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SAZETAK
Naslova rada: Uloga B stanica u etiopatogenezi i lijecenju multiple skleroze

Autor: Tena Magovac

Multipla skleroza je tradicionalno bila smatrana bole$¢u posredovanoj T-stanicama.
Imunomodulacijska terapija razvijena na ovoj osnovi utjeCe na smanjenje stope relapsa, ali
ne moze u potpunosti sprijeciti pojavu relapsa i progresiju invalidnosti, te je uglavnom

zanemarive djelotvornosti u primarno progresivhom obliku multiple skleroze.

B-stanice klju¢na su sastavnica u patogenezi autoimunih neurolo$kih poremecaja i imaju
vaznu ulogu u regulaciji procesa aktivacije T-stanica, sekrecije citokina i stvaranja ektopi¢nih
germinalnih centara u srediSnjem ziv€anom sustavu. Meningealne B-staniCne strukture koje
nalikuju germinalnim centrima vazno su mjesto aktivacije B-stanica i njihova Sirenja u
kroni¢noj bolesti.

Nakon prelaska krvno-mozdane barijere, memorijske B-stanice podloZne su stimulaciji
antigenima, klonalnoj ekspanziji i diferencijaciji u plazma stanice koje izlu€uju protutijela.
Osim $to je ciljni organ imunopatolo$kog procesa, sredi$niji Zivéani sustav (SZS) u bolesnika
s neuroinflamacijom pruza jedinstvenu okolinu koja podrzava dugotrajno prezivljenje B-

stani¢ne linije, osobito dugoZivuéih plazma stanica te lokalno stvaranje protutijela.

Koncept deplecije B-stanica monoklonskim protutijelima koja prepoznaju specifi¢ni ciljni
CD20 antigen predstavlja potentno terapijsko rijeSenje, sa snaznim ucinkom na progresiju
bolesti i dokazanom ucinkovitoS¢éu u primarno progresivhom obliku bolesti za koji do sada
nije nadena adekvatna terapije. Klini¢ka istrazivanja nedvojbeno su pokazala da anti-CD20
monoklonska protutijela dovode do brze i trajne supresije upalne aktivnosti bolesti ¢ak i
nakon rekonstitucije B-stanica. ZabiljeZzeno je smanjenje broja i stvaranja novih lezija SZS-a i
pridruzenih klini¢kih relapsa te je smanjena progresija onesposobljenosti. Osim toga, ranije
uvodenje terapije moZe odgoditi razvoj progresivnih oblika bolesti. Terapija dodatno pokazuje
obecavajuci ucinak u bolesnika s primarno progresivnim oblikom bolesti u kojih se primjecuje
znacajno i produZzeno smanjenje progresije invalidnosti. Sigurnosni profil se s obzirom na
dosadasnja ispitivanja &ini povoljnim, medutim potrebno je dugotrajno pracenje kako bi se
utvrdio rizik od nezeljenih nuspojava, ukljuCujuci povec¢anu podloznost infekcijama ili

povecan rizik obolijevanja od malignih bolesti.

Klju€ne rije€i: multipla skleroza, B-stanice, anti-CD20 monoklonska protutijela

SUMMARY



SUMMARY
Title: B cells in etiopathogenesis and treatment of multiple sclerosis

Author: Tena Magovac

Multiple sclerosis has traditionally been considered a T-cell mediated disease.
Immunomodulatory therapy based on this theory reduces relapse rate but cannot completely
prevent relapses or progression of disability and has generally negligible effect in the primary

progressive form of the disease.

B cells are crucial components of the pathogenesis of various autoimmune neurological
disorders and play an important role in regulation of T cell activation, cytokine secretion and
formation of ectopic germinal centres in the central nervous system. B cell follicle-like
structures in the cerebral meninges represent an important site of B cell activation and
expansion in chronic disease. After crossing the blood-brain barrier, memory B cells are
susceptible to stimulation by antigens, clonal expansion, and differentiation in plasma cells
that secrete antibodies. Besides being the target of the immunopathological process, central
nervous system in patients with inflammatory disease provides a unique environment that
supports the long-term survival of B-lineage cells, notably long-lived plasma cells, and local

antibody production.

Concept of B cell depletion by monoclonal antibodies that recognize specific target, CD20
antigen, represents potent therapeutic solution, with a strong influence on disease
progression and proven efficacy in progressive form of multiple sclerosis, currently treated
unsatisfactorily. Clinical trials have undoubtedly showed that anti-CD20 monoclonal
antibodies elicit prompt and sustained suppression of inflammatory disease activity even
after B cell reconstitution. The clinical impact was reflected in a substantial reduction in
number and formation of new CNS lesion, and associated clinical relapses; also, a reduction
of disability progression is reported. Transition to progressive phase of the disease can be
reaped by an early therapy initiation. Additionally, promising effect on primary progressive
multiple sclerosis was noted in terms of significant and sustained reduction of disability
progression. Although the short-term safety profile appears favourable, long-term
assessment of the safety profile of anti-CD20 monoclonal antibodies treatment is required in

order to determine the risk of uncommon adverse effects, including PML or malignancies.

Key words: multiple sclerosis, B cells, anti-CD20 monoclonal antibodies



1. Uvod

Multipla skleroza (MS) je kroniéna autoimuna upalna bolest sredi$njeg Zivéanog sustava SZS
karakterizirana demijelinizacijom i aksonalnom degeneracijom, te predstavlja vodeci uzrok
invalidnosti u mladoj odrasloj populaciji. [1][2] Zadnjih se godina biljezi postupni globalni
porast incidencije i prevalencije bolesti. Primjerice, u norveskoj kohorti tijekom perioda od 53
godine (1961.— 2014. g.) prevalencija je s 20 porasla na 203/100 000, a incidencija s 1.9 na
8/100 000. [3] Prevalencija bolesti raste odmicanjem od ekvatora, a najviSa je u Sjevernoj
Americi i zapadno-europskom podrudju. Etiologija MS-a je multifaktorijalna, a sastoji se od tri
sastavnice: genetske predispozicije, okoliSnih faktora i odgovora imunoloskog sustava.
Smatra se da je oko 30% rizika za razvoj MS-a genetski odredeno. Identificirano je viSe od
230 rizicnih gena kao potencijalnih markera povecane sklonosti za razvoj bolesti koji su
tipiéno povezani s upalnim, odnosno imunosnim, a rjede s faktorima unutar SZS-a. Medutim,
povezanost s pronadenim genima nije univerzalna i varira s obzirom na etni¢ku pripadnost,
rasu i geografsku Sirinu. Druga komponenta etiologije MS-a obuhvaca izloZzenost razlicitim
okolisnim ¢imbenicima, vjerojatno u kriticnim vremenskim tockama, osobito u najranijem
periodu Zivota pa do razdoblja adolescencije. OkoliSni faktori uklju€uju nedostatak vitamina
D, infekciju Epstein-Barr virusom (EBV), puSenje, adolescentnu pretilost i izloZzenost
ultraljubiéastom zragenju. Konaéno, treéi faktor koji osteéuje SZS je vlastiti imunolo$ki sustav
oboljeloga koji uklju€uje prirodenu i ste€enu imunost, fokalnu i difuznu upalu, promjene
sastavnica SZS-a i upalu leptomeningealnih ovojnica. Dva glavna patolo$ka procesa u
podlozi MS-a ograniéena su na SZS. Jedan od njih je fokalna upala koja dovodi do
formiranja makroskopskih plakova koji su odraz vecih prekida kontinuiteta krvno-mozdane
barijere (BBB), a sredidnje su obiljezje relapsnog oblika bolesti. Druga patoloska osnova je
neurodegeneracija s mikroskopskim ozljedama neurona, aksona, sinapsi i dendrita, te
znacajnim gubitkom tkiva, a smatra se neuropatoloskim supstratom progresivnoga oblika
MS-a. [4]

Cetiri su osnovna oblika manifestacije bolesti: klini¢ki izolirani sindrom (CIS), relapsno-
remitiraju¢a multipla skleroza (RRMS), sekundarno-progresivni oblik (SPMS), te multipla
skleroza primarno-progresivnoga tijeka (PPMS). CIS oznacava prvu epizodu neuroloskih
simptoma indikativnih za MS koiji traju barem 24 sata, a uzrokovani su inflamacijom koja vodi
demijelinizaciji u SZS-u. MS u priblizno 85% slugajeva poginje takvom akutnom klini¢kom
epizodom. Nakon odredenog vremenskog razdoblja najéeS¢e dolazi do razvoja drugog
klinickog demijelinizirajuéeg dogadaja kada se dijagnosticira klini¢ki definitivna MS. [5][6]
Relapsno-remitirajuci oblik je naj¢es¢i s 85 — 90% oboljelih. Karakteriziran je izmjenom
klini¢kih epizoda pogorsanja i periodima stabilnosti, a u 40 — 50% nelijeCenih bolesnika

dolazi do progresije u SPMS unutar desetogodisnjeg razdoblja. Zene od RRMS-a oboljevaju



gotovo tri puta CeS¢e dok je teZi ishod bolesti u muskaraca. [1] U otprilike 10% slucajeva
bolest je primarno progresivnog karaktera, s postupnim napredovanjem neuroloske
disfunkcije i bez egzacerbacija. U usporedbi s RRMS-om, srednja dob pojavljivanja PPMS-a

je gotovo 10 godina kasnije i ne nalazi se predominacije zenskoga spola. [7]

U pocetnim istrazivanjima MS-a, a na osnovi modela eksperimentalnog autoimunosnog
encefalitisa (EAE), smatralo se da su T-stanice kljuéne u stvaranju demijelinizacijskih lezija,
zanemarujuci pritom ulogu B-stanica. Medutim, u zadnjih nekoliko godina biljezi se porast
broja klini¢kih studija koje upuéuju na zna€ajnu ulogu B-stanica u patofiziologiji bolesti. B-
stanice su u patogenetsku podlogu MS-a uklju¢ene mehanizmima ovisnima o protutijelima,
ali i onima koji ne zahtijevaju posredovanje protutijela. Jedno od sredisnjih obiljezja i kriterij u
postavljanju dijagnoze MS-a je prisutnost oligoklonalnih traka (OCB) u cerebrospinalnom
likvoru (CSF) i plakovima u mozdanom tkivu koje su rezultat perzistentne intratekalne
klonalne ekspanzije B-stani¢ne populacije koja proizvodi autoreaktivna protutijela. Studije
sugeriraju da prisutnost klonalnih B-staniénih populacija u krvi i u SZS-u upuéuju na periferne
B-stanice kao potencijalan izvor intratekalnih OCB-a, a $to dalje potvrduje da su B-stanice
vazna sastavnica autoimunosnih procesa u MS-u. Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja
kako bi se utvrdilo dolazi li do razvoja bolesti uslijed migracije imunosnih stanica s periferije ili
je inicijacija upale centralno, unutar SZS-a. [7]

Nadalje, deplecijom B-stanica anti-CD20 monoklonalnim protutijelima ostvareno je zna¢ajno
smanjenje inflamatorne aktivnosti lezija u SZS-u u usporedbi s dosadasnjom terapijom koja
modificira tijek bolesti. Osim toga, rezultati primjene ove terapije pokazali su i usporenje
progresije u PPMS-u. [2]

2. B-stanice

B-stanice potjeCu od mati¢nih stanica u kostanoj srzi i prolaze kroz procese koji uklju€uju
preslaganje B-stani¢nog receptora (BCR) i povec¢anje ekspresije CD34 i HLA-DR povrSinskih
proteina (Slika 1).
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Slika 1. Razvoj B-stanica u kostanoj srzi (preuzeto i modificirano iz [8])

Sazrijevanje B-limfocita odvija se kroz nekoliko diferencijacijskih stadija, svaki karakteriziran
promjenama u ekspresiji imunoglobulinskoga (Ig) gena i uzoraka ekspresije Ig proteina.
Tranzicijom od pro-B do pre-B ili pre-B do nezrele B-stanice, neuspjeh u ekspresiji proteina,
redom Ig teskog lanca ili Ig lakog lanca, rezultira programiranom stani¢nom smrti
(apoptozom). Pre-BCR se sastoji od Ig p teSkog lanca povezanoga s membranom i
pripojenog s dvama drugim proteinima, surogatnim lakim lancima. Nezrele B-stanice pocinju
eksprimirati IgM molekulu i izlaze iz koStane srzi, postaju tranzicijske stanice koje
eksprimiraju IgM s ili bez koekspresije IgD molekule. Naivne B-stanice koeksprimiraju IgM i
IgD, a mogu ostati u cirkulaciji ili migrirati u sekundarne limfoidne organe. Nakon
prepoznavanja antigena, naivne B-stanice prolaze daljnju diferencijaciju u memorijske
stanice ili plazmablaste i kona¢no u plazma stanice. U limfnome tkivu, folikularne Ty stanice
luenjem IL-21 pomazu aktivaciju i promjenu razreda naivnih B-stanica. Aktivirane B-stanice
mogu postati memorijske, od kojih neke i dugozivuce plazma stanice, a imaju sposobnost
stvaranja antitijela. [8][9]

Limfociti u SZS mogu uéi na nekoliko mjesta koja ukljuéuju prolazak BBB-a, krvno-
meningealne barijere ili barijere koju €ine krv i CSF. Opcenito, samo aktivirani limfociti izlaze
iz perivaskularnih venula BBB-a u mozdani parenhim i tako infiltriraju perivaskularni prostor.
U zdravom su organizmu vrlo niske razine B-stanica u mozdanom parenhimu (= 0.1
stanica/cm?) i CSF-u, gdje ¢ine < 1% ukupnog broja leukocita. Nasuprot tome, u prisutnosti
upale njihov broj raste nekoliko puta u CSF-u te nekoliko desetaka puta u parenhimu SZS-a i

perivaskularnim prostorima. [8]
3. B-stani¢na nisa

Parenhim SZS-a prethodno je smatran mikrookoli§em nepovoljnim za dugotrajno preZivljenje
stanica imunosnog sustava. Medutim, perzistencija OCB-a u CSF-u upucuje na to da B-

stanice koje stvaraju imunoglobuline mogu prezivjeti u tkivu tijekom duljeg vremenskog



razdoblja, $to SZS &ini pogodnim biotopom za B-stanice.[10] U CSF-u bolesnika s MS-om
nadena je klonalna ekspanzija memorijskih B-stanica, centroblasta i kratkoZivucih
plazmablasta u usporedbi sa zdravim kontrolama u kojih su B-stanice u CSF-u rijetkost. [4]
B-stanice mogu se naci u demijelinizacijskim lezijama SZS-a u svim stadijima bolesti, a
najbrojnije su u aktivnim lezijama bolesnika s RRMS-om u usporedbi s neaktivnim lezijama ili
progresivnim oblikom bolesti kada se ve¢inom nalaze u perivaskularnim lezijama i
subarahnoidalnom prostoru, a riede u parenhimu SZS-a. [8] U postmortalnim uzorcima
demijelinizacijskih lezija nadeni su depoziti antitijela i komplementa Sto dodatno potvrduje B-
staniénu aktivnost u SZS-u. [2]

