rozpoznévat signaly nebezpeci a poskozeni, které nasledné zpracuji a prezentuji
T lymfocytdm v podobé antigennich peptidd navéazanych na molekuly HLA. Bylo pfekvapenim, ze biologicka terapie monoklo-
nalni protilatkou antiCD20 (ocrelizumab) prokazala v klinickych studiich vysokou ucinnost v [é¢bé roztrousené sklerézy. Rlizna
biologika antiCD20 rozpoznavaji stejnou molekulu B lymfocytU. Lisi se vSak zasadné ve strukture a posttranslacnich modifikacich.
Tyto vlastnosti vyznamné ovliviiuji bezprostiedni i dlouhodobé nezadouci Ucinky terapie antiCD20 v [é¢bé roztrousené sklerdzy.
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B lymphocytes in cerebrospinal multiple sclerosis and the role of

a B lymphocyte-targeting biologic agent in its therapy

The role of B cells in the inflammatory response is much wider as previously thought. B cells are not only antibodies producing
cells but are the rich source of various proinflammatory cytokines and chemokines. B cells can identify various signals of danger
or damage. These danger molecules are processed and presented in the form of antigenic peptides in the context of HLA mol-
ecules to T cells. Suprisingly, biological therapy with ocrelizumab targeting CD20 molecule expressed on B cells was evidenced
as highly effective therapy of multiple sclerosis in large clinical trials. There are the substantial differencies in the structure and
posttranslational modification comparing different antiCD20 monoclonal antibodies. These differences are responsible for both
immediate and longterm adverse effects of this type of biological therapy in the treatment of multiple sclerosis.

Key words: multiple sclerosis, B cells, molecule CD20, biological therapy, ocrelizumab.

Uvod

Roztrousena skleréza mozkomisni (RS) je za-
vazné imunopatologické a neurodegenerativni
onemocnénf centrdlni nervové soustavy. Nase
populace patfi mezi nejpostizenéjsi. Patogeneze
RS je popsana pouze z &&sti, pfestoze toto one-
mocnéni je studovano na nejvyssi Urovni jiz
nékolik desitek rokd. K dispozici médme i zviteci
model experimentaInf autoimunitni encefalitidy
(EAE). Jedna se jednoznac¢né o multifaktorialni
onemocnéni s ur¢itou genetickou predispozici,

kterd neni pfilis vyraznd. Z neznamych pficin,
pravdépodobné pod vlivem faktord vnéjsiho
svéta, mezi které patfi zfejmé nékteré virové
infekce, dochazi k prolomeni homeostatickych
regulaci imunitni soustavy. Vysledkem je posko-
zujici zanét, jehoz cilem jsou predevsim obalové
struktury nervovych vidken. Jsou definovany
hlavni terce této autoreaktivity, kterym je napf.
myelinovy bazicky protein (MBP). Na zakladé roz-
séhlych experimentalnich i klinickych vyzkum
je v soucasné dobé obecné prijimano, ze Ustfed-

ni Ulohu v poskozujicim z&nétu u nemocnych
s RS sehrévaji abnorméliné funkéné polarizované
subsety T lymfocytl Th1 a Th17, které podle
stavajiciho konceptu povazujeme za klicovou
soucdst poskozujiciho zanétu. Ztrdta homeosta-
tickych regulaci je charakterizovana nizsi aktivi-
tou subsetu Treg T lymfocytd. Tento koncept je
nepochybné alespon z ¢asti pravdivy. Dikazem
jsou ucinné lécebné zasahy, pouzivané jiz fadu
rokU k 1é¢bé nékterych forem roztrousené skle-
rozy, které jsou zalozeny predevsim na modulaci
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Obr. 1. Blymfocyty jsou integrdlni soucdsti poskozujictho zdnétu u nemocnych s RS
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T lymfocytarniimunity. Bylo prekvapenim, kdyz
pred nékolika lety klinické experimenty pro-
kazaly vybornou ucinnost lécebnych zasaht
zprosttedkovanych biologickou terapif cilici na
B lymfocyty. Konkrétné se jedna o pouziti mo-
noklondlnich protildtek reagujicich s molekulou
CD20 B lymfocytl. Tyto nové poznatky pfinesly
zcela novy vhled na imunopatogenetické me-
chanizmy podilejici se na vzniku a rozvoji RS.
Prinesly v3ak také fadu otdzek, z nichz mnohé
maji i velmi praktické dopady. Jednou z nich
je napfiklad skute¢nost, které z dostupnych
monoklondlnich protilatek reagujicich s CD20,
které byly schvaleny pro Ié¢bu jinych onemoc-
nénf, budou pro imunomodulaéni zasahy u ne-
mocnych s RS nejvyhodnéjsi. Tento prehledovy
¢lanek by vtomto sméru mél prinést alespon

ramcové odpovédi.

