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Vyznam polymorfismu bunécné protinadorové imunity
u pacientt s B-nehodgkinskym lymfomem lécenych
rituximabem

Prochazka V., Papajik T., Kubova Z., Novak M., Pikalova Z., Rozmanova S., JaroSova M., Indrak K.
Hemato-onkologicka klinika Fakultni nemocnice Olomouc

Souhrn

Zavedeni imunoterapie rituximabem do 1é¢by B-nehodgkinskych lymfomii piineslo do té doby nevidané zlepseni 1é-
¢ebnych vysledkii napri¢ celou populaci nemocnych. Jakkoli je rezistence na rituximab vzacna, néktefi nemocni vy-
kazuji horsi 1é¢ebnou odpovéd . Podrobné studium mechanismii i¢inku rituximabu prineslo zjisténi, Ze hlavnimi efek-
torovymi mechanismy vedoucimi ke zni¢eni lymfomové buriky jsou mechanismy protinadorové imunity pacienta:
komplementem mediovana cytotoxicita (complement-dependent cellular cytotoxicity, CDC) a cytotoxicita zavisla na
protilatkach (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Studium interakce rituximabu s T-lymfocyty a NK
burikami pacienta ukazuje na znac¢nou interindividualni variabilitu sily cytotoxické odpovédi. Prvni laboratorni a Kkli-
nicka data naznacuji Ze razna kvantita i kvalita ADCC muzZe mit souvislost s icinnosti imunoterapie u konkrétniho
pacienta.
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Summary

Prochazka V., Papajik T., Kubova Z., Novak M., Pikalova Z., Rozmanova S., Jarosova M., Indrak K.: Clinical con-
sequence of the cell-mediated antitumor immunity polymorphism in patients with B-cell lymphoma treated with
rituximab

The introduction of rituximab therapy into the treatment of B-cell non-Hodgkin’s lymphoma has brought unprece-
dented improvements in treatment outcomes across the whole population of patients. Although resistance to rituxi-
mab is rare, some patients show a poorer treatment response. Detailed study of the mechanisms of rituximab activi-
ty showed that the main effector mechanisms leading to the destruction of lymphoma cells are those related to a pa-
tient’s antitumor immunity: complement-dependent cellular cytotoxicity (CDC) and antibody-dependent cellular cy-
totoxicity (ADCC). Study of rituximab interaction with a patient’s T-lymphocytes and NK cells suggests considerab-
le interindividual variability in the severity of the cytotoxic response. The first laboratory and clinical data show
that variable quantity and quality of ADCC may be associated with the effectiveness of immunotherapy in a parti-
cular patient.
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Uvod

Zavedeni pasivni imunoterapie rituximabem (MabThe-
ra®) do 1écby CD20+ lymfoidnich malignit znamenalo vy-
znamné zlepSeni vysledkd 1é¢by a dlouhodobé prognézy
nemocnych. Uéinnost samotného rituximabu (1) i jeho
konkomitantniho ¢i sekvencniho podani s chemoterapif
byla potvrzena v fad¢ prospektivnich randomizovanych
klinickych studii jak u indolentnich (2, 3, 4), tak u agre-
sivnich forem lymfomd (7, 8, 9, 10). Vliv pfidan{ rituxi-
mabu do indukéni 1€¢by na celkové preziti nemocnych
s B-lymfomy byl potvrzen metaanalyzou studii (5). Vyz-
namnym piinosem je také aplikace rituximabu v konso-
lida¢ni ,,udrzovaci* 1é¢bé indolentnich lymfomu (4, 6, 7).
Pres optimistické vysledky drtivé vétSiny studii je zfejmé,
Ze ¢ast nemocnych identického rizika z imunoterapie do-
statecné neprofituje. Vzhledem k tomu, Ze na zlepSeni 1é-
Cebnych vysledkd se vyznamné podilela aktivace imu-
nitnich mechanismi nemocného, je mozné, Ze variabili-

ta aktivity nespecifické protinddorové imunity mize byt
pricinou variability G¢innosti imunoterapie.