Astrociti, glavne viSefunkcionalne stanice glije, izlu€uju B-stani¢ne faktore rasta kao $to su
aktivirajuéi faktor B limfocita (BAFF), CXCL10 i CXCL13, koji mogu poticati prezivljenje B-
stanica, a upalna aktivacija poti¢e njihovu produkciju. Ipak, B-stanice koje perzistiraju u SZS-
u ne &ine izdvojenu populaciju vec se Cini da postoji izmjena s B-stanicama na periferiji s
obzirom da je identificirano sli€éno genetsko podrijetlo tih stani¢nih populacija. [10] Infiltracija
meningealnih ovojnica B-staniénim strukturama nalik na folikule i depoziti imunoglobulina i
komplementa takoder sugeriraju na prisutnost okoliSa koji poti¢e proliferaciju i klonalnu
ekspanziju B-stanica. [7]

Razlikuju se Cetiri imunopatoloska tipa lezija u MS-u, karakterizirana interindividualnom
heterogenoscu no intraindividualnom homogenoséu. Demijelinizacija u tipu | posredovana je
T-stanicama i makrofazima, u tipu Il protutijelima te aktivacijom komplementa, tip Ill oznacuje
distalna oligodendrogliopatija, dok je tip IV karakteriziran degeneracijom oligodendrocita u
bijeloj tvari u okolini plakova. Ova bi opaZanja mogla biti kliniCki relevantna s obzirom da bi
razli¢iti imunopatoloski tipovi MS-a mogli uvjetovati vrstu terapije. Nadalje, deplecija antitijela
i faktora sustava komplementa koji sudjeluju u patoloskim mehanizmima mogla bi biti
ucinkovita u primjerice tipu Il demijelinizacijskih lezija. Tako je u manjoj kohorti u oko 45%
bolesnika s fulminantnom klinickom slikom u MS-u i drugim idiopatskim upalnim
demijelinizacijskim bolestima SZS-a u kojih nije bilo terapijskog odgovora na terapiju
kortikosteroidima, doslo do poboljanja neuroloSkog statusa nakon terapijske izmjene
plazme. Nakon izmjene plazme, u svih je bolesnika s lezijama tipa Il (uzorci od 10 bolesnika)
no u niti jednog s lezijama uzoraka | i lll (uzorci od 9 bolesnika), doSlo do umjerenog do
znacajnog poboljSanja neuroloskog deficita. U navedenom radu ocjena stupnja progresije
bolesti prema proSirenoj ljestvici statusa onesposobljenosti (EDSS) na zadnjem zabiljezenom
pregledu (prosjecno vrijeme pracenja 2.5 godine [0.4 — 13.9 godina]) nije se razlikovala
medu skupina koje su odgovorile ili nisu odgovorile na lijecenje izmjenom plazme, sto je
konzistentno s izostankom dugotrajne u€inkovitosti na progresiju bolesti zabiljezenom u

prijasnjim studijama. [11]



4. Funkcije B-stanica u autoimunoj bolesti

B-stanice na razli¢ite nacine sudjeluju u patogenezi MS-a, a osim sekrecije patogenih
autoantitijela, uklju¢ene su u prezentaciju antigena te aktivaciju T-stanica, sekreciju citokina
(citokinsku signalizaciju koja aktivira T-stanice, makrofage i gliju) te formaciju ektopicnih
germinativnih centara (limfoidnih struktura) (Slika 2). [7][12]
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Slika 2. B-stanice u patofiziologiji MS-a
(APC antigen-prezentirajuca stanica, CNS sredisnji ziv€ani sustav, CSF cerebrospinalni

likvor, MHC glavni kompleks histokompatibilnosti) (preuzeto i prilagodeno iz [2])

Procesi koji uklju€uju B-stanice u patogenezi bolesti mogu se podijeliti u dvije skupine — o
protutijelima ovisni i oni Ciji mehanizam ne ukljuCuje protutijela. B-stanice smatraju se
izvorom autoantitijela usmjerenih na specificne komponente SZS-a. Uklju¢enost
mehanizama neovisnih o protutijelima u patogenetsku podlogu temelji se na rezultatima
studija koje su u lijeCenju primjenjivale B-stani¢nu deplecijsku terapiju. Primjena rituksimaba
(RTX), anti-CD20 monoklonalnog protutijela, nije utjecala na plazma stanice i nije promijenila

razinu protutijela u krvi, medutim bez obzira na taj nalaz primijec¢eno je smanjenje upalne



aktivnosti, uCestalosti relapsa, radioloski vidljivih lezija te poboljSanje neuroloskog deficita,
8to sugerira na posredovanje drugih mehanizama posredovanih B-stanicama razli€itih od
mehanizama ovisnih o protutijelima. Osim protutijelima posredovanih mehanizama, B-stanice
u patogenezi bolesti sudjeluju i kao antigen-prezentirajuce stanice (APC).

Prezentacijom antigena u stanju mirovanja, B-stanice mogu inducirati T-stani¢nu toleranciju,
odnosno anergiju. S druge strane, B-stanice aktivirane antigenom, a uz pomo¢ T-stanica,
konvertiraju se u APC koje su sposobne pojacati imunoloski odgovor. Tako su B-stanice vrlo
uCinkovite APC, osobito kada prepoznaju isti antigen kao i T-stanice, a Cini se da su osnovni
izvor APC pri niskoj koncentraciji antigena. Autoproliferacija, koja se odnosi na aktivaciju i
razvoj mijelin-specifi¢nih T-stanica potaknutih APC-om, a u odsutnosti egzogenog
nominalnog antigena, jos je jedan mehanizam kojim B-stanice stvaraju i odrzavaju repertoar
patogenih T-stanica. Funkcija autoproliferacije pojaana je u oboljelih od MS-a. U osoba s
MS-om s HLA-DR15 haplotipom autoproliferacija je posredovana memorijskim B-stanicama,
a smanjuje se deplecijom B-stanica anti-CD20 antitijelima. Deplecija B-stanica anti-CD20
monoklonskim protutijelima prekida upalni odgovor posredovan B-stanicama i smanjuje onaj
posredovan mijeloidnim i T-stanicama ¢ime je, osim bliske interakcije medu spomenutim
stanicama, naglasen i doprinos proinflamatornih B-stanica koje izlu€uju citokine u patogenezi
MS-a §to je neovisno o njihovoj produkciji protutijela. Nasuprot tome, B-stanice mogu dovesti
do smanjenja regulacije imunosnoga odgovora i ogranigiti upalu u SZS-u preko regulatornih
B-stanica koje izlu€uju antiinflamatorne citokine (npr. IL-10, TGF-, IL-35), a za koje je
nadeno da su alterirane u MS-u. Opcenito, u MS-u se prati pomak B-stani¢nog citokinskog
profila prema proinflamatornom, Sto posljedi¢no poti¢e aktivnost mijeloidnih i T-stanica
pojacavajuci patogeni imunosni odgovor. [12] Osim toga, Cini se da se sazrijevanje B-
stani€énog odgovora vec¢inom odvija u cervikalnim limfnim ¢vorovima $to objasSnjava

ucinkovitost sistemske deplecije B-stanica. [13]
4.1 Stvaranje autoantitijela i identifikacija ciljnih antigena

Detekcija autoantitijela unutar SZS-a, u krvi i CSF-u bolesnika s MS-om upucuju na
uklju€enost humoralne imunosti u proces inflamatorne demijelinizacije. Navedena
autoantitijela u dijela bolesnika vezuci se za stanice mozdanoga tkiva sudjeluju u ostecenju
tkiva aktivacijom klasi¢nog puta komplementa, posredovanjem leukocita (npr.
prirodnoubilackih stanicama) putem fagocitoze ili citotoksi¢nih medijatora. Antigeni
potencijalno odgovorni za inicijaciju ovih procesa nisu poznati, no predmet su brojnih klinickih
istrazivanja. Osim toga, nije sigurno dolazi li do aktivacije B-stanica periferno u germinalnim
centrima prije njihove migracije u SZS, lokalno u germinalnim centrima unutar SZS-a nakon
prolaska BBB-a ili u oba odjeljka s obzirom na prisutnost ektopi¢nih B-stani¢nih folikularnih

struktura s proliferiraju¢im B-stanicama u meningealnim ovojnicama. U korteksu je ispod



leptomeningealnih infiltrata B-stanica nadena demijelinizacija i neuronalna degeneracija $to
upucuje na mogucu kauzalnu povezanost, odnosno difuziju humoralnih faktora (antitijela) u
podlezece tkivo. U aktivnim demijelinizacijskim lezijama nadeni su makrofazi s antitijelima
vezanim na mijelinske fragmente Sto upucuje na mogucu uklju€enost antitijelima
posredovane fagocitoze u neuronalno i aksonalno oste¢enje. U lezijama su nadena i
autoantitijela, B-stanice i plazma stanice.

Ostecenje BBB-a, koje potencijalno prati leptomeningealnu upalu, omogucuje upalnim
stanicama s periferije ulazak u SZS i stvaranje B-stani¢nih agregata. Na oligodendrocitima i
povrSini mijelinske ovojnice lokaliziran je mijelinski oligodendrocitni glikoprotein (MOG) koji je
direktno dostupan djelovanju antitijela. Anti-MOG antitijela IgG izotipa se u imunoloske
procese ukljuuju putem fiksacije komplementa i aktivacije citotoksi¢nosti ovisne o
protutijelima (ADCC). Anti-MOG se veze na ekstracelularnu domenu epitopa, a smrt stanice
je zatim posredovana prirodnoubilackim (NK) stanicama. Ova su protutijela znacajna u
pedijatrijskom MS-u te u akutnom diseminiranom encefalomijelitisu (ADEM). Njihova
prisutnost zabiljezena je i u bolesnika s akvaporin-4 negativnim opti¢kim neuromijelitisom
(NMO) i u spektrumu demijelinizacijskih bolesti koje dijele obiljezja MS-a i opti¢kog
neuromijelitisa. Zanimljivo je da su humana anti-MOG protutijela specifiCna za vrstu,
odnosno prepoznaju konformacijske epitope u ljudi, no ne i MOG u glodavaca. Visoki titar
anti-MOG u MS-u korelira s tezinom klinicke slike u po€etku bolesti, no ne i s progresijom
bolesti. Porast anti-MOG protutijela takoder moze predstavljati sekundarni upalni odgovor na
degradacijske produkte mijelina, stoga je neposredni u€inak na proces demijelinizacije
upitan. Dodatno je u jednoj studiji nadeno da niti jedan bolesnik s pozitivnim anti-MOG IgG1
protutijelima nije imao klini¢ku dijagnozu MS-a $to dalje sugerira da bi detekcija anti-MOG
protutijela mogla pomodi diferencijaciji MS-a i steCenih demijelinizacijskih sindroma
nepovezanih s MS-om poput ADEM-a. Nedavna istrazivanja medutim upucéuju na postojanje
MOG-specifi¢nih T-stanica u bolesnika s MS-om.

Unato€ dokazima o postajanju povezanosti anti-MOG protutijela s demijelinizacijskim
bolestima, studije koje su koristile rekombinantna protutijela kao reprezentativni model OCB-
a u likvoru pokazale su njihovu reaktivnost na intracelularne strukture, a bez utvrdene
reakcije na mijelinske komponente, MOG ili druge poznate glijalne autoantigene sugerirajudi
tako postojanje drugih potencijalnih antigena kao promotora upalne demijelinizacije,
ukljucujuci viruse (poput EBV-a), ionske kanale, sinapticke komponente i IgG4 autoantitijela
na neurofascin, ionski kanal anoktamin-2, kontaktin, transaldolazu i a-aktin.

U dijela bolesnika nadena je produkcija antitijela na determinante paranodalnog podrucja
aksona. Antitijela na neurofascin, aksoglijalni protein koji se nalazi oko Ranvierova ¢vora,
uklju¢ena su u paranodopatiju u kojoj poremecaj u povezivanju proteina dovodi do bloka

provodenja. Nalaz ovih protutijela u bolestima razlicitima od MS-a dovodi u pitanje njihovu



specificnost, a njihovo koristenje kao biomarkera progresije bolesti i prognoze zahtijeva
daljnja istrazivanja. Nadalje, u oboljelih od MS-a naden je poviSen titar protutijela na
citoskeletni protein talin-1, koji vjerojatno sudjeluje u transmigraciji limfocita, a u negativnoj je
korelaciji s razinom IgG protutijela te vjerojatno djeluje protektivno, u smislu usporavanja
progresije bolesti. Jedno istrazivanje je u zna¢ajnog broja bolesnika s RRMS-om identificiralo
autoantijela na glijalne kalijske kanale KIR4.1, medutim isto nije potvrdeno u drugim
kohortama. Ostala protutijela koja se smatraju vrijednim dijagnostiCkim i prognosti¢kim
biomarkerima uklju€uju antiglikanska, antigangliozidna i antitijela na neurofilamente (NFL).

U panelu 4 antiglikanska IgM protutijela (anti-GAGA 2,3,4 i 6) nadena je povezanost barem
jednoga s neposrednim ranim relapsom i progresijom bolesti. Stovi$e, rano u bolesti nadena
je povecana razina IgM antitijela na a-glukozne antigene koje stvaraju repopularizirane B1 B-
stanice §to moze predvidjeti konverziju u RRMS.