B lymfocyty jako integralni
soucast poskozujiciho zanétu
u nemocnych s RS

Jiz desitky rokd je zndmo, Ze v likvoru nemoc-
nych s RS je mozné detekovat tzv. oligoklonalnf
prouzky imunoglobulinC. Prikaz téchto oligoklo-
nalnich imunoglobulind v likvoru je povazovan
za dobry pomocny diagnosticky marker u ne-
mocnych s RS. Jejich pritomnost v likvoru a dalsf
nélezy, napf. transkriptomu B lymfocytd, jasné
ukazuji na intratékaIni syntézu téchto protilatek.
Pres dlouholeté Usili nebyly nalezeny interpre-
ta¢né vyznamné terce téchto oligoklondlnich
protildtek. Vétsina z nich reaguje s rliznymi struk-
turami CNS. To je interpretovano, bud jako epife-
nomén, ktery ukazuje na imunitni odpovéd na

poskozené struktury mozku, nebo je pfitomnost
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téchto protildtek vyklddana jako jeden z mechani-
zmd, jakymi se imunitni systém podili na ,uklidu”
v kompartmentu CNS. Nynf by bylo chybné tvr-
dit, ze protilatkova aktivita v CNS u nemocnych
s RS je pouhy epifenomén. Jsou jasné dikazy,
Ze autoprotilatky se vazi na strukturni elemen-
ty v mozku, napt. myelinové pochvy, oligoden-
drocyty, astrocyty. Byla prokazana kolokalizace
protildtek a aktivovanych sloZek komplemento-
vého systému a také cytotoxickych bunék. Oba
tyto mechanizmy jsou prokazatelné zapojeny
do efektorovych fazi poskozujiciho zanétu u ne-
mocnych s RS. Je pravdépodobnéjsi, Ze aktivni
zapojeni B lymfocytd do poskozujiciho zanétu
unemocnych s RS je komplexnéjsia B lymfocyty
se nepochybné podileji i na inicia¢nich fazich
poskozujiciho zanétu. B lymfocyty totiz proka-
zatelné slouzi jako mimoradné efektivni buriky,
které jsou schopny identifikovat vzory DAMP/
PAMP (Damage Associated Molecular Patterns/
Pathogen Associated Molecular Patterns), inter-
nalizovat je a nitrobunécné zpracovat. Vzniklé
antigenni peptidy prezentuiji v kontextu molekul
HLA T lymfocytarnimu systému. Mohou se tedy
jednoznacné podilet na aktivaci, klondInf expanzi
a funkeni polarizaci autoreaktivnich T lymfocytl
ve strukturach CNS. B lymfocyty jsou vydatnym
vzorem prozanétlivych cytokint a chemokind.
Jejich prostfednictvim jsou zapojeny do samot-
né bunécné organizace poskozujictho zanétu
u nemocnych s RS. Poskytuiji také rlstové faktory
a antiapoptotické podnéty nutné pro prezivani
imunitnich bunék, které jsou soucasti poskozuiji-
ciho z&nétu u nemocnych s RS.

progresivniformy, byly post mortem prokazany
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zorganizované tzv. terciarni lymfatické struktury
na meningdch téchto pacientd. Terciarni lymfa-
tické struktury jsou typicky pfitomné u vsech
zkoumanych imunopatologickych onemoc-
néni, napf. revmatoidni artritidy, aterosklerdzy,
rdznych vaskulitid, mame-li jmenovat pouze
nékteré z nich. Pfesto v pfipadé RS, povazované
za T lymfocytarni imunopatologii s klicovym
podilem subsetl Th1 a Th17, byl nélez téchto
struktur prekvapenim. Je otdzkou, zda terciarni
lymfatické struktury nejsou pfitomny rovnéz
v CNS nemocnych s remitujici relabujici formou
RS. Ddkazy je vsak pro tuto formu obtizné pfi-
nést. Tercidrni lymfatické struktury jsou mistem
lokdIni odpovédi B lymfocytd na antigenni
podnéty. V téchto strukturach jsou pfitomny
folikuldrni dendritické buriky a také folikularni
Tlymfocyty Tfh, poskytujici nejucinnéjsi regulac-
ni podporu B lymfocytlim stimulovanym antige-
nem. B lymfocyty v nich po antigenni stimulaci
klondIné expanduiji a termindlné diferencuji do
bunék, které tvofi imunoglobuliny. Absolutn{
ddkazy o zapojeni B lymfocytl do patogeneze
RS ziskdvame z klinicky prokdzaného pozitivni-
ho efektu biologické terapie cilici specificky na
B lymfocyty reprezentovaného zejména proti-
latkami zamifenymi na molekulu CD20, ale také
7 pouZiti alemtuzumabu (@ntiCD52). Molekula
CD52 je vyjadiena na fadé bunécnych element(
imunitni soustavy, v¢etné B lymfocytl. Aplikace
antiCD52 velmi vyrazné ovliviuje pravé B lymfo-
cytarni systém (Gelfand et al.,, 2017) (obrézek 1).

