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Úvod

Zavedení pasivní imunoterapie rituximabem (MabThe-
ra®) do léčby CD20+ lymfoidních malignit znamenalo vý-
znamné zlepšení výsledků léčby a dlouhodobé prognózy
nemocných. Účinnost samotného rituximabu (1) i jeho
konkomitantního či sekvenčního podání s chemoterapií
byla potvrzena v řadě prospektivních randomizovaných
klinických studií jak u indolentních (2, 3, 4), tak u agre-
sivních forem lymfomů (7, 8, 9, 10). Vliv přidání rituxi-
mabu do indukční léčby na celkové přežití nemocných
s B-lymfomy byl potvrzen metaanalýzou studií (5). Výz-
namným přínosem je také aplikace rituximabu v konso-
lidační „udržovací“ léčbě indolentních lymfomů (4, 6, 7).
Přes optimistické výsledky drtivé většiny studií je zřejmé,
že část nemocných identického rizika z imunoterapie do-
statečně neprofituje. Vzhledem k tomu, že na zlepšení lé-
čebných výsledků se významně podílela aktivace imu-
nitních mechanismů nemocného, je možné, že variabili-

ta aktivity nespecifické protinádorové imunity může být
příčinou variability účinnosti imunoterapie. 

Mechanismus účinku rituximabu
Rituximab je chimerická monoklonální protilátka

typu IgG1 specificky namířená proti antigenu CD20,
který je exprimován na zralých fyziologických lymfo-
idních buňkách B řady a s různou denzitou i na buňkách
téměř 90 % maligních B lymfomů. Na základě in vitro
experimentů bylo postulováno několik hypotéz o in vi-
vo mechanismu účinku protilátky anti-CD20. Patří me-
zi ně komplementem mediovaná cytotoxicita (comple-
ment-dependent cellular cytotoxicity, CDC), cytotoxi-
cita závislá na protilátkách (antibody-dependent cellu-
lar cytotoxicity, ADCC) a přímá indukce apoptózy (11,
12). Zatímco význam CDC byl studován na tkáňových
kulturách a myších modelech (13), v případě ADCC se
zdá, že in vivo sledování aktivity autologních cytotoxic-
kých mechanismů může predikovat efektivitu imunote-
rapie.
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Zavedení imunoterapie rituximabem do léčby B-nehodgkinských lymfomů přineslo do té doby nevídané zlepšení lé-
čebných výsledků napříč celou populací nemocných. Jakkoli je rezistence na rituximab vzácná, někteří nemocní vy-
kazují horší léčebnou odpověď. Podrobné studium mechanismů účinku rituximabu přineslo zjištění, že hlavními efek-
torovými mechanismy vedoucími ke zničení lymfomové buňky jsou mechanismy protinádorové imunity pacienta:
komplementem mediovaná cytotoxicita (complement-dependent cellular cytotoxicity, CDC) a cytotoxicita závislá na
protilátkách (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Studium interakce rituximabu s T-lymfocyty a NK
buňkami pacienta ukazuje na značnou interindividuální variabilitu síly cytotoxické odpovědi. První laboratorní a kli-
nická data naznačují že různá kvantita i kvalita ADCC může mít souvislost s účinností imunoterapie u konkrétního
pacienta. 
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Procházka V., Papajík T., Kubová Z., Novák M., Pikalová Z., Rožmanová Š., Jarošová M., Indrák 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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Polymorfismus Fc receptorů 
ADCC je zprostředkována efektorovými buňkami imu-