PoviSene vrijednosti NFL-a indikativne su za aksonalnu degeneraciju u MS-u i koreliraju sa
stupnjem aksonalnog ostec¢enja i loSijim ishodom bolesti te ve¢im udjelom bolesnika s
progresivnim oblikom bolesti. Takoder, u MS-u je povecano intratekalno stvaranje IgM i IgG
protutijela na NFL. Osim toga, pronadene poviSene razine anti-gangliozidnih protutijela
potiCu lokalni imunoloski odgovor i posljedi¢no neuronalno ostecenje. Dodatno, studije
ukazuju na mogucu povezanost visokog titra anti-GM1 s demijelinizacijom te anti-GM3 IgG

protutijela s oste¢enjem BBB-a. [7][8][10]
4.2 Prezentacija antigena i regulacija citokinske sekrecije

B-stanice prepoznaju prostornu konformaciju topljivih antigena kojima su epitopi na povrSini
molekule, internaliziriraju i eksprimiraju antigene na povrsini u kompleksu s MHC molekulom,
koje onda prepoznaju T-stanice. Pogreske do kojih moze doéi u perifernom procesuiranju
autoantigena proteazama mogu dovesti do perzistencije T-stanica reaktivnih na mijelin u
cirkulaciji uslijed neuspjele tolerancije na vlastiti antigen. Reaktivacija autoreaktivnih T-
stanica APC-om nakon migracije u SZS inicira neuroinflamatorne reakcije. Prezentacija
antigena u sklopu MHC-II molekule zajedno s kostimulatornim molekulama, poput CDA40,
CD80 i CD86, potice proliferaciju T-stanica i sekreciju citokina, odnosno aktivacija T-stanica
zapocdinje autoimunosnu reakciju. Pove¢ana ekspresija CD80 na povrsini B-stanica u aktivnoj
fazi MS-a vjerojatno je odgovorna za aktivaciju Th1 stani¢nog odgovora i posljedi¢no epizode
egzacerbacije. Nedavno je istraZivanje pokazalo da aktivacija T-stanica antigen-
prezentirajuéim B-stanicama na periferiji i posljediéna migracija u SZS dovodi do destrukcije
mijelina, dok s druge strane deplecija B-stanica dovodi do smanjene proliferacije T-stanica.
Nadalje, postoji moguénost da je sposobnost prezentacije antigena B-stanicama pojacana
CD40-CDA40L interakcijama. U MS-u je zabiljezena povecéana ekspresija CD40L molekula na

povrsini CD4* T-stanica. Nakon vezanja na CD40 molekulu na povrSini B-stanica, dolazi do



inicijacije neuroinflamatornih procesa regrutacijom upalnih stanica, povec¢anja nivoa
ekspresije adhezijskih, MHC-II i drugih kostimulatorskih molekula, proliferacije B-stanica,
produkcije antitijela i sekrecije citokina. Stovise, stimulacijom putem CD40 dolazi do
aktivacije NF-kB puteva i posljedi¢no pojacane proliferacije memorijskih B-stanica uslijed NF-
KB hiperfosforilacije u bolesnika s MS-om i poja¢ane sekrecije proinflamatornog citokina IL-6
u usporedbi s kontrolom. U odsutnosti CD40 opaZena je smanjena proliferacija B-stanica.

U demijelinizacijskim lezijama povecana ekspresija BAFF-a omogucuje perzistenciju B-
stanica koje luCe citokine. Smanjena razina BAFF-a u CSF-u oboljelih u po€etku bolesti
sugerira na troSenje faktora intratekalno i korelira s pove¢anom produkcijom IgG-a.
Regulacija je BAFF-a vazna u odrzavanju ravnoteze proinflamatornih i regulatornih aktivnosti
B-stanica. [7]

U monocita i T-stanica oboljelih od MS-a nadena je povecana ekspresija BAFF-a i liganda
koji inducira proliferaciju (APRIL), a atacicept se pokazao djelotvornim u nekoliko modela
autoimunosti, ukljuujuéi animalni model MS-a — EAE. Atacicept je rekombinantni fuzijski
protein koji suprimira B-stani¢nu funkciju i produkciju antitijela, preciznije blokira djelovanje
nekoliko faktora, BAFF-a i APRIL-a, koji pomazu sazrijevanje, aktivaciju i prezivljenje B-
stanica. Klini¢ka studija u fazi Il kojoj je svrha bila ispitati u€inkovitost atacicepta u MS-u s
prethodno povoljnim ucincima u drugim autoimunim bolestima, poput reumatoidnog artritisa
(RA) i lupusa, ranije je obustavljena zbog klini¢kog pogors$anja, odnosno utvrdenog
povecanog broja relapsa u skupinama koje su primale lijek u usporedbi s placebom, a &to je
povezano s pojacanom aktivacijom memorijskih i smanjenjem B-stanica koje secerniraju IL-
10. Time je istaknuta vaznost ravnoteze proinflamatornih memorijskih i regulatornih B-stanica
u patogenezi bolesti. Znacajno je da se CD20 molekula eksprimira ranije u razvoju od BAFF-
a i APRIL-a (ciljnih molekula atacicepta). Stoga, primjena atacicepta ne utjeCe na prekursore
B-stanica i memorijske B-stanice, to moZe rezultirati u preferencijalnoj atenuaciji
regulatornih stanica doprinoseci tako proinflamatornome odgovoru. Neoc&ekivani porast broja
relapsa, koji se nije reflektirao na aktivnost bolesti vidljive na snimkama magnetske
rezonancije (MR), naglasava kompleksnost imunosne regulacije i ciljanog terapeutskog
djelovanja na B-stanice i protutijela u MS-u. [14]

Nadalje, rezultati studija sugeriraju da se, suprotno nalazima u RA i dijabetesu tipa 1,
poremecaji u B-stani¢noj toleranciji u MS-u mogu pripisati poremecenoj funkciji T-stanica.
Stovise, u bolesnika s MS-om naden je poremecéaj B-staniéne tolerancije na razini perifernih
kontrolnih to¢aka, ne i centralnih. Pokazano je da je ovaj nedostatak praéen pove¢anom
aktivacijom i homeostatskom proliferacijom zrelih naivnih B-stanica. Za razliku od nalaza u
bolesnika s RA i dijabetesom tipa 1, ¢ini se da je u MS-u centralna selekcija B-stanica u

koStanoj srzi odrzana. SpecifiCan defekt periferne B-stani¢ne tolerancije u MS-u potencijalno



se moze pripisati poremeéenoj funkciji regulatornih T-stanica, $to vodi nakupljanju
autoreaktivnih klonova B-stanica u krvi. [15]

Osim toga, bolesnici pokazuju aberantni B-stani¢ni citokinski odgovor na stimuluse i
produciraju neuobicajeno velike koli¢ine proinflamatornih citokina. Proinflamatorne B-stanice
luce IL-6, IL-12, IL-15, IFN-y, TNF-a i limfotoksin-a koji dovode do polarizacije na
pomocnicke T-stanica tipa 1 (Tu1) ili pomocnike T-stanice koje lu€e IL-17 (Th17). TNF-a
moze stimulirati astrocite na sekreciju BAFF-a, Cija je ekspresija pove¢ana u MS lezijama,
pojacavajuci tako autoimunost ovisnu o B-stanicama. Sekrecija faktora stimulacije rasta
kolonija granulocita i makrofaga (GM-CSF) upucuje na interakciju s mijeloidnim stanicama i
suprotstavlja se regulatornom ucinku citokina IL-10. S druge strane, regulatorne B-stanice
izlu€uju i protuupalne citokine, poput IL-10, IL-35 i TGF-[3, koji posreduju imunoprotektivno
djelovanje, odnosno suprimiraju djelovanje proinflamatornih T-stanica. U eksperimentalno
induciranom modelu EAE transfer B-stanica koje izlu€uju IL-10 rezultirao je supresijom
aktivnosti bolesti. [2][7][8]

4.3 Formacija ektopi¢nih limfoidnih struktura

Agregati B i T limfocita formiraju tercijarne limfoidne organe i strukture koje nalikuju
germinativnim centrima u meningealnim ovojnicama bolesnika s MS-om. Unutar
germinativnog centra, B-stanice proliferiraju i prolaze procese sazrijevanja afiniteta i
somatske hipermutacije, te se nakon niza reakcija diferenciraju u plazma i memorijske
stanice koje produciraju autoantijela. Stovise, B-limfociti koji zaostaju u ektopiénim
strukturama rezistentni su na djelovanje anti-CD20 terapije i nastavljaju proizvoditi antitijela
bez obzira na kompletnu depleciju B-stanica, vjerojatno zbog lokalne sekrecije B-stani¢nih
faktora (npr. BAFF-a) koji omogucuju njihovo prezivljenje. Kreiranjem specificne upalne niSe
potiCe se formiranje i odrzavanje ektopic¢nih limfoidnih struktura.

Osim upalnih, vaznu ulogu u regrutiranju limfocita i njihovoj retenciji unutar meningealnih
ovojnica imaju stromalne, neimunosne stanice. Citokini (TNF-a, IL-6, IL-23), kemokini
(CXCL13) te regulatorni B-stani¢ni faktori stvaraju povoljni, proinflamatorni milje te sudjeluju
u odrzavaniju limfoidnih struktura. Signalizacija putem kemokina CXCL13, koji veze CXCR5
eksprimiran na B-stanicama, ukljuena je u kontrolu lokalizacije imunosnih stanica i aktivaciju
mikroglije, a razina je CXCL13 u aktivnim lezijama u MS-u poveéana. Formiranje ektopi¢nih
folikularnih struktura povezano je s tezom klinickom slikom vjerojatno zbog izrazenijeg
afinitetnog i klonalnog sazrijevanja B-stanica prema autoantigenima. Citokin IL-22 vazan je u
posredovanju ekspresije kemokina CXCL12 i CXCL13, medijatora kemotaksije B-stanica,
¢ime ostvaruje ulogu u stvaranju ektopi¢nih limfoidnih struktura, odnosno poti¢e nakupljanje

B-stanica koje stvaraju autoantitijela. [7]
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5. Meningealna inflamacija u kortikalnoj patologiji sekundarno-progresivne multiple

skleroze

SPMS karakterizirana je difuznom upalom, prisutno$¢u kroni¢nih demijelinizacijskih lezija
bijele tvari, gubitkom aksona, imunopatoloskim promjenama bijele tvari normalnoga izgleda
(NAWM) i kortikalne sive tvari koje su vazne determinante invalidnosti. U progresivnoj fazi
bolesti smanjuje se broj novih lezija u bijeloj tvari i infiltracija limfocitima, a smatra se da se
imunosni odgovor u toj fazi ograniéava na SZS iza relativno intaktne BBB-e.

U drugim autoimunim bolestima, poput RA, Sjégrenova sindroma, mijastenije gravis i
autoimunog tireoiditisa, kroni¢na je upala ciljnih organa Cesto praéena stvaranjem ektopiénih
B-stanic¢nih folikula, odnosno organiziranih struktura B i T-stanica nalik onima u
sekundarnom limfoidnom tkivu. lako patofizioloSka uloga ektopi¢nih, tercijarnih limfoidnih
struktura nije do kraja poznata, smatra se da predstavljaju lokalni izvor proinflamatornih
medijatora, autoantitijela i autoreaktivnih T-stanica. Ektopi¢ne B-stani¢ne strukture nalik na
folikule u meningealnim ovojnicama u dijela bolesnika sa SPMS-om mogle bi predstavljati
vazno mjesto aktivacije limfocita i njihova Sirenja u kroni¢noj bolesti.

Subarahnoidalni i perivaskularni prostori SZS-a mjesta su (re)aktivacije T i B-stanica, gdje
cirkulirajuéi limfociti medudijeluju s APC-om sli¢no kao u limfoidnim organima. B-stanice
igraju kljuénu ulogu u razvoju SZS lezija, a jasno je vidljiva perzistentna aktivacija
intratekalnih B-stanica kroz sve stadije bolesti. Klonalni limfociti nadeni u demijelinizacijskim
lezijama, meningeama i likvoru sugerirajuéi njihovu lokalnu ekspanziju i perzistenciju, te
pretpostavljaju sposobnost tih stanica da nasele sekundarna mjesta unutar mozdanog tkiva
koja bi mogla prethoditi stvaranju novih lezija. Dakle, strukture nalik limfoidnim folikulima
mogle bi biti vazne u produljenju i heterogenosti upalnog odgovora generiranjem novih
autoreaktivnih B-stani¢nih klonova koji bi se mogli Siriti mozdanim tkivom. Iz patoloSkih
studija vidljivo je da kortikalnim lezijama nedostaju tipi¢ni infiltrat limfocita, aktivacija
komplementa i makrofazi ispunjeni ostacima degradiranog mijelina prisutni u lezijama bijele
tvari, 8to je dovelo do hipoteze kako odtecenje sive tvari nije primarno nastalo zbog upale
vec¢ kao posljedica udaljenog gubitka mijelina i aksona u bijeloj tvari. Medutim, brojne su
studije pokazale kako kortikalna demijelinizacija, neurodegeneracija i atrofija pozitivno
koreliraju s prisutno$cu difuznih upalnih infiltrata i struktura nalik limfoidnim folikulima u
leptomeningeama, $to implicira da imunolo$ka aktivnost u ovom odjeljku sudjeluje u
patoloSkim procesima koji zahvacaju korteks. Tako prisutnost ekstenzivne subpijalne
demijelinizacije u SPMS-u s naznaenom meningealnom upalom i gotovo potpunom
odsutnos$cu limfocita i makrofaga u kortikalnim lezijama isklju€uje ulogu perivaskularne upale

te sugerira imunosni odgovor u inflamiranim meningealnim ovojnicama kao ¢imbenik koji
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sudjeluje u razvoju patogenetskih promjena podlezece sive tvari. Difuzni infiltrati upalnih
stanica i ektopi¢ne limfoidne strukture izvor su proinflamatornih citokina, litickih enzima i
imunoglobulina koji pridonose stvaranju okolida koji pogoduje ostecenju mozdanog
parenhima. Konzistentno s navedenim u osoba u kojih su nadene B-stanicne meningealne
strukture nalik folikulima, utvrdena je i opseZnija demijelinizacija sive tvari i gubitak
oligodendrocita, veca atrofija korteksa te povecani broj aktivirane mikroglije u vanjskim
kortikalnim slojevima. Povecanje upalnog miljea praceno je znatnim ostecenjem glije limitans
i neuronalnim gubitkom najopseznijim u superficijalnoj lamini uz pijalnu ovojnicu. To dovodi
do pretpostavke da je destrukcija podlezece sive tvari korteksa uzrokovana proinflamatornim
okruZenjem koje je djelomi¢no uzrokovano citokinima, metaloproteinazama i reaktivnim
kisikovim i dusikovim vrstama koje T i B-stanice izlu€uju u subarahnoidalni prostor. Vazno je
naglasiti da dio studija koji se bavio ovom problematikom nije uspio detektirati B-stani¢ne

strukture niti utvrditi ulogu meningealne upale u subpijalnoj patologiji. [16][17]