Diferenciace B lymfocytl

B lymfocyty patfik nejlépe prozkoumanym
elementlm imunitni soustavy. MnoZstvi poznat-
kd, které o nich byly z riznych ohledd ziskany,
je ohromné. Studium B lymfocytd méa celou
fadu praktickych vystupd smérem do klinické
mediciny, diagnostické praxe a ovliviiuje zdrav{
lidi obecné. Zde se zaméfime pouze na stru¢né
ozfejméni diferenciace B lymfocytU. B lymfocyty
se vyvijeji v primarnich orgénech krvetvorby,
kterym po narozeni z{stavé kostni dfen. Jejich
vyvoj probihd z kmenové bunky krvetvorby.
Pro sledovéni diferenciacnich proces je velmi
vyhodné a vysoce specifické stanovovat mem-
branové nebo nitrobunécné molekuly pomoci
monoklonalnich protildtek s vyhodnocenim
prdtokovou cytometrii. Pro tyto Ucely byla vy-
tvofena zavazna nomenklatura leukocytarnich

znakd, kterou oznac¢ujeme jako CD klasifikace.



) ZPOMEZi NEUROLOGIE

B LYMFOCYTY V ROZTROUSENE SKLEROZE MOZKOMISNIA POSTAVENT BIOLOGIKA CILICTHO NA B LYMFOCYTYV JEJTLECBE

Obr. 2. Diferenciace B lymfocyti nezdvisld na pfitomnosti antigenu a stimulovand antigennim podnétem
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Obr. 3. Mechanizmus Ucinku biologik reagujicich s molekulou CD20 B lymfocytt
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Kazdé molekule v ni pfislusf urcité pofadové &is-
lo. Pritazeni znaku CD znaci, ze o této molekule
vime prakticky vse. Kmenova burika krvetvorby
exprimuje znak CD34. Z ni se na zakladé aktu-
alnich potreb ¢lovéka vyvijeji vsechny vétve
od sebe oddéluje lymfoidni a myeloidni vyvo-
jova vetev. V ramci lymfoidni vyvojové vétve
potom probiha vyvoj v oddélenych vétvich, kte-
ré davaji vznik T lymfocytdm a B lymfocytlm.
Zatimco vyvoj T lymfocytd probihd v thymu,
vyvoj B lymfocytd se cely uskutecnuje v kostni
dreni. Velmi brzy v prabéhu diferenciace ex-
primuji prekurzory B lymfocytd membranovy
znak CD19, ktery je specificky pro B lymfocy-
tarni vétev. V postupnych daldich krocich, které
probihaji bez ptitomnosti antigenu, dochazi ke
komplexnim zméndm vyzravajiciho B lymfo-
cytu. To se odrazf na jeho imunobiologickych
vlastnostech. Postupné ztraci znaky nezralosti
a ziskava dalsi B lymfocytarni znaky, které si po-
drzi az do stadia zralého B lymfocytu. Z téchto