Mechanismus dcinku rituximabu

Rituximab je chimerickd monoklondlni protildtka
typu IgG, specificky namifend proti antigenu CD20,
ktery je exprimovan na zralych fyziologickych lymfo-
idnich burikdch B fady a s riznou denzitou i na burikdch
témef 90 % malignich B lymfomu. Na zdkladé in vitro
experimentd bylo postulovano nékolik hypotéz o in vi-
vo mechanismu uc¢inku protildtky anti-CD20. Patf{ me-
zi né¢ komplementem mediovana cytotoxicita (comple-
ment-dependent cellular cytotoxicity, CDC), cytotoxi-
cita zavisla na protildtkach (antibody-dependent cellu-
lar cytotoxicity, ADCC) a pfimd indukce apoptézy (11,
12). Zatimco vyznam CDC byl studovan na tkanovych
kulturdch a mySich modelech (13), v pfipadé ADCC se
zd4, Ze in vivo sledovani aktivity autolognich cytotoxic-
kych mechanismi mize predikovat efektivitu imunote-
rapie.
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Polymorfismus Fc receptori

ADCC je zprostiedkovana efektorovymi bunkami imu-
nitniho systému poté, co je navazan Fc fragment opsoni-
zujici protildtky (napfiklad rituximabu) nizkoafinnim re-
ceptorem pro imunoglobulin (FycR). RozliSujeme tfi tfi-
dy imunoglobulinovych receptorii: FycRI, FycRII, Fy—
cRIII a osm podtfid. Z uvedenych subtypti ma pro ADCC
vyznam FycRlIla (CD 32), ktery je exprimovan na mak-
rofdzich a granulocytech a zejména pak FycRIlIla (CD 16),
pfitomen na makrofdzich a NK lymfocytech. Geny ké-
dujici Fc receptory jsou lokalizovany na 1. chromozomu
a vykazuji funkéni alelicky polymorfismus vedouci
k strukturni a tedy i funk¢ni riznorodosti kédovanych
proteintl (receptorti). Nékteré polymorfismy byly identi-
fikovany jako genetické dispozice vedouci ke zvySenému
riziku autoimunnich nebo infekénich chorob (14, 15).
Nejvice studovanou alelickou variantou je dimorfismus
genu FCGR3A, kédujici na pozici 158 aminokyselinu fe-
nylalanin (FycRIIla-158F) nabo valin (FycRIIla-158V).
Bylo prokézano, Ze homozygotni forma FycRIIIa obsahu-
jici valin, je schopna védzat molekulu IgG; mnohem silné-
ji nez forma s fenylalaninem, coZ ve svém disledku ve-
de k vétsi degranulaci a tedy silnéjSimu cytotoxickému
uc¢inku NK bunék (16, 18). Podobny efekt byl pozoro-
véan v pfipadé polymorfismu genu FCGR2A, konkrétné
alelické varianty kodujici na 131 pozici histidin (FycRIIa-
131H). Hatjiharissi s kolegy (17) podrobné studovala u 52
zdravych probandd metodou piimého sekvenovani poly-
morfismy gend kédujici FycRIla a FycRIIla. Ve své pré-
ci nalezla 2 zakladn{ bialelické polymorfismy FycRIIa na
27.kodénu (glutamin/tryptofan) a 131. kodénu (histidin/-
/arginin) a 2 zakladni polymorfismy FycRIIIa: trialelic-
ky polymorfismus 48. kodénu (leucin/histidin/arginin)
a bialelicky polymorfismus na 158. kodénu (fenylalanin/-
/valin). Navic prokdzala nendhodnou intraindividudln{
asociaci mezi jenotlivymi variantami FCGR2A a FCGR3A
gentll — zv14aste pak asociace vysokoafinnich variant recep-
tord FycRIla-131H s FycRIIIa-158V. Pro afinitu Fc recep-
torl k rituximabu je zdd se urCujici polymorfismus genu
FCGR3A.

Vyznam polymorfismu Fc receptorii
v laboratornim experimentu

Dall’Ozzo (16) vySetfoval cytotoxicitu zavislou na ritu-
ximabu in vitro za pomoci izolovanych perifernich CD16+
mononukledrnich bunék 54 zdravych darcti krve. Nebyl na-
lezen Zadny vztah mezi absolutnim poctem cirkulujicich
mononukledrnich bunék, lymfocytd, monocyttl, subpopula-
ci CD3+CD16+ a CD3-CD16+ lymfocytli a FCGR3A ge-
notypem. Bunécn4 cytotoxicita byla studovdna na bunécné
linii Burkittova lymfomu (Daudi). Purifikovana populace
monocytil nebo T-lymfocyti nevedla za pfitomnosti rituxi-
mabu k 1yze nddorovych bunék, zatimco populace NK bu-
nék ano. Analyza vztahu mezi koncentraci rituximabu a pro-
centem usmrcenych bunék prokézala, Ze NK lymfocyty dar-
cli s V/V genotypem dosahly EC50 pri 4,2krat nizsich kon-
centracich nez lymfocyty s F/F genotypem. Pfi dostatecnych
koncentracich rituximabu rozdil v cytotoxickém potencié-

lu obou subtypt stiral. Z uvedeného vyplyva, Ze pacienti
s F/F genotypem mohou profitovat z vyssich sérovych kon-
centraci, pfipadné delsi expozice protilatkou.