Nadalje, u prilog upalnog podrijetla kortikalnih lezija govore rezultati studije provedene na
bioptatima mozdanog tkiva uzetih unutar nekoliko dana ili tiedana od prezentacije prvih
simptoma u bolesnika u svrhu isklju€ivanja bolesti razli¢itih od MS-a, a u kojih je naposljetku
dijagnosticiran MS. Nadeno je da demijelinizacijske kortikalne lezije, osim $to su Ceste u
ranijim stadijima bolesti i povezane s meningealnom upalom, pokazuju prominentan infiltrat
stanicama imunolo$kog sustava i fagocitozu mijelina, $to je suprotno nalazima na
postmortalnim tkivnim uzorcima koji su sugerirali neovisan razvoj neurodegeneracije o

parenhimalnoj upali. [18]
5.1 Uloga B-stanica u razvoju patologije korteksa

U sklopu studije, kojoj je svrha bila utvrditi prisutnost meningealnih i perivaskularnih infiltrata
upalnih stanica u blokovima tkiva i/ili cjelovitim koronalnim makrosekcijama, pregledani su
postmortalni uzorci mozdanog tkiva 123 bolesnika koji su bolovali od SPMS-a. Sekcije su
uzete u razini anteriornog septuma, straznjeg dijela kaudatusa s uklju¢enim motornickim
korteksom i okcipitalnog roga lateralnih ventrikula obuhvacajuci tako velik broj razli€itin
mozdanih regija. U 52% uzoraka detektiran je znatan perivaskularni ili meningealni upalni
infiltrat, dok su B-stani¢nih nakupine nadene u 40% slucajeva (imunohistokemijskim
bojanjem utvrdena prisutnost proliferirajucih Ki67*/CD20* B-stanica, imunoglobulin A,G,M*
plazma stanica/plazmablasta, CD3* T-stanica i CD35" folikularnih dendritiCkih stanica).
Uzorci u kojih su detektirane strukture nalik na limfoidne folikule oznaceni su kao F+ SPMS,
dok su uzorci bez takva nalaza svrstani u F- SPMS skupinu. Vazno je istaknuti da je u obje
skupine smrtni ishod ¢esto povezan sa sistemskom infekcijom (45/74 u F- SPMS kohorte i

29/49 u F+ kohorte), bez jasne veze s meningealnim strukturama nalik na limfoidne folikule.
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Meningealne (B-stani¢ne) strukture nalik na limfoidne folikule nadene na presjecima uvijek
su blisko bile vezane s podleze¢im subpijalnim patofizioloSkim promjenama, dok obratno ne
vrijedi, odnosno na pregledanim presjecima subpijalne demijelinizacije zabiljeZene su i na
mjestima koja prostorno nisu povezana sa strukturama nalik na imfoidne folikule, Sto
medutim ne iskljuCuje mogucnost postojanja takvih struktura na susjednim presjecima.
Kortikalne lezije, karakterizirane demijelinizacijom subpijalne sive tvari (predominantno),
intrakortikalnih i leukokortikalnih dijelova, nadene su u cingulatnom girusu, superiornom i
inferiornom frontalnom sulkusu, inzuli i temporalnim reznjevima, $to je u skladu s nalazom
prethodnih publikacija. Lezije periventrikularne bijele tvari ¢esto se biljeZe u kutovima
lateralnih komora i u centrumu semiovale, koji je Cesto smanjenog volumena. Kvantitativna
analiza cjelovitih koronalnih presjeka biljezi 3 puta veéu povrsinu ukupne demijelinizacije u
F+ SPMS, preciznije 18.3 £ 2.7% u usporedbi s F- slu€ajevima kada iznosi 5.3 £ 1.4%. Osim
toga, u F+ presjeka 6 puta je veca povrsina koju Cine lezije sive tvari (12.2 £ 2.3%; u F-
iznosi 1.9 + 0.7%). Takoder, u F+ SPMS slu€ajeva nadeno je otprilike 2 puta viSe lezija bijele
tvari, no bez statisticke znacajnosti rezultata. Nadalje, rezultati kvantitativne analize koja je
obuhvatila 12 F+, 12 F- te 6 kontrolnih slu€ajeva pokazuju poveéanu perivaskularnu upalu u
meningeama i bijeloj tvari u F+ u usporedbi s F- skupinom. lako nije nadeno znacajnih razlika
u gustodi infiltrata CD68*, CD3" ili CD20* imunosnih stanica u meningeama iznad podrucja
sive tvari normalnoga izgleda u usporedbi s onima u kojima se nalaze lezije, infiltracija je
makrofazima, T i B-stanica u meningeama (neovisno o njihovoj prostornoj povezanosti s
lezijama sive tvari) znacajno vec¢a u F+ slu€ajeva u usporedbi s F- i kontrolnim slu¢ajevima.
Nadalje, kvantifikacija CD3* i CD20* perivaskularnih infiltrata unutar lezija bijele tvari i
NAWM-a pokazuje povecanu limfocitnu infiltraciju u F+ naspram F- slu¢ajeva sa SPMS. U
subpijalnoj sivoj tvari normalnog izgleda i sivoj tvari u kojoj se nalaze lezije uo€ena je
povecéana gustoéa parenhimalne CD68* mikroglije u F+ skupine u usporedbi s kontrolnom i
F- skupinom. U F+ kohorti relativna incidencija agregata sli¢nih folikulima u zna&ajnoj je
korelaciji s gustocom ukupnih meningealnih infiltrata (CD3*, CD20* i CD68* stanica; r = 0.6) i
s gusto¢om CD68" makrofaga u meningeama (r = 0.8). Takoder, nadena je umjereno
pozitivna korelacija izmedu ukupnog meningealnog infiltrata i broja parenhimalne CD68*
mikroglije te ukupnog meningealnog infiltrata i opsega demijelinizacije sive tvari u 16
slu¢ajeva u kojih su bile dostupne cjelovite koronalne makrosekcije. Prisutnost aktiviranih
CD68* stanica u parenhimu blisko povezanom s upalnim zariStama u meningealnim
ovojnicama ilustrira topografski odnos upalnih stanica ¢esto viden u ova dva odjeljka,
odnosno povezanost meningealne i prilezeée parenhimalne upale. U prijasnjim je studijama
opisana povezanost struktura nalik limfoidnim folikulima s ranijim poCetkom bolesti te ranijim
smrtnim ishodom bolesnika. U F+ skupini neuropatoloskim se testiranjem ucestalije detektira

aktivna upala u trenutku smrti (temeljem nalaza ranih aktivnih lezija u bijeloj tvari) u

13



usporedbi sa slu€ajevima stabilne aktivnosti bolesti (umjerena upala i inaktivne lezije).
Rezultati ove studije pokazuju da upala meningealnih ovojnica, nevezano za organizaciju u
strukture nalik na limfoidne folikule, pridonosi kortikalnoj patologiji i opéenito progresiji
bolesti. Tako je veci stupanj upale povezan s progresijom bolesti u mladoj dobi, osobito
progresijom ranih stadija bolesti. Osim toga, u F+ skupini nadeno je krace trajanje bolesti
(22.2 £ 1.1 g., nasuprot 29.5 + 1.3 g. F- skupine), kraéi period potreban od nastupa bolesti do
konverzije u SPMS (8.8 £ 1.0 godina, nasuprot 12.7 £ 1.2 godina u F- uzorcima) te krace
trajanje progresivne faze, odnosno perioda od sekundarne progresije do smrti (13.0 + 0.9
godina, nasuprot 16.9 + 1.0 godina u F- SPMS). Vise je studija pokazalo da upalom
zahvacene meningealne ovojnice igraju vaznu ulogu u patoloSkim procesima koji zahvacaju
sivu tvar korteksa u progresivnim stadijima MS-a. Ektopi¢ne B-stani¢ne strukture sli¢ne
folikulima nadene su u 40% uzoraka SPMS-a, a kada se nalaze u subarahnoidalnom
prostoru povezane su s ve¢om globalnom meningealnom upalom i veéim patoloskim
zahvacanjem sive tvari. Rezultati studije sugeriraju da prisutnost limfoidnih nakupina upucuje
na vecu zahvacéenost meningealnih ovojnica upalom koja je vjerojatno jedan od etioloSkih
Cimbenika globalno povecane kortikalne demijelinizacije te smanjenog vremena do nastupa

znacajne invalidnosti. [16]

Druga je studija obuhvatila 181 mozdani tkivni blok prikupljenih postmortalno od 44 bolesnika
koji su bolovali od SPMS-a. U 26 slu€ajeva nadeni su B-stanicni folikuli te im je pridodana
oznaka F+, dok je preostalih 18 oznageno kao F-, odnosno bez prisutnih meningealnih
folikula na pregledanim presjecima. CD20" stanice pobrojane su u 17 sekcija, CD8" u 11
sekcija, a Ig* stanice u 8 sekcija u perivaskularnim prostorima, a rezultati su prikazani kao
postotak imuno-obojenih stanica od ukupne populacije stanica nadene u perivaskularnome
prostoru. U F+ slu€ajeva €eS¢i je bio nalaz imunolo$ki aktivnih lezija u bijeloj tvari, imunoloski
aktivnih i kroni¢nih aktivnih kortikalnih lezija, a od klini¢kih parametara bolest je nastupila u
ranijoj dobi, a ovisnost o invalidskim kolicima i smrtni ishod bio je ranije u tijeku bolesti. Medu
26 F+ slu€ajeva, 42% (11 slu€ajeva) ih je imalo i subpijalne kortikalne lezije koje sadrze gusti
perivaskularni infiltrat imunolo$kih stanica, za razliku od F- uzoraka u kojih nije nadeno niti
jedne infiltrirane kortikalne lezije. U podskupini F+ uzoraka znacajno je bio ¢esci i nalaz
kroni¢nih aktivnih lezija u bijeloj tvari. Sve subpijalne kortikalne lezije s upalnim infiltratom
nalazile su se uz podrucja lokalne ili difuzne meningealne upale u obliku struktura nalik
limfoidnim folikulima. Intrakortikalna je upala uglavhom uklju€ivala manje vene koje dreniraju
vanjske slojeve korteksa ili povrSinske ogranke vena koje dreniraju sve kortikalne slojeve ili
korteks i subkortikalnu bijelu tvar. U svih su intrakortikalnim infiltratima nadene CD3* T-
stanice te gust infiltrat CD8"* T-stanica (preciznije, Cinile su 31.6 + 11.3% perivaskularne

populacije stanica), osobito u najaktivnijim lezijama. Akumulacija je CD20* B-stanica i Ig*
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plazmablasta/plazma stanica takoder bila prominentna u F+ slu¢ajeva (Cinile su 33.2 +
17.6%, odnosno 24.6% * 8.3% perivaskularnog infiltrata). Nalazi meningealnih i
intrakortikalnih imunoloskih infiltrata u postmortalnim uzorcima SPMS slu€ajeva s
prisutno$éu znatne SZS upale, kortikalnim oSte¢enjem i tezim klinikim tijekom, idu u prilog
pretpostavke direktne ukljuCenosti perzistentne upale u egzacerbaciju kortikalne patologije
tijekom progresivne faze bolesti. Posljedi¢no nalazu intrakortikalne infiltracije imunolo$kim
stanicama u 40% sluCajeva F+ uzoraka, a ni u jednom slu€aju s neznatnom meningealnom
upalom, te predominantnog zahvacanja malih vena koje dreniraju Il. i Ill. kortikalni sloj,
direktna je veza meningealne i intrakortikalne upale vjerojatna. Perzistencija intrakortikalne
upale tijekom progresivne faze bolesti mogla bi pomocdi interpretaciji promjena u sivoj tvari
koja je detektabilna naprednim tehnikama MR-a, a snazno korelira s progresijom invalidnosti.
U skladu s upalnom prirodom kortikalnih lezija, pokazano je da natalizumab (NTZ),
monoklonalno protutijelo koje blokira ulazak leukocita u SZS, dovodi do zna&ajnog smanjenja

akumulacije kortikalnih lezija i progresije kortikalne atrofije u RRMS-u. [17]
5.2 Detekcija stanica inficiranih Epstein—Barr virusom

Na temelju dosadas$nijih istrazivanja hipoteza je da bi meningealne strukture nalik limfoidnim
folikulima mogle predstavljati glavno mjesto za EBV perzistenciju u SZS-u u MS-u, $to je
kompatibilno sa seroloSkim nalazima koji upu¢uju na povezanost infekcije EBV-om s MS-om
i jedinstvenom sposobnosc¢u EBV-a da inficirane B-stanice ucini besmrtnima. B-stanice koje
se nakupljaju u mozdanom tkivu oboljelih od MS-a podrzavaju aktivnu infekciju EBV-om.
Smatra se da se perzistencija i reaktivacija EBV-a dogada unutar meningealnog ektopi¢nog
limfoidnog tkiva te da bi CD8"* T-stanicama posredovana reakcija na inficirane B-limfocite

mogla posredno dovesti do oStecenja prilezeceg korteksa. [16]