_ NK burnky:
- cytotoxicita, apoptéza

el

anti-CD20 g

mékrofégy, granulocyty:
cytotoxicita, fagocytéza

znakl mizeme zdUraznit pfedevsim molekulu
CD20, kterd bude predmétem blizsi informace
dale. Pfipominédme vsak, ze zralé B lymfocyty
nesou fadu dalsich specifickych znak pro B
lymfocyty, jakymi je napt. CD21, CD22, CD23,
CD24, CD37, CD40 a dalsf. Podstatné pro vyvoj
B lymfocytl je uskute¢néni tzv. preskupeni ge-
novych segmentd, které kéduji receptory pro
antigen na B lymfocytech. Usp&iné preskupeni
genovych segmentd vede k vyjadreni receptoru
pro antigen BcR na B lymfocytu na povrchu
bunky. Pfitomnost receptort BcR definuje zraly
B lymfocyt. Na této Urovni konci na antigenu ne-
zavisly vyvoj B lymfocytd, ktery vede k vytvoreni
ohromného repertoéru rdznych B lymfocytl
s rdznymi specifitami receptor( BcR, kterymi
budou rozpozndvat antigenni podnéty. Vsechny
zralé B lymfocyty nesou panB lymfocytarni zna-
ky, mezi nimi také molekulu CD20. Dal3f vyvoj
probihd pouze u téch B lymfocytd, které roz-
poznaly antigen, obdrzely viechny dalsf nutné
podnéty od kooperujicich bunék, pfedevsim
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od T lymfocytu subset Tfh a Th2. Vysledkem
je klondIni expanze antigenem stimulovanych
B lymfocytd, jejich dalsi diferenciace, somaticka
mutace a izotopové pfepnuti, na jejichz konci je
vznik plazmatickych bunék. K témto procestim
stimulovanym antigenem dochdzi v sekundar-
nich lymfatickych orgénech, predevsim lymfa-
tickych uzlindch, sleziné a jisté také v lymfoidni
tkani spojené se sliznicemi. V prabéhu této ter-
minalni diferenciace dochézi k rozsahlym zmé-
nam imunobiologickych vlastnosti B lymfocytd,
které mdzeme sledovat napf. zménou membra-
novych molekul. Velmi ziednodusené Ize kon-
statovat, ze pan B lymfocytérniznaky vyjadiené
na zralych B lymfocytech, v¢etné CD20, jsou
postupné ztraceny a na plné diferencovanych
plazmatickych burnkdach se jiz tyto membrano-
vé struktury nevyskytuji. Naopak, plazmatické
bunky ziskdvajf jinou membranovou vybavu,
kterd je pro né typickd. K primarni protildtkové
odpovédi dochdzi i v tercidrnich lymfatickych
strukturach imunitni soustavy lokalizovanych
u nemocnych s RS na meningdch (Krejsek et al,,
2016) (obrazek 2).