nitního systému poté, co je navázán Fc fragment opsoni-
zující protilátky (například rituximabu) nízkoafinním re-
ceptorem pro imunoglobulin (FγcR). Rozlišujeme tři tří-
dy imunoglobulinových receptorů: FγcRI, FγcRII, Fγ−
cRIII a osm podtříd. Z uvedených subtypů má pro ADCC
význam FγcRIIa (CD 32), který je exprimován na mak-
rofázích a granulocytech a zejména pak FγcRIIIa (CD 16),
přítomen na makrofázích a NK lymfocytech. Geny kó-
dující Fc receptory jsou lokalizovány na 1. chromozomu
a vykazují funkční alelický polymorfismus vedoucí
k strukturní a tedy i funkční různorodosti kódovaných
proteinů (receptorů). Některé polymorfismy byly identi-
fikovány jako genetické dispozice vedoucí ke zvýšenému
riziku autoimunních nebo infekčních chorob (14, 15).
Nejvíce studovanou alelickou variantou je dimorfismus
genu FCGR3A, kódující na pozici 158 aminokyselinu fe-
nylalanin (FγcRIIIa-158F) nabo valin (FγcRIIIa-158V).
Bylo prokázáno, že homozygotní forma FγcRIIIa obsahu-
jící valin, je schopna vázat molekulu IgG1 mnohem silně-
ji než forma s fenylalaninem, což ve svém důsledku ve-
de k větší degranulaci a tedy silnějšímu cytotoxickému
účinku NK buněk (16, 18). Podobný efekt byl pozoro-
ván v případě polymorfismu genu FCGR2A, konkrétně
alelické varianty kódující na 131 pozici histidin (FγcRIIa-
131H). Hatjiharissi s kolegy (17) podrobně studovala u 52
zdravých probandů metodou přímého sekvenování poly-
morfismy genů kódující FγcRIIa a FγcRIIIa. Ve své prá-
ci nalezla 2 základní bialelické polymorfismy FγcRIIa na
27. kodónu (glutamin/tryptofan) a 131. kodónu (histidin/-
/arginin) a 2 základní polymorfismy FγcRIIIa: trialelic-
ký polymorfismus 48. kodónu (leucin/histidin/arginin)
a bialelický polymorfismus na 158. kodónu (fenylalanin/-
/valin). Navíc prokázala nenáhodnou intraindividuální
asociaci mezi jenotlivými variantami FCGR2A a FCGR3A
genů – zvláště pak asociace vysokoafinních variant recep-
torů FγcRIIa-131H s FγcRIIIa-158V. Pro afinitu Fc recep-
torů k rituximabu je zdá se určující polymorfismus genu
FCGR3A.

Význam polymorfismu Fc receptorů 
v laboratorním experimentu

Dall´Ozzo (16) vyšetřoval cytotoxicitu závislou na ritu-
ximabu in vitro za pomocí izolovaných periferních CD16+
mononukleárních buněk 54 zdravých dárců krve. Nebyl na-
lezen žádný vztah mezi absolutním počtem cirkulujících
mononukleárních buněk, lymfocytů, monocytů, subpopula-
cí CD3+CD16+ a CD3-CD16+ lymfocytů a FCGR3A ge-
notypem. Buněčná cytotoxicita byla studována na buněčné
linii Burkittova lymfomu (Daudi). Purifikovaná populace
monocytů nebo T-lymfocytů nevedla za přítomnosti rituxi-
mabu k lýze nádorových buněk, zatímco populace NK bu-
něk ano. Analýza vztahu mezi koncentrací rituximabu a pro-
centem usmrcených buněk prokázala, že NK lymfocyty dár-
ců s V/V genotypem dosáhly EC50 při 4,2krát nižších kon-
centracích než lymfocyty s F/F genotypem. Při dostatečných
koncentracích rituximabu rozdíl v cytotoxickém potenciá-

lu obou subtypů stíral. Z uvedeného vyplývá, že pacienti
s F/F genotypem mohou profitovat z vyšších sérových kon-
centrací, případně delší expozice protilátkou.