U istrazivanju, koje je analiziralo postmortalne uzorke mozdanog tkiva oboljelih od SPMS-a,
u 3 je bloka tkiva dvaju bolesnika nadena oCuvana RNA EBV-a, te EBER (engl. Epstein-Barr
encoded RNA)* stanice u tkivu i susjednim upalnom zahva¢enim meningeama. Osim toga,
nadeno je da plazma stanice u perivaskularnom prostoru eksprimiraju EBV rane liticke
proteine (BZLF1, BFRF1). Perivaskularne stanice koje su pokazale imunoreaktivnost za
BZLF1 detektirane su u kortikalnim lezijama infiltriranim upalnim stanicama, ali ne i u
kroni¢nim aktivnim lezijama. Dodatno je u 8 aktivnih lezija naden pozitivitet na jedan ili oba
liticka EBV proteina (antigena), dok sli¢no nije detektirano u dvije kroni¢ne aktivne lezije
obuhvacéene analizom. Osim toga, opaza se konzistentno pojavljivanje CD8* stanica
morfoloski nalik aktiviranim limfoblastima u bliskom kontaktu s Ig* stanicama i BFRF1*
stanicama, kao i granzim B* CD8" stanica u blizini BFRF1* stanica. Dvostruko imunobojanje

na perforin i Ig pokazalo je nakupljanje perforinskih granula polariziranih prema Ig*
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stanicama. Nadalje, CD107a degranulacijski marker detektiran je na povrsini nekih CD8*
stanica u upalnim kortikalnim lezijama i okolnim meningealnim ovojnicama. Ovi nalazi
sugeriraju da bi plazma stanice inficirane litickim EBV-om, koje se nakupljaju u kortikalnim
lezijama u MS-u, mogle biti ciljne stanice citotoksi¢nog imunoloskog odgovora. Prisutnost
granzima B unutar CD8" stanica i na povrs$ini susjednih EBV inficiranih (BFRF1*) stanica,
polarizacija perforinskih granula prema Ig* stanicama i nalaz CD107 na povrSini CD8*
stanica indirektno sugeriraju aktivan nadzor imunolo$kog sustava nad EBV-om u upalnim
kortikalnim lezijama. Sveukupno, sli¢ni nalazi u aktivnim lezijama bijele tvari i meningealnim
ovojnicama i opazanja u ovoj studiji upucuju na to da reaktivacija EBV-a i posljedicni
antivirusni citotoksicni odgovor mogu pokrenuti akutni upalni odgovor u sva tri cerebralna
odjeljka, odnosno u bijeloj tvari, sivoj tvari te meningeama. Konacéno, potvrda Sirenja aktivne
EBV infekcije B-stanicama SZS-om i reaktivacija u plazma stanicama, dodatno upuc¢uje na
mogucu uzro¢nu povezanost izmedu povecanog imunoloskog odgovora na EBV i upalnu
prirodu SZS patologije u MS-u. Medutim, uloga virusa u patogenezi bolesti i infekcija B-

stanica virusom u meningealnim i perivaskularnim infiltratima ostaje sporna. [16][17]
6. Poremecaji periferne tolerancije B-stanica

Gubitak specificne imunolo$ke nereaktivnosti na odredeni antigen ili antigene osnova je
razvoja autoimunih bolesti. Rano u bolesti dolazi do smanjene ekspresije faktora inhibicije
migracije makrofaga (MIF) Sto korelira sa smanjenom CD74, ali pove¢anom ekspresijom
CXCR4 receptora, Sto dovodi do poremecaja sazrijevanja B-stanica te njihova zaostajanja u
ranijim diferencijacijskim stadijima. S prekomjernom ekspresijom CXCR4 dolazi do smanjene
ekspresije Fas-a, vaznog medijatora apoptoze, nuznoga za uklanjanje autoreaktivnih imunih
stanica, §to dalje omogucuje naivnim B-stanicama izbjegavanje tolerancije na autoantigene.
Razina MIF-a, koja korelira s tezinom i progresijom bolesti, nadena je pove¢anom u
progresivnom obliku bolesti. Primjena ibudilasta, inhibitora MIF-a i fosfodiesteraza, pokazala
je nesto sporiju progresiju mozdane atrofije u bolesnika koji su primali lijek u usporedbi s
placebom. Delecija klona, anergija klona i imunolodko zanemarivanje su mehanizmi
tolerancije neophodni za uklanjanje autoreaktivnih klonova B-stanica.

Transkripcijski faktor c-ets-1 ukljucen je u indukciju imunolo$kog zanemarivanja i periferne
anergije limfocita B, odnosno ima srediSnju ulogu u inhibiciji diferencijacije anergi¢nih B-
stanica u stanice koje stvaraju autoantijela. Russell i suradnici istraZivali su ucinke
nedostatka c-ets-1 na procese imunotolerancije i ustanovili da unato¢ odrzanoj centralnoj
klonalnoj deleciji, B-stanice nisu uspjele postici toleranciju perifernim mehanizmima
imunoloSkog zanemarivanja i anergije. Defekti u apoptozi posredovanoj aberantnim Fas-
FasL specificnim B-stani¢nim interakcijama dovode do nekontrolirane produkcije

autoantitijela Sto oznacuje vaznost uloge Fas molekule u odrzavanju tolerancije. [7]
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7. B-stanice u eksperimentalnom modelu autoimunosnog encefalomijelitisa

B-stanice razvoju autoimunosti mogu pridonijeti sekrecijom autoantijela, transportom
autoantigena od tkiva do sekundarnih limfoidnih organa, prezentacijom autoantigena T-
stanicama i sekrecijom citokina koji podrzavaju upalni milje. Klasi¢ni eksperimentalni model
EAE ima ogranienu vrijednosti s obzirom na umjetne metode indukcije (adjuvantna
imunizacija, prijenos stanica imunosnoga sustava). Alternativno, izradena su dva
transgeni¢na animalna, misja modela koja spontano razvijaju autoimunosni encefalomijelitis
baziran na medudjelovanju autoimunih T i B-stanica. Misji model optikospinalnog
encefalomijelitisa (OSE) dvostuko transgeni¢an C57BL/6 s T-stani¢nim receptorom na T-
stanicama usmjerenim na MOG i B-stanicama s ,knocked-in“ teSkim lancem specifi¢nim za
MOG. Incidencija autoimunosnog encefalomijelitisa u ovoga je modela iznosila oko 60%, a
lezije su bile isklju€ivo ograni¢ene na opticki zivac i kraljezniénu mozdinu, s poStednom
mozdanog tkiva. Suprotno, drugi je misji model (RR mi$) trangeni¢ni SJL/J mi§ s MOG
reaktivnim transgeni¢nim TCR-om eksprimiranim na vise od 70% CD4* T-stanica rezultirao
razvojem relapsno-remitirajuc¢eg autoimunosnog encefalomijelitisa u priblizno 100%
sluCajeva. U oba modela razvoj je bolesti znaCajno ovisio o intaktnoj crijevnoj mikrobioti.
Animalni modeli Cija crijeva nisu bila kolonizirana bakterijama nisu razvili EAE, no kada bi ih
kolonizirali fekalnim uzorcima bolest bi se ubrzo pojavila. B-stanice u oba modela imaju
znacaju ulogu. U OSE modelu, internaliziraju topljivi MOG antigen (prisutan i manjoj
koncentraciji), obraduju ga i prezentiraju srodnim T-stanicama, amplificirajuci tako proces
autoimunog odgovora. Nasuprot tome, u RR misjeg modela uloga je B-stanica koncentrirana
na proizvodnju demijelinizirajucih autoantitijela. Ovo je opazanje znac¢ajno buduci da u ovog
modela nije manipulirano B-staniénim repertoarom, a ipak se od 4. tjedna pojavljuju anti-
MOG protutijela u plazmi koja prepoznaju konformacijske MOG epitope na povrsini mijelina,
a kad ih se transferira u miSeve s blagim, nedemijeliniziraju¢im lezijama stvaraju velike
konfluentne lezije s izrazitom destrukcijom mijelina, kreirajuéi patoloski uzorak koji nalikuje
plakovima koje nalazimo u MS-u. B-stanice klju¢ne su u patogenetskoj osnovi buducéi da
miSevi u kojih su B-stanice odstranjene nisu razvili EAE. Regrutacija MOG reaktivnih B-
stanica ovisi o dostupnosti MOG-a: u MOG-knockout miSeva s potpunom ekspresijom RR T-
stani¢nog receptora nece doci do stvaranja anti-MOG protutijela. Dodatno, stvaranje
protutijela ovisi o mikrobioti: u RR miSeva koji nisu kolonizirani bakterijama neée se formirati
anti-MOG autoantitijela niti ¢e do¢i do razvoja EAE. Za razliku od klasi€énog modela, u
prethodno opisanih eksperimentalnih modela encefalomijelitis se razvija spontano sto
omogucuje istrazivanje pocetnih stadija autoimune bolesti, a to uklju€uje interakciju crijevne
mikrobiote s autoimunim T i B-stani¢nim klonovima u stanju mirovanja te genetske faktore

koji sudjeluju u regulaciji tih procesa. [10] S druge strane, pokazano je da prisutnost
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proinflamatornih citokina u subarahnoidalnom prostoru u MOG-induciranom EAE moze

dovesti do meningealne inflamacije i ekstenzivne subpijalne demijelinizacije. [16]
8. Monoklonska protutijela

Protutijela (imunoglobulini) su heterodimerni glikoproteini sastavljeni od dvaju teskih i dvaju

lakih (polipeptidnih) lanaca, povezanih disulfidnim vezama u razini spojnice (Slika 3).
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Slika 3. Temeljna ¢etverolané¢ana struktura protutijela (preuzeto i prilagodeno iz [19])

Proizvod su zavr$nih diferencijacijskih stadija B-limfocita, odnosno plazma stanica.
Funkcionalno se molekulu moZe razdvojiti u dvije domene — varijabilnu, koja prepoznaje
antigene i konstantnu, koja obavlja efektorske funkcije neovisne o specificnosti, poput
aktivacije komplementa ili vezanja za Fc receptore. Varijabilne se domene kreiraju
posredovanjem kompleksnih sljedova pregradnje gena, nakon ¢ega su podloZni nastanku
somatskih hipermutacija, a nakon ekspozicije antigenima, kako bi se ostvarilo afinitetno
sazrijevanje. Svaka se varijabilna regija moze podijeliti u tri hipervarijabilne regije (CDR) i
Cetiri relativno konstantna odsje€aka osnovnog kostura (FR). Varijabilna regija, odnosno
regija koja odreduje komplementarnost (CDR), sastoji se od tri hipervarijabilne regije teSkog
lanca i tri hipervarijabilne regije lakog lanca koji odreduju konfiguraciju antigenskog veznog
mjesta. Pet je osnovnih razreda imunoglobulina: IgG, IgA, IgD, IgE i IgM, a medusobno se
razlikuju u teSkom lancu. IgG se dalje dijeli u 4 podklase razlicitih bioloskih svojstava: IgG1,
IgG2, IgG3 i IgG4; IgA se sli¢no dijeli na IgA1 i IgA2. Promjena konstantne domene teskog

lanca dopusta alteraciju efektorske funkcije, a istodobno zadrzava antigensku specifi¢nost.
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Od svih izotipova, IgG i njegovi derivati tvore okvir za razvoj terapijskih protutijela. [19][20]
Monoklonska protutijela su proizvod jednoga klona B-limfocita. [21] Homogeni su preparat
protutijela (monovalentna protutijela) identi¢nih proteinskih sekvenci, stoga i jednakog
antigenskog veznog mjesta (vezu isti epitop) i s jedinstvenim afinitetom, interakcijama i
bioloSkim u€incima. Tako se razlikuju od poliklonskih antitijela, koja su heterogenih
proteinskih sekvenca i prepoznaju razliCite epitope antigena ili ¢ak razliite antigene, a
secerniraju ih plazma stanice razliCitih stanicnih linija. In vivo, izlaganje antigenu dovodi do
stimulacije, heterogenosti i propagacije velikog broja genetski razli€itinh B-stanica, odnosno
imunoloski je odgovor na antigen poliklonskoga karaktera. [22][23] Osnovna metoda u
proizvodnji monoklonskih protutijela koristi kultivirane stanice, primjerice stanice ovarija
kineskog hrcka. Metoda proizvodnje hibridoma stanica koje stvaraju protutijela zeljene
specificnosti zasniva se na fuziji limfocita B i tumorskih (mijelomskih) stanica, $to rezultira
veéom specificnoSéu za antigen i viSestrukom ucinkovito$¢u, odnosno vecim afinitetom i
mogucnoS¢u primjene manje koli¢ine protutijela, Cime se umanjuje vjerojatnost razvoja

serumske bolesti ili drugih nezeljenih reakcija na lijek. [24]
8.1 Vrste monoklonskih protutijela

Izvorno, monoklonska protutijela potje€u od nehumanih vrsta (primjerice misa ili Stakora), a
do odredenoga se stupnja mogu 'humanizirati' inzenjeringom, odnosno supstitucijom
razliCitog broja aminokiselina &ime se postize veza sliCnost s humanim sekvencama. U tu se
svrhu koristi rekombinantna DNA tehnologija. U pravilu, §to je monoklonsko protutijelo
sli¢nije sekvencama izvedenih od Covjeka, manje je vjerojatno da ¢e izazvati imunosne
reakcije nakon primjene. Potencijalne nezeljene reakcije imunogenosti uklju€uju infuzijske
reakcije, smanjenu efikasnost lijeka i razvoj protutijela na lijek, medutim njihovu je pojavu
teSko predvidjeti. [22] Poznate su Cetiri vrste monoklonskih protutijela koja se upotrebljavaju

u terapijske svrhe (Slika 4).
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Slika 4. Tri generacije terapijskih protutijela (preuzeto i prilagodeno iz [19])