Hybridom, monoklonalni
protilatky

Metodicky vyvoj v biomediciné mdzeme
s plnym opravnénim rozdélit na obdobi pred
konstrukci hybridomu a po Uspésném zkonstru-
ovani hybridomu. K této technologické revoluci
doslo v poloviné sedmdesétych let 20. stoleti. Je
spjata se jmény César Milstein a Georges Kohler,
kteff za objev hybridomu byli po zasluze odme-
néni Nobelovou cenou za fyziologii a Iékafstvi.
Hybridom byl pdvodné konstruovén jako in vitro
fuze diferencovaného B lymfocytu, tedy bunky
s potencidlem tvorit protilatky a nddoroveé zmé-
néné plazmatické, myelomové, bunky. Vzniklé
umeélé syncytium, hybridom, v sobé spojuje
vlastnosti obou téchto bunécnych elementd.
Nelze totiz in vitro vytvofit podminky, které by
vedly po antigenni stimulaci k dlouhodobé pro-
liferaci a prezivani B lymfocytl a jejich terminalni
diferenciaci. B lymfocyty za podminek in vitro
prechazeji do apoptdzy. Nekonecny proliferacni
potencidl jim predd pravé nadorové zménéna
myelomova burka. Hybridomova technologie
se ukdzala jako mimoradné perspektivni, protoze
jednotlivé hybridomy davaji vznik tzv. mono-
klonalnim protilatkdm. Monoklondlnf protildtky
jsou vlastné solubilni receptory BcR B lymfocy-
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tu, ktery byl fuzovén s myelomovou burkou.
Jsou svou molekuldrni podstatou zcela totozné.
Jsou totozné i co do antigenni struktury, kterou
rozpoznavajl. Monoklonaini protildtky se staly
nenahraditelnym néastrojem ve vyzkumu, dia-
gnostice a nakonec i v 1é¢bé riznych nemoci.
Konstrukce hybridomU a produkce mo-
noklondinich protildtek se ukazala byt také
mimoradné komercné Uspésnym projektem.
Obrazné i doslova Ize Fici, Ze nejsou vyrabény
drazsi latky na svété. | tyto aspekty podnitily
rozvoj hybridomové technologie, ke kterému
dochazf od osmdesatych let minulého stoleti.
Vedlo to k tomu, Ze jednotlivé hybridomy bylo
zapotrebi utfidit stran specifity jimi tvofenych
protildtek. K tomu slouzi celosvétové Usili vy-
branych laboratoff, vysledkem jejichz prace je
jizzminéna CD klasifikace. Pocet pIné definova-
nych CD znak{ postupné rostl.V soucasné dobé
dosahuje jiz témeér 400. Pavodni technologie
pouzivané ke konstrukci hybridoma vychézely
z mysich bunék. To nebylo na zdvadu, dokud
byly monoklondini protilatky vyuzivany pouze
pro in vitro vyzkumné Ucely nebo pro in vitro
diagnostiku. Brzy vak byl docenén potencial
monoklondlnich protilatek, predevsim jejich
specifita, pro vyuziti v klinické praxi. Jiz nékolik
desetileti budované klinické zkusenosti jasné
definuji nezastupitelné postaveni monoklo-
nalnich protilatek v [é¢bé imunopatologickych
onemocnéni, transplantacniimunologie, onko-
logii, pfedevsim hematoonkologii a z ¢asti také
v infek¢nim lékafstvi. Vycet vsech chorobnych
stav(, pro které byly monoklondinf protilatky jiz
schvaleny zdravotnickymi autoritami pro léceb-
né Ucely, by byl dlouhy (Du et al,, 2017).
Klinické aplikace monoklonalnich protilatek
zahy ukazaly, ze monoklonalIni protilatky plvod-
né konstruované mysimi hybridomy lze pouzit
pouze jednordzoveé. Tyto protilatky se totiz cho-
vajf jako xenologni proteiny a vyvolavaji v [écené
0s0bé rychlou indukci xenoreaktivity, nejsna-
ze detekovatelnou jako pfitomnost protilatek.
Opakované aplikace mysich monoklonalnich
protildtek jsou spojeny s vyraznymi riziky zavaz-
nych nezadoucich Ucinkd této 1écby. Vytraci se
také efektivita této terapie, protoze vznikajici
protilatky neutralizuji Uc¢inek biologik. Proto
byly postupné konstruovany nové typy hybri-
dom, které problémy s xenoreaktivitou fesily.
Odpovidajicim zplsobem byla také vytvorena
z&vazna nomenklatura, kterd popisuje plvod
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monoklonalnich protildtek pouzitych k Iécbé.
Provedeme pouze velmirdmcovy prehled téch-
to biotechnologickych modifikaci hybridomové
technologie. Pro oznacenf odlisné konstruova-
nych hybridoma se pouzivé pfipona pro danou
protildtku. Ta je v pfipadé mysiho hybridomu
—-mab (muromab, antiCD3). Xenoreaktivita
mysich protildtek je soustfedéna do Fc ¢asti
molekuly imunoglobulind. Xenoreaktivitu se
zasadné podafilo sniZit konstrukci hybridomd,
které produkuji tzv. chimérické monoklondlni
protilatky. V nich je Fc ¢ast molekuly mysi mono-
klonalInf protildtky nahrazena lidskym proteinem.
Tyto tzv. chimérické protildtky nesou pfiponu
—ximab (rituximab, antiCD20). Chimérické mo-
noklondlni protilatky Ize opakované aplikovat
bez vyznac¢néjsich rizik velkych nezadoucich
vedlejsich ucinkd. Snaha o konstrukci jesté
bezpecnéjsich monoklonalnich protildtek pro
|éCebné Ucely Uspésné pokracovala. Nasledné
byly konstruovany hybridomy, které vytvari tzv.
humanizované monoklonalni protildtky. V nich
je jiz prakticky celd molekula imunoglobulind
lidského pdvodu. Mysiho plvodu zdstavaji kli-
Cové epitopy protildtky odpovédné za vazbu
na antigenni determinanty ter¢ovych molekul.
Jednd se o tzv. CDR oblasti (Complementarity
Determining Regions). Tyto humanizované pro-
tildtky nesou pfiponu —zumab (ocrelizumab,
antiCD20). Vrcholem hybridomové technologie
jsou plné humanni hybridomy, které produkujf
monoklondlni protildtky svou strukturou zcela
totozné s béznymi lidskymi protilatkami. Tyto
tzv. lidské hybridomy, tvofi humanni mono-
klondlnf protilatky, které jsou oznaceny —umab
(ofatumumab, antiCD20). Moznosti, jak ménit
strukturu monoklonalnich protildtek pro klinické
pouziti, je viak vice. Vétsina téchto modifikaci
se soustfedi na Fc fragment imunoglobuling,
kam pfinasi rizné chemické modifikace s cilem
zlepsit snasenlivost takto manipulovatelnych
protilatek. Podrobnéjsi informace jsou dostupné
v literature (Krejsek et al,, 2016).