Julie Bowlesova (20) zkoumala na kulturich EBV
transformovanych lymfoblasti a buné¢nych liniich Bur-
kittova lymfomu (Raji) inkubovanych s perifernimi mo-
nonukledrnimi bunkami zdravych darct vztah polymor-
fismu FycRIIIa-158V na aktivaci NK bunék po podani
monoklondlni protildtky. Bylo zjiSténo, Ze probandi s ales-
por jednou V alelou méli po aplikaci rituximabu signifi-
kantné niz§i koncentraci CD16 (FycRIIIa) na povrchu NK
bunék. Pfi stejnych koncetracich protilatky byla aktivita
NK bunék, méfeno expresi CD54 znaku, vyznamné vys-
$i u probandi s V alelou. Pfitomnost V alely tedy vede
in vitro k efektivnéjsi interakci mezi Fc fragmentem a Fc
receptorem (CD16), coZ se projevi silnéjsi degranulaci
NK bunék.

Vyznam polymorfismu Fc receptori
v klinickych studiich

Vztah mezi polymorfismem genu FCGR3A a lécebnou
odpovédi na rituximab byl studovan u pacientt s indolent-
nimi i agresivnimi lymfomy, a to jak v pfipadé monote-
rapie protildtkou anti-CD20, tak pfi pouZiti chemoimuno-
terapie.

Guillaume Cartron s kolektivem (21) sledovali vztah
mezi polymorfismem FCGR3A genu a 1é¢ebnou odpo-
védi na primolécbu rituximabem u pacientl s folikuldr-
nim lymfomem. Pacienti s homozygotni formou
FycRIlla-158V dosahovali signifikantné vice komplet-
nich i molekuldrnich remisi. Nezavisly prognosticky vliv
V/V homozygocie na dosazeni 1é¢ebné odpovédi byl po-
tvrzen i multivariantni analyzou.

Podrobnéjsi analyzu faktorti podilejicich se na aktivi-
t¢ ADCC provedli Weng s kolektivem (22) na souboru 87
pacientl s folikuldrnim lymfomem. Kromé pfinosu po-
lymorfismu genid FCGR3A a FCGR2A, byla na izolova-
nych nadorovych bunkdch studovdna i in vitro aktivita
ADCC. Bunécnad cytotoxicita byla vySetfovdna pomoci
radioizotopické metody — méfenim uvolnéni izotopu
chromu (5!Cr) ze znaCenych nadorovych bunék. Nebyl
nalezen vztah mezi in vitro aktivitou ADCC a kvalitou I¢é-
¢ebné odpovédi nemocnych, pfipadné mezi ADCC a ex-
presi molekuly CD20 na lymfomovych burikéch. Vliv po-
lymorfismu genti FCGR3A na kvalitu dosaZené (mole-
kularni) remise byl testovan na souboru 34 nové diagnos-
tikovanych nemocnych s folikuldrnim lymfomem 1éce-
nych prognosticky stratifikovanou chemoimunoterapii.
Nebyl nalezen rozdil mezi jednotlivymi podskupinami co
do cetnosti dosazené molekuldrni remise, nicméné je za-
jimavé, Ze nemocni s homozygotni formou Fcgamma-
RIITa 158 F/F méli signifikantné vyssi FLIPI skore pfi di-
agndze neZ heterozygoti F/V a homozygoti Fcgamma-
Rllla 158 V/V (24).

Cytotoxicita zavisla na protilatkach (ADCC)
Mechanismy bunééné cytotoxicity zavislé na protilét-
kdch (ADCC) pfedstavuji velmi G¢inny néstroj nespeci-
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fické protinddorové imunity. Vazba Fc fragmentu imunog-
lobulinu na vysokoafinni receptor efektorovych cytoto-
xickych lymfocytl (FcR) vede k uvolnéni cytotoxickych
latek (perforin, granzym-B) z granul a tvorbé périd v bu-
né¢né membrané cilové bunky. ADCC byla dlouha 1éta
studovdna pouze in vitro. Prilomem ve vyzkumu aktivi-
ty efektorovych T a NK lymfocytd byla zavedeni meto-
dy prtitokové cytometrie schopné vizualizovat degranu-
lované — a tedy aktivni lymfocyty pomoci molekuly
CD107a (24). Byla popséna také zavislost miry degranu-
lace cytotoxickych lymfocytd na ddvce (koncentraci) po-
dané protilatky (rituximabu, alemtuzumabu) a byla cyto-
metricky definovdna populace efektorovych bunék: vét-
§ina nese fenotyp CD56dim, CD69+, NKG2D+, NKp30
neg., NKp46 neg., a CD9%4 neg. (25).