Prva upotrebljavana monoklonska protutijela bila su misja (nastavak —-momab), 100% misjeg
porijekla, a proizvedena su tehnologijom hibridoma stanica. Brzo je primijeceno da lako
izazivaju stvaranje neutralizacijskih humanih anti-misjih protutijela, sto ih €ini neefikasnima i
ograni¢ava njihovu daljnju primjenu. Druga generacija, kimerna protutijela (nastavak —
ksimab, npr. rituksimab, ublituksimab) sastoje se od konstante humane i varijabilne misje
regije (oko 60 — 70% sekvence je sliéno humanim protutijelima). Specificnost za antigen
jednaka je misjim protutijelima, medutim zbog humanog Fc-fragmenta imaju dulji poluvijek i
efektorske funkcije sli¢ne humanim protutijelima. Medutim, i ova protutijela induciraju razvoj
anti-kimernih protutijela. Humanizirana protutijela (nastavak —zumab, npr. okrelizumab)
sastavljena su od znacajnog dijela humane sekvence (oko 90 — 95%), osim regije koja
odreduje komplementarnost (CDR) koja je misjeg podrijetla. S primjenom ovih protutijela
biliezi se znatan pad incidencijske stope protutijela na lijek. Napredovanjem molekularno-
bioloskih tehnika, a kako bi se postigla gotovo potpuna biokompatibilnost, razvijena su
potpuno humanizirana (humana) protutijela (nastavak —mumab, npr. ofatumumab), u gotovo

100% sekvenci nalik ljudskim protutijelima. [19]
9. Anti-CD20 monoklonska protutijela

Deplecija B-stanica posredovana je anti-CD20 monoklonskim protutijelima. CD20 molekula
je transmembranski ionski kanalni fosfoprotein eksprimiran na pre-B-stanicama, nezrelim,
zrelim, memorijskim B-stanicama te u manjoj mjeri na ranim plazmablastima, no ne i na
limfoidnim mati¢nim stanicama, pro-B stanicama, kasnim plazmablastima i plazma
stanicama. [12] Dodatno, CD20 je eksprimiran i na podskupini T-stanica, no u manjoj koli€ini.
Na povrsini stanice oblikuje tetramere povezane s lipidnim strukturama te se smatra da je

uklju€en u otpustanje kalcijevih iona iz intracelularnih skladista (endoplazmatskog
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retikuluma) tijekom aktivacije B-stanica, odnosno vezanja B-stani¢nog receptora na odredeni
antigen. Biomarker za pracenje direktnih uc€inaka anti-CD20 monoklonalnih protutijela je
molekula CD19, a ne CD20, buduc¢i da CD20-antitijela interferiraju s CD20* stanicama na
analizi proto€nom citometrijom. CD19 molekula eksprimirana je na Sirem spektru B-stani¢ne
linije, uz stanice koje eksprimiraju CD20 uklju€uje i pro-B stanice i kasne plazmablaste.
Deplecija B-stanica ovisna je o dozi i nastaje unutar nekoliko sati od pocetka infuzije terapije,
s najnizim vrijednostima otprilike 8 tjedana nakon infuzije. Razine B-stanica nemjerljive su i
nekoliko mjeseci nakon pocetka lijeCenja, Sto ovisi o dozi i karakteristikama primjenjenog
monoklonskog protutijela. Bez ponovne infuzije, deplecija moze perzistirati i do 20 mjeseci
(moguce i dulje). Nakon deplecije, dolazi do rekonstitucije naivnih i nezrelih B-stanica, dok su
memorijske suprimirane i koncentracija im ostaje niska minimalno 1 — 2 godine. Tako razina
proinflamatornih citokina pada, a protuupalnih koje lu¢e regulatorne B-stanice raste. Osim
toga, biljezi se smanjena proliferacija CD4" i CD8" T-stanica i proizvodnja proinflamatornih

citokina uz povecan broj regulatornih T-stanica. [2][12][13]
9.1 Mehanizmi djelovanja anti-CD20 monoklonskih protutijela

Osnova farmakoloskog djelovanja protutijela je specifi¢na interakcija, odnosno vezanje
paratopa za antigensku determinantu. [19] Regrutacija imunih medijatora se obi¢no odvija
putem interakcija s Fc-ulomkom monoklonalnoga protutijela. [22]

Cetiri su pretpostavljena mehanizma djelovanja ovih protutijela, a ukljuéuju citotoksiénost
ovisnu o komplementu (CDC), citotoksi¢nost ovisnu o protutijelima (ADCC), unistenje ciljnih
stanica putem aktivacije fagocitnog sustava (ADCP) i apoptozu. Sustav komplementa vazan
je dio prirodene imunosti, a sastavljen je od enzimskih komponenata koje tvore kaskadu tako
da svaka djeluje kao katalizator sljedece. CDC zapocinje vezanjem komplementske
komponente klasi¢nog puta, C1q, za Fc-regiju protutijela. Nakon vezanja za imuni kompleks,
C1q prolazi konformacijsku promjenu rezultirajuéi aktiviranim kompleksom i zapocinje
kaskadu reakcija koja ukljuuje ostale komponente sustava komplementa, C2 — C9, i
nekolicinu drugih faktora, a zavrSava stvaranjem kompleksa koji napada membranu,
kona¢no dovodeci do osmotskog raspada i lize ciljne stanice. RTX, a djelomice i
ofatumumab (anti-CD20 monoklonsko protutijelo novije generacije) svoje u€inke prominentno
ostvaruju ovim putem. [2][19] ADCC je mehanizam stanicama posredovane imunosti, kojim
efektorske stanice imunosnog sustava aktivno izazivaju lizu ciljne stanice obloZzene
specificnim antitijelima. Zbog ovisnosti o prethodnom djelovanju protutijela, ubraja se u
mehanizme steCene imunosti. Klasi¢no je posredovan NK stanicama, monocitima ili
makrofazima. NK stanice su glavni medijatori ADCC-a. Nakon $to veZu Fc-fragment preko
FcyRIll receptora, otpustaju citokine poput IFN-y i citotoksi€nih granula (perforina, granzima)

koji ulaskom u ciljnu stanicu pokrec¢u apoptozu. [9][19] Tre¢i mehanizam uklju€uje fagocite,

21



stanice u koje se ubrajaju monociti, makrofazi i srodne stanice mononuklearnog fagocitnog
sustava poput mikroglije u mozgu. Na Fc-ulomak protutijela koja oblazu stanice, makrofazi
se vezu svojim FcyRlla receptorom dovodeci do fagocitoze i posljedi¢ne enzimske
razgradnje stanice. [25] Uz prethodno navedene efektorske funkcije, monoklonska protutijela
mogu direktnim djelovanjem izazvati programiranu stani¢nu smrt, odnosno apoptozu.
Apoptoza je karakterizirana degradacijom nuklearne DNA, nuklearnom degeneracijom i
kondenzacijom, te fagocitozom preostale stanice. [2][19]

S obzirom na mehanizam kojim dovode do deplecije B-stanica i karakteristika vezanja za
CD20 molekulu, razlikuju se dva tipa anti-CD20 protutijela. Tip | protutijela nakon vezanja na
CD20 molekulu na povrsini stanice limfocita dovodi do nakupljanja agregata CD20 molekula
u lipidnim strukturama ucinkovito dovodedéi do aktivacije CDC-a. Tip Il protutijela ne dovodi
do kriznog povezivanja CD20 molekula te ne aktivira sustav komplementa. Umjesto toga
inducira programiranu smrt stanica i to u ve¢oj mjeri od protutijela tipa |. Oba tipa protutijela
induciraju ADCC i ADCP. [13]

10. Predstavnici anti-CD20 monoklonskih protutijela

Cetiri su predstavnika anti-CD20 monoklonskih protutijela primijenjena u lijecenju MS-a:
rituksimab, okrelizumab, ofatumumab i ublituksimab. Sva &etiri pripadaju protutijelima tipa | i
liiekovima koji modificiraju tijek bolesti. Primjena ove terapije dovela je do usporenja
progresije bolesti, smanjenja aktivnosti i stope relapsa bolesti. Osim na B-stanice ostvaruju
djelovanje i na CD20* T-stanice, $to parcijalno objasnjava smanjenje upalne aktivnosti.
Dodatno, deplecijska B-stani¢na terapija povecéava broj regulatornih T-stanica i smanjuje
aktivnost T-stanica s obzirom na smanjeni broj antigen-prezentirajuc¢ih B-stanica nakon
primjenjenog lijecenja. Svi navedeni lijekovi ispitivani su u RRMS-u dok je okrelizumab prvi
lijek odobren u terapiji PPMS-a. [7][13]
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Tablica 1 - Pregled anti-CD20 monoklonskih protutijela (modificirano prema [13])

Protutijelo Molekularna struktura Poluvijek 14z (dani)  Efektorski mehanizam Klinicke studije
cDC ADCC
Rituksimab Kimerno IgG' 2B AT=TIH)" ++ ++ RRMS HERMES faza Il
PPMS OLYMPUS faza Il
Okrelizumab Humanizimo lgG 26 + +++ RRMS faza Il

RRMS OPERA I+l faza IlI

PPMS ORATORIO faza Il
Ofatumumab Humano IgG 14 (2.3-61.5)" ++4 ++ RRMS faza Il

RRMS MIRROR faza Il

RRMS ASCLEPIOS I+l faza li
Ublituksimab Kimernao lgG1 (niski sadrzaj fukoze) - + ++++ RRMS faza Il

RRMS faza Il (u tijeku)

ADCC citotoksicnost ovisna o protutijelima, COC citotoksi¢nost ovisna o komplementu, /g imunoglobulin, PPAMS primarmo-progresivna multipla
skleroza, RRMS relapsno-remitirajuéa multipla skleroza, * preuzeto iz studije koja je razvijala lijek za lijeéenje reumatoidnog artritisa, “kroniéne

limfocitne leukemije

10.1 Rituksimab (RTX)

RTX je kimerno IgG1 anti-CD20 protutijelo i prototip je monoklonskog protutijela tipa I.
Uglavnom aktivira CDC, a u manjoj mjeri i ADCC. [13] Lijek je inicijalno evaluiran u open-
label studiji faze | na 26 bolesnika s RRMS-om $to je ukljucivalo primjenu dvije infuzije od 1
grama u razmaku od 2 tjedna (1. i 15. dan) na pocetku studije te ponovljenu primjenu nakon
24 tjedana s ukupnim pracenjem od 72 tjedna. [26] U viSe od polovice oboljelih (65.4%) prvi
je ciklus bio praéen nezeljenim reakcijama na infuziju lijeka, dok je u drugom zabiljezen
znacajno maniji broj reakcija (8%). Nezeljeni ucinci manifestirali su se kao blagi do umjereni u
77% ispitanika, a rijede u obliku teZzeg umora, glavobolje ili miSi¢ne slabosti. Broj je godiSnje
stope relapsa smanjen s 1.27 iz prethodne godina na 0.18 u 72. tjednu od pocetka lijecenja,
dok je vecina bolesnika (80.8%) ostala u remisiji. Istodobno je doslo i do smanjenja broja
gadolinijem pojacanih (Gd+) lezija. Prije poCetka primjene lijeka srednji broj Gd+ lezija po
bolesniku iznosio je 1.31, dok je Cetiri tiedna nakon zapocetog lijeCenja taj broj iznosio 0.73,
nakon 48 tjedana 0.05, a nakon 72 tjedna 0.0. Takoder je zabiljezeno smanjnje broja lezija
na T2 mjernim snimkama s 0.92 (4 tjedna nakon primljene infuzije) na 0.0 nakon 72 tjedana.
[13][27]

Zatim je, u dvostruko-slijepoj, placebom kontroliranoj randomiziranoj (HERMES) studiji,
provedena faza Il klinickog ispitivanja Ciji je cilj bio evaluirati u€inkovitost i sigurnost lijeka
tijekom 48 tjedana. Studija je ukljucila 104 bolesnika s RRMS-om, od kojih je nakon
randomizacije 69 bolesnika primilo 1 gram RTX-a 1. i 15. dan. Usporedbom s placebom
biljezi se relativno smanjenje (kumulativhoga broja) Gd+ lezija za 91% (u 12., 16., 20. i 24.
tjednu) te smanjenje stope relapsa od 58% u 24. tjednu i 50% u 48. tjednu. Potpuni u€inak
RTX-a na prevenciju nastanka novih lezija opaZa se unutar 12 tjedana od prve primijenjene

doze, §to je znatno ranije od vremena koje bi bilo potrebno za primjetnu depleciju patogenih
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antitijela. Takav nalaz ponovno upucuje na posredovanje B-stani¢ne funkcije neovisne o
protutijelima u patofiziologiji MS-a. Dodatno, smanjenje volumena lezija na T2 mjernim
snimkama nakon 36 tjedana bilo je vece u bolesnika koji su primali RTX u usporedbi s
placebom. Reakcije na infuziju mogu nastupiti unutar 24 sata od infuzije. Reakcije gradusa 1
ili 2 CeSce su prijavljene u bolesnika koji su primali RTX, preciznije u 92.6% bolesnika u
usporedbi s 40% u placebo skupini. Takoder, uCestalije su i teze reakcije (gradusa 3) u
bolesnika koji su primali RTX (7.4%), a manifestiraju se kao vrucica, groznica i hipotenzija,
odnosno kao simptomi konzistentni sa sindromom otpustanja citokina tijekom lize B-stanica.
Medutim, isto se ne prati nakon druge infuzije kada incidencija reakcija na infuziju RTX-a nije
presla onu u placebo skupini. U otprilike Eetvrtine bolesnika do 48. tjedna detektiran je razvoj
anti-kimernih protutijela na RTX, koji nije koreliralo s incidencijom reakcija na infuziju.
[2][13][28]

Druga dvostruko-slijepa placebom kontrolirana, multicentricna (OLYMPUS) studija u fazu
II/1ll ispitivanja ukljucila je 439 bolesnika s PPMS-om randomiziranih u omjeru 2:1 na
primanje ponavljanih infuzija RTX-a (dvije infuzije u razmaku od 2 tjedna 1 grama RTX-a) ili
placeba svaka 24 tjedna kroz 96 tjedana, koji su zatim praceni kroz 122 tjedna. Studija nije
pokazala zna€ajno smanjenje progresije bolesti. Medutim, u podskupini bolesnika mladih od
51 godine, a osobito u kojih su detektirane aktivne inflamatorne lezije, pronadeno je
usporenje progresije bolesti i smanjenje Gd+ lezija u prethodno spomenutom razdoblju,
dovodeci tako do zakljuCka da bi terapija mogla biti u€inkovita u mladih bolesnika oboljelih od
PPMS-a s aktivnom boleS¢u, odnosno s Gd+ lezijama na T1 mjernim snimkama. U bolesnika
koji su primali RTX oCekivano se ¢esce biljeze reakcije na infuziju lijeka, uglavhom blagog do
umjerenog karaktera i nakon prve primljene doze lijeka. Teze nuspojave prijavljivane su
nesto ¢esce u RTX skupini, 16.4% u usporedbi s 13.6% bolesnika na placebu, dok je
obolijevanje od tezih infekcija bilo izrazenije u bolesnika koji su primali RTX (4.5%) u
usporedbi s placebom (< 1%); stope su slicne zapazenima u HERMES studiji. U Cetvrtine
bolesnika lijeCenih RTX-om detektirana su protutijela na dani lijek nesto viSe od 11 mjeseci
nakon pocetka lije€enja, no nije nadeno povezanosti s nuspojavama ili utjecaja na
ucinkovitost primljene terapije. U Svedskoj kohorti veéi je bio postotak bolesnika s razvojem
protutijela na dani lijek, to€nije 37% bolesnika s RRMS-om te 26% s PPMS-om. Medutim,
primijecen je pad titra istih protutijela s ponavljanim infuzijama RTX-a. Postojanje protutijela
na dani lijek povezano je s nepotpunom deplecijom B-stanica, no samo je u Cetiri bolesnika
od cijele kohorte od 339 bolesnika prekinuto lijecenje, a kako je prethodno navedeno, nije
nadeno povezanosti titra protutijela s uestalosti nuspojava ili reakcija na infuziju lijeka.
[2][13]

Jedna manja MR studija faze Il ukljucila je 30 bolesnika s RRMS-om koji su imali relaps

bolesti, odnosno minimalno jednu novu Gd+ leziju na T1 mjernoj snimci i novi relaps unutar
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mijenjaju tijek bolesti, poput interferona-B1a/b (IFN-B1a/b) ili glatiramer acetata (GA).