Molekula CD20, idealni ter¢
biologickeé terapie cilici
na B lymfocyty

Molekula CD20 je vyjadiena v pribéhu di-
ferenciace B lymfocytd jiz na nezralych stadiich.
Exprese molekuly CD20 se v pribéhu vyzravani
zvysuje a dosahuje nejvyssi denzity na Urovni
zralého plné imunokompetentniho B lymfocy-
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tu. Nevyskytuje se ani na kmenovych burikdch
krvetvorby, ani na plazmatickych bunkach.
Molekula CD20 je membranovy fosfoprotein,
ktery Ctyfikrat prochdzi cytoplazmatickou mem-
branou B lymfocytu. Patif strukturné mezi tzv.
tetraspanové molekuly. Jeji presna fyziologicka
Uloha nenizndma. Nejsou zndmy ani ligandy této
molekuly. Pfedpoklada se ucast CD20 v aktivaci
B lymfocytd, pravdépodobné v souvislosti s hos-
podarenim s vapnikem. Membranové exprese
molekuly CD20 je stabilni. Nedochazi k jejimu
uvoliiovan( do télnich tekutin v podobé solubil-
nich forem, tak jak tomu je velmi bézné u jinych
membranovych molekul leukocytl. Vyskytuje se
rovnéz na nadoroveé zménénych burikach B lym-
focytarniho plvodu, tj. bunécnych elementech
B lymfoproliferativniho onemocnéni charakteru
B-NHL nebo CLL. Pravé B lymfocytami lymfopro-
liferativni onemocnéni bylo jiz pred 20 lety prvni
klinickou indikaci pro vyuziti terapie antiCD20.
S touto formou terapie hematoonkologickych
onemocnén( byla ziskana obrovska klinicka zku-
senost (Salles et al, 2017). Indikacni Site biologické
terapie antiCD20 byla postupné rozsifovéana do
lé¢by imunopatologickych stavl. Jmenovat md-
Zeme imunopatologie s prevazujici autoprotilat-
kovou aktivitou, jakymi jsou revmatoidnf artritida,
systémovy lupus a nékteré typy vaskulitid. V neu-
rologické indikaci je to napf. myasthenia gravis. Ve
vdech téchto indikacich je pouzivana chiméricka
monoklondlni protildtka antiCD20 oznacovana
jako rituximab. Jejich aplikace vede v Ié¢eném
Clovéku k tvorbé xenoreaktivity charakterizované
pfedevsim tvorbou antichimérickych protilatek
(HACA = Human AntiChimeric Antibodies), jejichz
piitomnost mUze byt pricinou zavaznéjsich neza-
doucich ucinkd terapie a miZe byt také ddvodem
pro snizeni U¢innosti lé¢by (Du et al,, 2017).
Proto byly postupné vyvijeny humanizované
protildtky antiCD20, napf. ocrelizumab, obinutu-
zumab a dalsi, ¢i humanni protilatky antiCD20,
napf. ofatumumab. Zmeén v konstrukci monoklo-
nalnich protilatek, které jsou zadouci s ohledem
na klinické aplikace, neni dosahovéno pouze
vyse uvedenym procesem, na jehoz vrcholu je
teoreticky pIné humanni protildtka. Bylo pro-
kdzadno v in vitro experimentech i v klinickych
studifch, Ze srovnatelné a moznad i vyhodnéjsi
vlastnosti ziskdvaji monoklonalni protilatky na
zakladé manipulace se slozenim aminokyselin
v tzv. pantové oblasti a manipulaci s glykosylact
v Fc &asti molekuly. Glykosylace je proces, kdy
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je protein zamérné upravovan vazbou cuker-
nych struktur (tzv. ,zbytkd"), které mohou vy-
znamnym zpUsobem ovliviiovat jeho vlastnosti.
Pantova oblast je ¢ast tézkého fetézce imuno-
globulinG, kde se rozvird k Fab ¢asti a je klicova
pro stérické (prostorové) uspofadani molekuly,
kterd urcuje vazebné vlastnosti protildtky s anti-
gennimi epitopy. Vhodnou Upravou cukernych
zbytkd na Fc ¢astijsou cilené ovlivnény interak-
ce navazané protildtky s receptory pro Fc ¢ast
IgG na cytotoxickych burkéch, fagocytujicich
bunkach a také urcuji aktivaci komplementu
(Yang et al, 2018).