Tato prace umoZznila studium aktivity cytotoxickych
mechanismi in vivo a byly poddny presvédcivé diikazy,
Ze poddni rituximabu promptné zvySuje aktivitu cytoto-
xickych T a NK bunék u pacienti s CD20+ B-nehodgkin-
skymi lymfomy (26).

Vyznam absolutniho poctu lymfocyta
u pacienti s agresivnimi lymfomy

Bezprostfedni vliv na prognézu nemocnych nema pou-
ze schopnost jejich cytotoxickych bunék eradikovat na-
dorovy klon, ale dilezitou roli hraje také prosty absolut-
ni pocet lymfocytl pfi diagndze.

Yasuhiro Oki a kolegové (27) zkoumali vyvdzeny sou-
bor 221 nemocnych s primodiagnostikovanym difuznim
velkobunéénym B lymfomem léCenych chemoterapii
CHOP (n = 102) a R-CHOP (n = 119). Dospéli k zavéru,
zZe nizky pocet lymfocyti pii diagndze (1,0 x 109/1) je ne-
zavisly negativni prognosticky faktor pro dobu do progre-
se nemoci i pro celkové preziti. Rituximab vyznamné
zlepsil prognézu pravé ve skupiné s lymfopenii. Nemoc-
ni s lymfopenii se navic statisticky vyznamné liSili ve
vstupnich parametrech rozsahu nemoci — ¢astéji méli po-
krocilou chorobu, vyss§i hladinu LDH, extranoddlni posti-
Zeni lymfomem a tudiZ i vySsi IPIL.

Populaci 97 relabovanych, konven¢né 1é¢enych nemoc-
nych s DLBCL zkoumala skupina Luise F. Porraty (28).
Multivariantn{ analyza prognostickych faktorti pfinesla
fadu prekvapeni. Zatimco pro interval do progrese ne-
moci mél prediktivni vyznam pocet lymfocytl (= 1,0 x
109/1), hodnota IPI v dobé relapsu, hladina LDH, prove-
denf{ autologni transplantace a podani platinového salva-
Zového rezimu, délka celkového preziti byla predikova-
telnd pouze pomoci hodnoty poétu lymfocyti a LDH.

Podobné zavéry 1ze vyvodit na zdkladé analyzy dat po-
pulace 1337 pacientd s difuznim velkobunéénym B lym-
fomem starSich 60 let z registru Kooperativni lymfomo-
vé skupiny (obr. 1, 2) (29). Medidn celkového preziti u ne-
mocnych s lymfopenii (lymfocyty < 1,0 x 109/1) dosahu-
je pouze 1.8 roku, zatimco nemocni bez lymfopenie do-
sahuji medidnu pfeziti 5,2 roku (p < 0,0001). Prediktivni
vliv lymfopenie je zachovan i v populaci 1é¢ené rituxima-
bem: medidn pfeZiti 2,5 roku versus medidn nedosaZen;
p = 0,0039). Prognosticka sila lymfopenie byla potvrze-
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Obr. 1. Kfivky celkového preziti souboru 1337 nemocnych starSich 60
let s DLBCL z registru KLS. Stratifikace dle pfitomnosti lymfopenie.
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Obr. 2. Kfivky celkového preziti souboru 385 nemocnych starsich 60
let s DLBCL z registru KLS 1écenych rituximabem. Stratifikace dle lym-
fopenie.

na i v mulrivariantni analyze — nemocni s po¢tem lymfo-
cytl pii diagnéze = 1,0x10%/1 méli o 33 % mensi riziko
umrti (HR 0,67; 95 % CI 0,46-0,99).

Tyto prace napovidaji, Ze lymfocyty maji klicovou tlo-
hu jak v kontrole expanze tumoru pfi diagnéze, tak se vy-
znamné podileji svymi cytotoxickymi mechanismy na
uc¢innosti chemoimunoterapie.