Cilj studije bila je evaluacija sigurnosti, u€inkovitosti i podnoSenja RTX-a u kombinaciji s
postoje¢om terapijom u dozi od 375 mg/m?intravenski (iv.) 4 puta tjedno. S obzirom na
radiolo$ku aktivnost bolesti, 74% snimaka MR-a nakon primijenjene terapije bilo je bez
vidljivih Gd+ lezija u usporedbi s 26% istih na po€etku studije. Kombinacija RTX-a i
standardnih lijekova koji modificiraju bolest uglavhom se dobro podnosi, s malo zabiljezenih
nuspojava. [2] Nadalje, ekstenzivna retrospektivha multicentricna studija koja je ukljucila
veliku kohortu 8vedskih bolesnika, 822 bolesnika praéenih otprilike 22 mjeseca, od kojih 557
s RRMS-om, 198 s SSPM-om te 67 s PPMS-om, primala je RTX ,off-label”. Rezultati studije,
u skladu s randomiziranim klini¢kim studijama, sugeriraju sigurnost i efikasnost RTX-a u
terapiji MS-a barem 2 godine od zadnje infuzije lijeka. Studija je pokazala nisku godi$nju
stopu relapsa tijekom lije€enja (redom 0.044, 0.038 i 0.015), no bez kontrolne skupine ovi
rezultati samo upucuju na ucinkovitost RTX-a. Broj Gd+ lezija znatno se smanjio otprilike 3
mjeseca nakon pocetka lijeCenja na 0.054 po MR snimku, odnosno lezije su bile prisutne na
2.2% svih MR snimaka u usporedbi s 26.2% bolesnika koji su imali lezije prije poCetka
liie€enja kada je broj lezija po MR snimku prosje¢no iznosio 0.8 [SD, 2.3]). Ocjenjeno stanje
EDSS-om u periodu prac¢enja bilo je nepromijenjeno ili se povecalo za 0.5 1 bod u
sekundarno, odnosno primarno progresivnom obliku bolesti. [13][29]

Jos je jedna Svedska studija pokazala visoku efikasnost RTX-a kao prve linije terapije, te
niZu stopu aktivnosti bolesti u usporedbi s bolesnicima koji su koristili injekcijki oblik terapije
ili dimetil fumarat (DMF), kao i nizu stopu prestanka lije¢enja u usporedbi s ostalim oblicima,
uklju€ujuci fingolimod (FNG) i NTZ. Manja retrospektivna studija iz SAD-a koja je ukljucila
bolesnike koji su lije€eni RTX-om minimalno 1 godinu izmedu 2005. i 2016. godine u kohorti
bolesnika s RRMS-om pokazala je nisku godiSnju stopu relapsa (0.005), dok je 87% (20
bolesnika) bilo klini¢ki stabilno pod terapijom na kraju studije. [13][30]

Jo$ jedna Svedska studija ukljucila je 75 bolesnika s klini¢ki stabilnim RRMS-om ¢ija je
terapija GA-om ili IFN-B-om zamijenjena RTX-om, a nakon ¢ega se broj Gd+ lezija s 0.37
smanijio na 0.003 po pojedinom bolesniku. S druge strane, nedostatna ucinkovitost RTX-a u
terapiji PPMS-a pripisivala se niskim koncentracijama lijeka u CSF-u nakon iv. primjene,
nedovoljnima da utje¢u na kompartmentaliziranu upalu SZS-a za koju se vjeruje da je u
podlozi progresivne MS. [13] Stoga je dvostruko slijepa RIVITALISE studija ispitala u€inak iv.
i intratekalne kombinacije RTX-a u usporedbi s placebom. lako je intratekalna injekcija RTX-
a dovela do potpune deplecije B-stanica u CSF-u, taj je u€inak potrajao tek 3 mjeseca. Osim
toga, rezultirala je nepotpunom deplecijom B-stanica u tkivu SZS-a, bez deplecije T-stanica
ili promjene u koncentraciji NFL-a. Smanjenoj efikasnosti RTX-a u SZS-u doprinijele su

nepostizanje adekvatne koncentracije u CSF-u, parcijalna djelotvornost putem ADCC-a,
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nedostatak liticke komponente komplementa s manjkavom citotoksiénos$¢u ovisnom o
komplementu i manjak citotoksi¢nih CD56" NK stanica. lako je u konacnici obustavljena,
studija je dodatno potvrdila teZinu prodiranja lijeka u upalom zahvaéene meningealne
ovojnice i SZS. Razvoj RTX-a u svrhu lije¢enja MS-a nikada nije dovrsen, medutim jos se
uvijek koristi ,,off-label”. [12]

10.1.1 Sigurnost i tolerancija

S obzirom na dugotrajni u¢inak na stani¢nu i humoralnu imunost te da se radi o kimernoj
molekuli, RTX ima prili¢éno prihvatljiv sigurnosni profil. Reakcije povezane s primjenom
infuzije Cine najveci postotak nuspojava, a pocinju se javljati otprilike 30 — 120 minuta od
primjene prve infuzije i njihov se broj sa idu¢im ciklusima infuzija smanjuje. Preciznije, biljeze
se reakcije potencijalno povezane s degranulacijom mastocita a uklju¢uju urtikariju,
angioedem, mucninu, groznicu, vruéicu, vrtoglavicu, bol u faringolaringealnom podrudju,
pruritus, osip, crvenilo, bronhospazam, akutni respiratorni distres sindrom (ARDS) i
hipotenziju. Medutim, prijavljeni su izolirani sluajevi pojave Kounisova sindroma
(vazospasticki ili tromboembolijski dogadaji koji kompliciraju anafilaktoidne epizode, a
vjerojatno potaknuti IgE protutijelima specifi€nima za monoklonska protutijela koja induciraju
lokalnu ili sistemsku degranulaciju mastocita) ili sréanih aritmija uslijed citokinskih oluja
povezanih sa sindromom sistemnog upalnog odgovora (SIRS)). lako postoje upozorenja da
tijekom ili nakon provodenja lijec¢enja monoklonskim protutijelima (ovdje naznaceno za RTX)
moze doci do razvoja ozbiljnih bakterijskih, gljivinih ili virusnih infekcija, uglavnom se biljeze
u sliénom postotku kao u kontrolnim skupinama (69.6% nasuprot 71.4% u HERMES studiji te
u viSe od 10% u obje skupine u OLYMPUS studiji). Medu svim prijavljivanim infekcijama,
sinusitis i infekcije mokraénog sustava nesto su bile &e$ée u bolesnika lije¢enih RTX-om. Sto
se tiCe teZih nuspojava koje su zahtijevale lijeCenje, njihova je pojava opazena u 14%
bolesnika lije¢enih RTX u velikoj multicentri¢noj studiji iz tri centra u Svedskoj. Osim toga, u
uputama o lijeku je upozoreno na povecan rizik od razvoja progresivne multifokalne
leukoencefalopatije (PML) uzrokovane infekcijom JC (John Cunningham) virusom, iako
pojava iste nije zabiljezena. Medutim, godi$nja incidencija PML-a u bolesnika s RA-om
lije€enih RTX-om iznosi manje od 1:25000, dok je udio bolesnika u kojih se razvoj bolesti
moze pripisati RTX vjerojatno i manji buduci da su bolesnici bili lije€eni ili su konkomitantno
primali i drugu imunosupresivnu terapiju odnosno bili lije€eni transplantacijom
hematopoetskih mati¢nih stanica. Niti jedan slu¢aj PML-a nije zabiljeZen u velikoj
multicentri¢noj studiji unato€ serumskoj detekciji antitijela na JC virus (seropozitivnost) u
83.6% bolesnika. Medutim, nekoliko bolesnika je u trenutku provodenja studije bilo na terapiji
RTX vise od 24 mjeseci. Osim toga, postoji opasnost od reaktivacije latentne hepatitis B

infekcije, osobito u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom B (HBs-Ag pozitivni) u kojih je taj rizik
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relativno visok s varijabilnim izvjeStajima studija, izmedu 27 i 80%, i bolesnika s preboljenom
HBV infekcijom (HBsAg-negativni/cAb-pozitivni). ProfilaktiCka terapija lamivudinom,
entekavirom ili tenofovirom pokazala se ucinkovitom u smanjenju rizika reaktivacije HBV
infekcije i s time povezanog mortaliteta u HBsAg-pozitivnih bolesnika s visokim rizikom od
reaktivacije. Osim toga, nakon provedene terapije rijetko se opazaju teSke mukokutane
reakcije, poput paraneoplasti¢nog pemfigusa, Stevens-Johnsonova sindroma i toksi¢ne
epidermalne nekrolize. Nadalje, opazeno je pojavljivanje hipogamaglobulinemije (posebno za
IgG i definirane kao koncentracija IgG-a manja od 7 g/L) te se postavlja pitanje relevantnosti
tog nalaza u odredivanju doza i intervala u kojima bi bilo sigurno primjenjivati RTX u lije¢enju
autoimunih poremecaja s obzirom na povecan rizik razvoja ozbiljnih infekcija (definirane
potrebom hospitalizacije i iv. primjene antibiotika). IgM hipogamaglobulinemija se ¢eS¢e
biliezi, no manje je klini¢ki znacajna od IgG hipogamaglobulinemije, a IgA deplecija se rjede
nalazi (I9G 38%, IgM 56%, IgA 18% u kohorti s poremecajima iz NMO-spektra lijeCenih RTX-
om). Hipogamaglobulinemija se nalazi u viSe od "% bolesnika lije€enih srednje dugo do
dugotrajno B-stani¢nom deplecijskom terapijom zbog opti¢kog neuromijelitisa ili poremecaja
iz NMO-spektra, preciznije u 64% slu€ajeva britanske kohorte od 50 bolesnika, 52% u
talijanskoj kohorti koju je €inio 21 bolesnik, bez obzira na to $to plazma stanice koje
secerniraju protutijela nisu primarno mjesto djelovanja anti-CD20 monoklonskih protutijela.
Anti-CD20 monoklonskim protutijelima inducirana hipogamaglobulinemija akumulira se u
uzastopnim ciklusima terapije, s tipicnim vrhuncem nakon nekoliko ciklusa primjene lijeka
(srednijih vrijednosti IgG-a od 4.5 g/l nakon otprilike 3.4 godine primjene RTX-a), a to je
vjerojatno posljedica deplecije CD27* memorijskih B-stanica, plazmablasta te plazma stanica
u kostanoj srzi (zbog nepovoljnog utjecaja na sazrijevanje naivnih B-stanica) ili zbog
povecane vjerojatnosti interakcije T-stanica s APC-om razli¢itim od B-stanica. Nadalje, zbog
navodne povezanosti terapije RTX-om i nastanka malignih bolesti prezentirani su podaci
retrospektivne studije koja je obuhvatila Svedsku kohortu od 6331 ispitanika kojoj je primarni
cilj bio usporediti omjere incidencija bilo kojeg malignog tumora ili malignog tumora dojke u
Zena u lije€enih RTX-om ili drugom terapijom koja modificira tijek bolesti. Omijer rizika
(hazard ratio, HR) nakon provedene analize pokazao je da je rizik razvoja malignog tumora
ukljucujuci i tumor dojke u RTX lije€enih ispitanika usporediv s onim u op¢oj populaciji.
Dodatno, ameri¢ka i Svedska retrospektivna studija ukljucile su otprilike 2700 oboljelih od
MS-a koji su primili prvu infuziju RTX-a izmedu 2011. i 2017. godine (KPRS i COMBAT-MS
kohorte) koje nisu detektirale povezanosti infuzije lijeka i smrtnog ishoda. U obje je studije
zabiljezeno 17 smrtnih slu€ajeva, no niti jedan unutar 2 tjedna od zadnje infuzije RTX-a.
Medutim, kohorte ispitanika bile su relativno nehomogene, s ispitanicima u KPSC studiji koji

su se Cinili podloZnijima razvoju kardiovaskularnih poremecaja. [2][26][31]
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10.1.2 Usporedba s drugim lijekovima koji mijenjaju tijek bolesti