Viyse uvedené modifikace monoklondlnich
protilatek méni vyznamnym zpUsobem imu-
nobiologické vlastnosti protildtek reagujicich
s molekulou CD20 B lymfocyt. Monoklonalni
protilatky antiCD20 Ize v soucasné dobé roz-
délit do dvou tfid. Do . tfidy je zafazen napf.
rituximab. Do Il. tfidy zafazujeme humanizované
protildtky ocrelizumab a obinutuzumab a také
pIné humanni ofatumumab. Vyhodou protildtek
antiCD20 fazenych do II. tfidy je v porovnani's I.
tfidou protilatek snizeny pohyb molekul CD20
v bunécné membrané zprostiedkovany lipido-
vymi rafty. Maji zvysenou schopnost induko-
vat cytotoxickou aktivitu zavislou na protilatce
(ADCC). Naopak, je snizena vazba podjednotky
Clg na navazanou protilatku. To snizuje kom-
plementem zprostfedkovanou cytotoxicitu.
Protilatky II. tfidy obecné efektivnéji stimuluji
apoptézu B lymfocytl. Zapojuji se také do za-
tim malo poznaného mechanizmu usmrcovani
cflovych bunék jinymi mechanizmy, nez je apo-
ptéza. Ten je oznacen jako mechanizmus DCD
(Direct Cell Death).

Je na misté otdzka, jak se jednotlivé mo-
noklonadlni protildtky cilici na CD20 mezi se-
bou li3f a zda je z toho mozné odvodit klinické
implikace. V nasledujicich odstavcich uvadim
priklad tfi antiCD20 protildtek, které se pouzivaji
v klinické praxi a svymi vlastnostmi stran ucin-
nosti a bezpecnosti se lisi — v jednom pfipadé
je tato odliSnost dokumentovéna pfimym kli-
nickym srovnanim (rituximab a obinutuzumab).
Rituximab je chiméricka protilatka IgG1 1. tidy,
kterd se vadze na presné definované epitopy
molekuly CD20, konkrétné imunodominant-
ni Useky tvofené aminokyselinami 170 az 173
a 182 a 185, které jsou na nativni molekule z d0-
vodu konformacni struktury v tésné blizkosti.
Vazba rituximabu vede k pfeskupeni molekuly

CD20 v lipidovych raftech bunécné membrany
tak, Ze se mohou zapojit imunitni mechanizmy
odpovédné za depleci B lymfocytl. Depleci
zprostfedkujf mechanizmy na protildtce zavislé
cytotoxicity, kdy se na Fc fragment antiCD20
navadzany na imunogenni epitop CD20 vazi
prostiednictvim svych receptor( pro Fc frag-
ment cytotoxické bunky, predevsim pfirozené
cytotoxické NK bunky. Timto mechanizmem
vsak dochézi k interakci B lymfocytd s dal-
$imi bunécnymi elementy, napf. monocyty
a makrofagy. Vazba monoklondlni protilatky
antiCD20 vede k tvorbé membranové vazanych
imunitnich komplext, které aktivuji komple-
ment klasickou cestou. Vysledkem je sestaven(
komplext MAC, které lyzuji B lymfocyty. V ne-
posledni fadé vazba antiCD20 destabilizuje B
lymfocyty a mlze byt pficinou apoptotické
smrti B lymfocytl. Déje se tak cestou aktivace
nitrobunécnych signalnich drah (Al-Sawaf et
al, 2017).