Julie Bowlesová (20) zkoumala na kulturách EBV
transformovaných lymfoblastů a buněčných liniích Bur-
kittova lymfomu (Raji) inkubovaných s periferními mo-
nonukleárními buňkami zdravých dárců vztah polymor-
fismu FχcRIIIa-158V na aktivaci NK buněk po podání
monoklonální protilátky. Bylo zjištěno, že probandi s ales-
poň jednou V alelou měli po aplikaci rituximabu signifi-
kantně nižší koncentraci CD16 (FγcRIIIa) na povrchu NK
buněk. Při stejných koncetracích protilátky byla aktivita
NK buněk, měřeno expresí CD54 znaku, významně vyš-
ší u probandů s V alelou. Přítomnost V alely tedy vede
in vitro k efektivnější interakci mezi Fc fragmentem a Fc
receptorem (CD16), což se projeví silnější degranulací
NK buněk.

Význam polymorfismu Fc receptorů 
v klinických studiích

Vztah mezi polymorfismem genu FCGR3A a léčebnou
odpovědí na rituximab byl studován u pacientů s indolent-
ními i agresivními lymfomy, a to jak v případě monote-
rapie protilátkou anti-CD20, tak při použití chemoimuno-
terapie. 

Guillaume Cartron s kolektivem (21) sledovali vztah
mezi polymorfismem FCGR3A genu a léčebnou odpo-
vědí na primoléčbu rituximabem u pacientů s folikulár-
ním lymfomem. Pacienti s homozygotní formou
FχcRIIIa-158V dosahovali signifikantně více komplet-
ních i molekulárních remisí. Nezávislý prognostický vliv
V/V homozygocie na dosažení léčebné odpovědi byl po-
tvrzen i multivariantní analýzou.

Podrobnější analýzu faktorů podílejících se na aktivi-
tě ADCC provedli Weng s kolektivem (22) na souboru 87
pacientů s folikulárním lymfomem. Kromě přínosu po-
lymorfismu genů FCGR3A a FCGR2A, byla na izolova-
ných nádorových buňkách studována i in vitro aktivita
ADCC. Buněčná cytotoxicita byla vyšetřována pomocí
radioizotopické metody – měřením uvolnění izotopu
chromu (51Cr) ze značených nádorových buněk. Nebyl
nalezen vztah mezi in vitro aktivitou ADCC a kvalitou lé-
čebné odpovědi nemocných, případně mezi ADCC a ex-
presí molekuly CD20 na lymfomových buňkách. Vliv po-
lymorfismu genů FCGR3A na kvalitu dosažené (mole-
kulární) remise byl testován na souboru 34 nově diagnos-
tikovaných nemocných s folikulárním lymfomem léče-
ných prognosticky stratifikovanou chemoimunoterapií.
Nebyl nalezen rozdíl mezi jednotlivými podskupinami co
do četnosti dosažené molekulární remise, nicméně je za-
jímavé, že nemocní s homozygotní formou Fcgamma-
RIIIa 158 F/F měli signifikantně vyšší FLIPI skóre při di-
agnóze než heterozygoti F/V a homozygoti Fcgamma-
RIIIa 158 V/V (24). 

Cytotoxicita závislá na protilátkách (ADCC)
Mechanismy buněčné cytotoxicity závislé na protilát-

kách (ADCC) představují velmi účinný nástroj nespeci-
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fické protinádorové imunity. Vazba Fc fragmentu imunog-
lobulinu na vysokoafinní receptor efektorových cytoto-
xických lymfocytů (FcR) vede k uvolnění cytotoxických
látek (perforin, granzym-B) z granul a tvorbě pórů v bu-
něčné membráně cílové buňky. ADCC byla dlouhá léta
studována pouze in vitro. Průlomem ve výzkumu aktivi-
ty efektorových T a NK lymfocytů byla zavedení meto-
dy průtokové cytometrie schopné vizualizovat degranu-
lované – a tedy aktivní lymfocyty pomocí molekuly
CD107a (24). Byla popsána také závislost míry degranu-
lace cytotoxických lymfocytů na dávce (koncentraci) po-
dané protilátky (rituximabu, alemtuzumabu) a byla cyto-
metricky definována populace efektorových buněk: vět-
šina nese fenotyp CD56dim, CD69+, NKG2D+, NKp30
neg., NKp46 neg., a CD94 neg. (25).