Nové protilatky zamérené proti antigenu CD20
Vyznamny 1é¢ebny efekt rituximabu podnitil rozsahly
preklinicky vyzkum, jehoZ cilem je vyvinout monoklo-
ndln{ protildtku schopnou s vyssi d¢inosti aktivovat me-
chanismy buné¢né i komplementem aktivované cytotoxi-
city. Jednou z cest je syntéza humanizovanych nebo hu-
mannich monoklondln{ protilatek tzv. II. typu (tositumo-
mab, GA101), které jsou v experimentu schopny navodit
hlubsi depleci B-lymfocyti, nez rituximab (30). Navic za-
timco v ptipadé protilatek I. typu (rituximab) je k efek-
tivni lyze bunky nezbytnd dostatecnd denzita antigenu
CD20 a aktivita komplementu, v ptipadé protilatek II. ty-
pu tomu tak pravdépodobné neni. Nadéjnou cestou ve vy-
voji imunoterapie je také syntéza genetickym inZenyr-
stvim pfipravenych multivalentnich protildtek. In vitro
studie bispecifické hexavalentni protilatky anti-CD20/22
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ukazuji jeji vysoky potencidl v aktivaci ADCC mechanis-
mi i komplementem mediované 1yzy bunék (31). Vazba
na dva antigeny soucasné navic umoznuje zacilit imuno-
terapii na nddorovy klon a zabranit tak neZadouci deple-
ci fyziologickych B-lymfocytu.

Diskuse

Pies intenzivni celosvétové 1é¢ebné vyuziti rituximabu
existuje pozoruhodné mdlo klinickych studif zabyvajicich
se ptic¢inami interindividudln{ variability této pasivni imu-
noterapie. Davkovaci schémata u vétSiny lymfoprolife-
raci jsou identickd a vychdzejf z historickych praci.

Vztah mezi populaci nddorovych bunék a imunitnim
dozorem hostitelského organismu je tésnéjsi, nez bylo
doneddvna predpokldddno. Imunitni pacienta je klico-
vd pro kontrolu rdstu tumoru i pro G¢innost chemotera-
pie. V éfe 1écby monoklonalnimi protildtkami spravna
,kooperace* exogenni protilatky a cytotoxickych me-
chanismt nemocného rozhoduje o 1é¢ebném vysledku
vice, nez kdykoliv dfive. Pozndni, Ze pfi 1é¢bé lymfo-
mi se neobejdeme bez aktivni spolutcasti pacientovy
imunity rozvinulo rozsahly vyzkum se snahou identifi-
kovat nemocné ve vyS$Sim riziku selhdni imunoterapie.
Byl testovan vyznam hladiny rituximabu na dosaZenf I¢é-
¢ebné odpovédi, jsou vyvijeny nové monoklondlni pro-
tildtky s vySsi potenci aktivovat mechanismy bunécné
i humoralni cytotoxicity nemocného.

Klinické studie presvédcivé dokdzaly, Ze existuje inter-
idividudlni variabilita 1écebné odpoveédi na monoterapii
rituximabem. Bylo prokdzdno, Ze polymorfismus genti
kddujicich Fc receptory (zejména genit FCGR3A
a FCGR2A) ovliviuje silu ADCC. Tento poznatek nebyl
ovéfen u populace nemocnych lé¢enych imunochemote-
rapif, nicméné lze prfedpokladat, Ze nemocni s nizkoafin-
ni variantou Fc receptoru mohou méné profitovat napfi-
klad z udrZovaci terapie rituximabem. Zdsadnim klinic-
kym poznatkem je nezdvisla prediktivni iloha absolutni-
ho poc¢tu lymfocytli u nemocnych s difuznim velkobunéc-
nym B lymfoem. Nemocni s lymfopenii maji vyssi rizi-
ko dmrt{ i relapsu lymfomu — pravdépodobné plné nepro-
fituji z efektu imunoterapie v disledku chybéjicich efek-
torovych bunék ADCC.

Navozeni dostate¢ného a dlouhodobého imunitniho do-
zoru po 1é¢bé prostiednictvim udrzovaci imunoterapie je
také pravdépodobné kli¢em k vyléceni opakované relabu-
jicich lymfomi. V¢asnd identifikace nemocnych s rizi-
kem horsi odpovédi na rituximab ndm nabizi Sanci na
zlepSeni jejich osudu aplikaci vyS$sich davek nebo ddv-
kové intenzivniho podéni protildtky. Pfinos novych mo-
noklondlnich protilatek v populaci rizikovych nemocnych

vy

ovéii az probihajici klinické studie.
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