Ocrelizumab je humanizovana protildtka
IgG1 Il tidy, kterd se véze také na velkou extra-
celuldrni smycku molekuly CD20. Vazebny epi-
top je viak odlidny od epitopu, na ktery se vaZe
rituximab. V porovndni s rituximabem vazba
ocrelizumabu vede k silngjsi depleci B lymfo-
cytd cestou ADCC. Aktivace komplementu je
prostiednictvim této protildtky daleko slabsi. To
by mohlo byt vyhodou, protoze pfi aktivaci kom-
plementového systému vznikaji prozénétlivé
pUsobky, které by mohly byt sou¢asti nezadou-
cich vedlejsich Ucinkl aplikace ocrelizumabu.
Opakovand lécebna aplikace ocrelizumabu vede
rovnéz k odpovédi na tuto protilatku. Odpoveéd
je v porovnani s rituximabem mnohem slabsi,
protoZe humanizovana protildtka ocrelizumab
neindukuje tak vyraznou xenoreaktivitu. Pfesto
se vytvarf protildtky, které oznacujeme jako proti-
latky HAHA (Human AntiHumanized Antibodies).
Jejich tvorba je viak podstatné nizsi v porovnani
s tvorbou protildtek HACA po expozici rituxi-
mabu.

Obinutuzumab je rovnéz humanizovana
protilatka IgG1 Il. tfidy vazajici se na jiny, ale pfe-
kryvajici se epitop jako rituximab. Byla vytvofena
za pomoci technologie kontrolujici glykosyla-
ci Fc &asti protilatky, ¢imz doslo k vyraznému
zvyseni schopnosti ostatnich bunék imunitni
soustavy, zejména NK bunék, s touto protildtkou
interagovat. Vyznam tohoto rozdilu je klinicky
dokumentovéan pfimym srovnanim s rituxima-
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bem, kdy lé¢ba onkologickych pacientd léce-
nych obinutuzumabem vedla k vyrazné delSimu
celkovému preziti.

Populaci B lymfocytd mizeme pomérné po-
drobné stratifikovat pomoci vicebarevné imu-
nofluorescence s vyhodnocenim pritokovou
cytometril. Kombinaci vhodnych membranovych
znakd je mozné identifikovat rizné subtypy B
lymfocytl. Tyto subsety B lymfocytl se odlisu-
ji i co do denzity exprese CD20. Podléhajf tedy
v rizné mite depleci po 1é¢bé antiCD20. Lé¢bou
antiCD20 jsou eliminovany jak populace CD19+/
CD27+/1gD+, tak CD19+/CD27+/IgD- populace
B lymfocytU. Tyto populace jsou povazovany
za vyznamné antigen-prezentujici bunky. Je
podstatné, Ze terapie antiCD20 u nemocnych
s RS je povazovana v porovnani s aplikaci jinych
monoklonalnich protildtek, napf. natalizumabu
nebo alemtuzumabu, za relativné bezpecnou.
Schopnost tvotit protilatky zUstdvad u nemocnych
lécenych biologickou terapif antiCD20 prakticky
zachovana. Doporucuje se vsak, aby pffpadna
aktivniimunizace predchazela aplikaci antiCD20.
Deplece v B lymfocytarni vétvi je pouze prechod-
na. B lymfocytarni systém se béhem nékolika
meésict obnovuje. Pomérné rozsahlé klinické zku-
Senosti s aplikaci antiCD20 v hematoonkologii
ukazuji, Ze riziko infekci neni zésadné zvyseno.
Lze predpokladat, ze tomu tak bude i v pfipadé
lécby antiCD20 u nemocnych s RS (Baker et al,,
2017; Sorensen a Blinkenberg, 2016) (obrazek 3).

Zavér

Jesté v nedavné minulosti byla pfi aplikaci
biologické terapie monoklonalnimi protildtkami
sledovéna pouze specifita téchto protilatek, tj.
odpovidajici molekula CD, kterd je jimi rozpozna-
vana. Tento pfistup je jiz jednoznacné prekonan.
P¥i rozhodovéni o vybéru monoklondini proti-
latky pro Ié¢ebné vyuZiti musi byt zohlednéno,
které konkrétni epitopy cilové molekuly jsou
rozpoznavany konkrétni monoklonalni protilat-
kou. To plati beze zbytku pro Ié¢bu protildtkami
antiCD20. Ukazuje se zfetelné se vzrdstajicimi kli-
nickymi zkuSenostmi, ze jsou velké rozdily mezi
jednotlivymi monoklondinimi protildtkami stran
nezadoucich Gcink a bezpecnosti é¢by. Tyto
rozdily Ize vysvétlit nejen v kontextu zakladni
molekularni konstrukce protilatek (chiméricka,
humanizovand, humanni). Nejnoveji je dokladan
zasadni vyznam cukernych zbytk( pfedevsim
v Fc ¢asti monoklonalnich protilatek. Manipulaci
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s témito cukernymi zbytky (glycoengineering)
Ize ziskat vyhodnéjsi imunobiologické vlastnosti
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