Tato práce umožnila studium aktivity cytotoxických
mechanismů in vivo a byly podány přesvědčivé důkazy,
že podání rituximabu promptně zvyšuje aktivitu cytoto-
xických T a NK buněk u pacientů s CD20+ B-nehodgkin-
skými lymfomy (26). 

Význam absolutního počtu lymfocytů 
u pacientů s agresivními lymfomy

Bezprostřední vliv na prognózu nemocných nemá pou-
ze schopnost jejich cytotoxických buněk eradikovat ná-
dorový klon, ale důležitou roli hraje také prostý absolut-
ní počet lymfocytů při diagnóze. 

Yasuhiro Oki a kolegové (27) zkoumali vyvážený sou-
bor 221 nemocných s primodiagnostikovaným difuzním
velkobuněčným B lymfomem léčených chemoterapií
CHOP (n = 102) a R-CHOP (n = 119). Dospěli k závěru,
že nízký počet lymfocytů při diagnóze (1,0 x 109/l) je ne-
závislý negativní prognostický faktor pro dobu do progre-
se nemoci i pro celkové přežití. Rituximab významně
zlepšil prognózu právě ve skupině s lymfopenií. Nemoc-
ní s lymfopenií se navíc statisticky významně lišili ve
vstupních parametrech rozsahu nemoci – častěji měli po-
kročilou chorobu, vyšší hladinu LDH, extranodální posti-
žení lymfomem a tudíž i vyšší IPI. 

Populaci 97 relabovaných, konvenčně léčených nemoc-
ných s DLBCL zkoumala skupina Luise F. Porraty (28).
Multivariantní analýza prognostických faktorů přinesla
řadu překvapení. Zatímco pro interval do progrese ne-
moci měl prediktivní význam počet lymfocytů (≥ 1,0 x
109/l), hodnota IPI v době relapsu, hladina LDH, prove-
dení autologní transplantace a podání platinového salvá-
žového režimu, délka celkového přežití byla predikova-
telná pouze pomocí hodnoty počtu lymfocytů a LDH. 

Podobné závěry lze vyvodit na základě analýzy dat po-
pulace 1337 pacientů s difuzním velkobuněčným B lym-
fomem starších 60 let z registru Kooperativní lymfomo-
vé skupiny (obr. 1, 2) (29). Medián celkového přežití u ne-
mocných s lymfopenií (lymfocyty < 1,0 x 109/l) dosahu-
je pouze 1,8 roku, zatímco nemocní bez lymfopenie do-
sahují mediánu přežití 5,2 roku (p < 0,0001). Prediktivní
vliv lymfopenie je zachován i v populaci léčené rituxima-
bem: medián přežití 2,5 roku versus medián nedosažen;
p = 0,0039). Prognostická síla lymfopenie byla potvrze-

na i v mulrivariantní analýze – nemocní s počtem lymfo-
cytů při diagnóze ≥ 1,0x109/l měli o 33 % menší riziko
úmrtí (HR 0,67; 95 % CI 0,46-0,99). 

Tyto práce napovídají, že lymfocyty mají klíčovou úlo-
hu jak v kontrole expanze tumoru při diagnóze, tak se vý-
znamně podílejí svými cytotoxickými mechanismy na
účinnosti chemoimunoterapie. 

Nové protilátky zaměřené proti antigenu CD20 
Významný léčebný efekt rituximabu podnítil rozsáhlý

preklinický výzkum, jehož cílem je vyvinout monoklo-
nální protilátku schopnou s vyšší účiností aktivovat me-
chanismy buněčné i komplementem aktivované cytotoxi-
city. Jednou z cest je syntéza humanizovaných nebo hu-
mánních monoklonální protilátek tzv. II. typu (tositumo-
mab, GA101), které jsou v experimentu schopny navodit
hlubší depleci B-lymfocytů, než rituximab (30). Navíc za-
tímco v případě protilátek I. typu (rituximab) je k efek-
tivní lýze buňky nezbytná dostatečná denzita antigenu
CD20 a aktivita komplementu, v případě protilátek II. ty-
pu tomu tak pravděpodobně není. Nadějnou cestou ve vý-
voji imunoterapie je také syntéza genetickým inženýr-
stvím připravených multivalentních protilátek. In vitro
studie bispecifické hexavalentní protilátky anti-CD20/22

Obr. 1. Křivky celkového přežití souboru 1337 nemocných starších 60
let s DLBCL z registru KLS. Stratifikace dle přítomnosti lymfopenie.

Obr. 2. Křivky celkového přežití souboru 385 nemocných starších 60
let s DLBCL z registru KLS léčených rituximabem. Stratifikace dle lym-
fopenie.
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ukazují její vysoký potenciál v aktivaci ADCC mechanis-
mů i komplementem mediované lýzy buněk (31). Vazba
na dva antigeny současně navíc umožňuje zacílit imuno-
terapii na nádorový klon a zabránit tak nežádoucí deple-
ci fyziologických B-lymfocytů. 

Diskuse

Přes intenzivní celosvětové léčebné využití rituximabu
existuje pozoruhodně málo klinických studií zabývajících
se příčinami interindividuální variability této pasivní imu-
noterapie. Dávkovací schémata u většiny lymfoprolife-
rací jsou identická a vycházejí z historických prací. 

Vztah mezi populací nádorových buněk a imunitním
dozorem hostitelského organismu je těsnější, než bylo
donedávna předpokládáno. Imunitní pacienta je klíčo-
vá pro kontrolu růstu tumoru i pro účinnost chemotera-
pie. V éře léčby monoklonálními protilátkami správná
„kooperace“ exogenní protilátky a cytotoxických me-
chanismů nemocného rozhoduje o léčebném výsledku
více, než kdykoliv dříve. Poznání, že při léčbě lymfo-
mů se neobejdeme bez aktivní spoluúčasti pacientovy
imunity rozvinulo rozsáhlý výzkum se snahou identifi-
kovat nemocné ve vyšším riziku selhání imunoterapie.
Byl testován význam hladiny rituximabu na dosažení lé-
čebné odpovědi, jsou vyvíjeny nové monoklonální pro-
tilátky s vyšší potencí aktivovat mechanismy buněčné
i humorální cytotoxicity nemocného. 

Klinické studie přesvědčivě dokázaly, že existuje inter-
idividuální variabilita léčebné odpovědi na monoterapii
rituximabem. Bylo prokázáno, že polymorfismus genů
kódujících Fc receptory (zejména genů FCGR3A
a FCGR2A) ovlivňuje sílu ADCC. Tento poznatek nebyl
ověřen u populace nemocných léčených imunochemote-
rapií, nicméně lze předpokládat, že nemocní s nízkoafin-
ní variantou Fc receptoru mohou méně profitovat napří-
klad z udržovací terapie rituximabem. Zásadním klinic-
kým poznatkem je nezávislá prediktivní úloha absolutní-
ho počtu lymfocytů u nemocných s difuzním velkobuněč-
ným B lymfoem. Nemocní s lymfopenií mají vyšší rizi-
ko úmrtí i relapsu lymfomu – pravděpodobně plně nepro-
fitují z efektu imunoterapie v důsledku chybějících efek-
torových buněk ADCC.

Navození dostatečného a dlouhodobého imunitního do-
zoru po léčbě prostřednictvím udržovací imunoterapie je
také pravděpodobně klíčem k vyléčení opakovaně relabu-
jících lymfomů. Včasná identifikace nemocných s rizi-
kem horší odpovědí na rituximab nám nabízí šanci na
zlepšení jejich osudu aplikací vyšších dávek nebo dáv-
kově intenzivního podání protilátky. Přínos nových mo-
noklonálních protilátek v populaci rizikových nemocných
ověří až probíhající klinické studie.
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