Multicentri¢na, opservacijska studija koja je obuhvatila kohortu od 256 bolesnika s RRMS-om
iz 3 centra u Svedskoj usporedivala je terapiju RTX-om s FNG-om u bolesnika koji su
inicijalno lije€eni NTZ-om te nakon seropozitiviteta na JC virus prebaceni na naveden
liiekove. Opisan je ve¢i omjer uCinkovitosti i tolerabilnosti za RTX, koji je doveo ne samo do
smanjenja broja Gd+ lezija na T1 mjernim snimkama (1% u bolesnika lije¢enih RTX-om
nasuprot 16% u skupini lije¢enih FNG-om) i novih cerebralnih T2 lezija, te klini¢kih relapsa u
usporedbi s FNG-om (relapsi su zabiljeZzeni u 2% bolesnika na terapiji RTX-om, a u 18% na
FNG-u), vec€ je povezan i s manjom pojavom nuspojava (5% u RTX skupini nasuprot 21% u
liieCenih FNG-om) u periodu praéenja od 78 tjedana. Medutim, utjecaj na rizik od razvoja
PML-a nakon prelaska na terapiju RTX-om i utvrdivanje vremena kada bi trebalo prije¢i na

drugi oblik terapije ostaje upitan nakon provodenja ove studije. [13]

Visoko aktivni lijekovi koji modificiraju tijek bolesti poput RTX-a povezani su s poveéanim
rizikom razvoja infekcija u usporedbi sa standardnom injekcijskom terapijom koja modificira
tijek bolesti (IFN-B i GA). Retrospektivna studija koja je ukljucila kohortu svih Svedskih
bolesnika s MS-om koji su zapoceli lije€enje RTX-om (3260 bolesnika) izmedu 2011. i 2016.
godine ukazuje na sli¢an rizik razvoja ozbiljnih infekcija u bolesnika lije¢enih RTX-om (stopa
incidencije je iznosila 19.7/1000 osoba-godina) i bolesnika na terapiji NTZ-om (11.4/1000
osoba-godina) ili FNG-om (14.3/1000 osoba-godina), no povecéan u usporedbi s IFN-B/GA
(8.9/1000 osoba-godina) i opcom populacijom (5.2/1000 osoba-godina). Nasuprot tome,
zabiljezena je znatno vecéa stopa primjene antivirusne terapije za infekciju herpes virusom u
osoba lije¢enih NTZ-om i FNG-om u usporedbi s RTX-om i IFN-B/GA-om, a nakon
prilagodbe za karakteristike bolesnika HR za NTZ iznosio je 1.61, a za FNG 1.70 u usporedbi
s RTX-om. Medutim, nije detektirano fatalnih slu¢ajeva $to se dijelom moze pripisati
koriStenju klini¢kih smjernica za smanjenje rizika povezanih s vari¢elom u terapiji FNG-om
odnosno JC virusom u terapiji NTZ-om. BioloSko objasnjenje za razlike medu FNG-a i NTZ-a
nasuprot RTX-a mogao bi biti stupanj do kojeg odredeni lijek koji modificira tijek bolesti
utjeCe na antivirusni odgovor T-stanica. Nadalje, zabiljezana su dva slu€aja PML-a (jedan u
bolesnika koji je primao FNG i drugi na terapiji RTX-om). U oba slucaja, terapija navedenim
lijekovima tek je zapoc€eta nakon prelaska s lije€enja NTZ-om, &to je konzistentno sa
subklinickom ,carry-over” infekcijom, dijagnosticiranom pri pojavi imunosnog rekontitucijskog
sindroma kada koncentracije NTZ-a padnu ispod praga potrebnog za sprje€avanja migracije
T-stanica preko BBB-a. [32] Druga retrospektivna studija na uzorku od 494 bolesnika s
RRMS-om iz Svedskog registra za MS istiCe da je RTX superiorniji s obzirom na tolerabilnost
(godisnja stopa prestanka uzimanja lijeka za RTX je iznosila 0.03 nasuprot 0.53 za IFN-
B1a/b/GA, 0.32 za DMF, 0.38 za FNG i 0.29 za NTZ) i u€inkovitost u usporedbi sa
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standardnom terapijom koja modificira tijek lijecenja. Zbog kimernog karaktera molekule, rizik
razvoja antitijela na lijek, osobito humanih anti-kimernih protutijela (HACA) je ve¢i u RTX-a
nego u modernijih srodnih predstavnika anti-CD20 skupine monoklonalnih protutijela. Veliko
istraZivanje Svedskog registra za MS detektiralo je antitijela na lijek u serumu 37% od 238
bolesnika s RRMS-om i u 26% od 101 bolesnika s progresivnim oblikom bolesti. Autori
opisuju korelaciju izmedu prisutnosti protutijela na lijek i titra istog s nepotpunom deplecijom
B-stanica. Medutim, unato€ tome $to je vecina bolesnika prekinula terapiju RTX-om tijekom
njihova pracenja, nije nadeno povezanosti izmedu titra protutijela na lijek i kliniCkih ishoda ili
reakcija na infuziju lijeka. Ziva cjepiva kontraindicirana su tijekom terapije RTX, stoga je
cjepiva koja su nuzna (primjerice VZV cjepivo) potrebno primijeniti prije zapoc€injanja terapije
RTX-om. Za bolesnice generativne dobi vazno je istaknuti da je primjena RTX-a tijekom
trudnoce kontraindicirana prema trenutno vazeéim smjernicama te je neophodna primjena
kontracepcije za vrijeme lijeCenja. Trenutno se ne preporucuje trudnoéa unutar 6 — 12

mjeseci od primjene posljednje infuzije rituksimaba RTX-a. [2][33]
10.2. Okrelizumab (OCR)

OCR je za razliku od prethodno opisanog RTX-a, humanizirano IgG1 protutijelo tipa I.
Epitopi koje vezu OCR i RTX preklapaju se na velikoj petlji CD20 molekule. Medutim, zbog
vecéeg afiniteta konstantne (Fc) domene OCR-a za FcyRIIl na NK stanicama, aktivnost se
OCR-a ocituje pojatanom ADCC-om i smanjenom CDC-om u usporedbi s RTX-om. Lijek je
razvijen imajuci na umu smanjenje imunogenosti, odnosno smanjenje incidencije razvoja
protutijela na lijek i reakcija na infuziju lijeka, te ga je 2017. godine odobrila FDA, a pocetkom
2018. godine EMA za lije¢enje relapsno-remitirajuceg (prvo odobreno anti-CD20
monoklonsko protutijelo) i primarno-progresivnog oblika bolesti (prvi opcenito odobren oblik
farmakoterapije).

Ucinkovitost i sigurnost ovog lijeka ispitana je u randomiziranoj, multicentri¢noj, placebom
kontroliranoj studiji faze 2 u 218 bolesnika s RRMS. U studiju uklju€eni ispitanici imali su 18 —
55 g., sa dva ili viSe relapsa unutar prethodne 3 godine i jednim unutar prethodne godine,
EDSS score izmedu 1.0 i 6.0 te dokazanu inflamatornu aktivnost sa Sest ili viSe T2 lezija na
MR-u, ili dva relapsa unutar prethodnih 12 mjeseci. Studija je ukljucila prvu skupinu koja je u
1. ciklusu primila placebo 1. i 15. dan, te nisku dozu (600 mg) OCR-a u dvije doze 1. 15.
dana drugoga ciklusa (24. tjedan), drugu skupinu koja je primila nisku dozu OCR-a u dvije
doze 1. 15. dana 1. ciklusa, te 600 mg 1. dana drugoga ciklusa, dok je tre¢a skupina primila
visoku dozu (2000 mg) iv. OCR-a u dvije doze 1. i 15. dana prvog, te 1000 mg 1. dana
drugog ciklusa. U Cetvrtoj skupini je primijenjen IFN-B-1a u dozi od 30 pg intramuskularno
jednom tjedno uz 600 mg OCR-a u 24. tjednu. Zabiljezeno je zna¢ajno smanjenje Gd+ lezija

na T1 mjernim snimkama u obje skupine koje su primale OCR u usporedbi s placebom (5.5 u
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placebo skupini nasuprot 0.6 u skupini koja je primala 600 mg OCR-a, odnosno 89%
relativnog smanjenja, te 0.2 u bolesnika koji su primali 2000 mg OCR-a, s 96% relativhog
smanjenja). Podupiruci opazanja iz RTX HERMES studije, zna¢ajno smanjenje radioloske
aktivnosti bolesti bilo je vidljivo ve¢ 8 tjedana od primjene prve doze u obje skupine lijeCene
OCR-om. [2][34] Sli¢no je i prosje€an broj novih ili poveéavajucih T2 lezija u 24. tjednu
smanjen u obje skupine koje su primale OCR (0.0) u usporedbi s placebo-skupinom (1.4) i
onima koji su primali IFN-B (1.8). Nije primije¢eno statistiCke razlike u ukupnom volumenu T2
lezija od pocetka ispitivanja do 24. tjedna. Dodatno je smanjena i godiSnja stopa relapsa u
obje skupine koje su uzimale OCR u razdoblju od 24 tjedna (0.13 u bolesnika koji su uzimali
600 mg, 0.17 u bolesnika koiji su lijek primali u dozi od 2000 mg), odnosno zabiljezeno je
relativno smanjenje od 80% i 73% u usporedbi s placebom (0.64) i IFN- skupinom (0.36).
Buduci da nije nadeno znacajne razlike u€inaka dviju doza OCR-a, a uz potencijalni smrtni
ishod induciran dozom od 2000 mg, daljnje studije koristile su nizu doza od 600 mg (300 mg
iv. 1. i 15. dan, praéeno dozom od 600 mg iv. svakih 6 mjeseci). U nastavku klini¢kog
ispitivanja (open-label) utvrdena je minimalna MR aktivnost nakon 144 tjedan te niska
godisnja stopa relapsa u obje skupine koje su uzimale OCR.

U otvorenoj fazi istrazivanja nakon slijepe faze, uz poveéanu ucestalost reakcija povezanih s
infuzijom lijeka s obzirom na placebo skupinu, stope infekcije bile su 6.5% za niske doze te
11.1% za visoke doze OCR-a, a uglavnom se radilo o infekcijama respiratornog i urinarnog
trakta. Lijek se dobro tolerira, s reakcijama nakon prvog ciklusa infuzije lijeka kao naj¢eS¢im
nezeljenim dogadajem. UC&inkovitost i sigurnost lijeka dalje je ispitana u fazi lll dvije
dvostruko-slijepe, randomizirane studije u bolesnika s RRMS-om (OPERA | i OPERA Il
studije) koje su ukljucivale 821 i 835 bolesnika randomiziranih (1:1) na primanje 600 mg
OCR-a iv. (u dozi od 300 mg 1. i 15. dana, pra¢eno sa 600 mg iv. svaka 24 tjedna) ili IFN-(3-
1a 44 ug supkutano (sc.) tri puta tjedno tijekom 96 tjedana. Primarni ishod studije bio je
znacajno smanjenje godisnje stope relapsa (ARR) koja je bila 0.29 u skupini lijecenih IFN-3-
om a u skupini lije€enih OCR-om kroz 96 tjedana iznosila je 0.16 godiSnje. Dodatno je
pokazano smanjenje potvrdene progresije onesposobljenosti (CDP) za 40% u skupini
liieCenih OCR-om nakon 12 i 24 tjedna. Sekundarni ishod je bio potvrdena progresija bolesti
prema EDSS-u tijekom dvanaest tjedana koja je smanjenja za 43% (OPERA|) i za 37%
(OPERA I studija) u bolesnika lije¢enih OCR-om u usporedbi s IFN--1a-om. Zatim, broj
Gd+ lezija na T1 mjernim snimkama nakon 96 tjedana smanjen je za 94% (OPERA 1) i 95%
(OPERA 11), a broj novih ili povecavajuéih T2 lezija na MR-u za 77% (OPERA 1) i 83%
(OPERA 1) u usporedbi s IFN-B-1a. Osim toga, u bolesnika lije€enih OCR-om zabiljezena je
maniji gubitak mozdanog volumena, preciznije -0.57% i -0.64%, u usporedbi s -0.74% i -
0.75% u IFN- skupini. Osim toga, znac¢ajno ¢esce (47.9% i 47.5%) se u OCR lijeCenih

bolesnika biljezi stanje bez dokaza aktivnosti bolesti (NEDA -3), Sto ukljuCuje stanja bez
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relapsa bolesti, bez progresije onesposobljenosti, bez Gd+ lezija na T1 mjernim snimkama ili
novih T2 lezija, u odnosu na ispitanike lije€enih IFN-B-1a. Protutijela na lijek razvila su se u 3
od 825 bolesnika, a neutralizacijska u jednog bolesnika. [2][13]

Cesto prijavljivani nezeljeni uginci koji su vjerojatno bili povezani s terapijom OCR-om
ukljucivali su reakcije na infuziju lijeka, nazofaringitis i ostale infekcije gornjeg respiratornog
trakta, glavobolju te infekcije mokraénog sustava, dok su teZe nuspojave zabiljeZene u oko
7% bolesnika. [35]

Dijelom zbog obecavajucih rezultata analiza podskupina OLYMPUS studije, provedena je
faza lll randomizirane, dvostruko-slijepe i placebom kontrolirane studije (ORATORIO studija)
koja je ukljucila 732 bolesnika s PPMS-om, s randomizacijom bolesnika u omjeru 2:1 koji su
primali OCR u dozi od 600 mg iv. (300 mg 1. i 15. dan svakih 24 tjedana) ili placebo svaka
24 tjedna minimalno 120 tjedana. Takoder, u usporedbi s osnovnim karakteristikama kohorte
koju je obuhvatila OLYMPUS studija, u ovoj se studiji radilo o mladim bolesnicima (srednja
dob od 44 godine, nasuprot prosjecne dobi od 50 godina u kohorti OLYMPUS studije),
kracem trajanju bolesti (6.7 godina, nasuprot 9 godina) i neznatno nizoj vrijednosti EDSS-a
na pocetku provodenja studije (EDSS 4.5, nasuprot 5.0 u OLYMPUS studiji). Primarni ishod
bio je tromjese&ni, odnosno Sestomjesecni CDP i iznosio je 32.9% i 29.6% u skupini lijecenih
OCR-om nasuprot 39.3% i 35.7% u placebo skupini. [2][13][36]

Nakon 120 tjedana utvrdeno je pogorSanje brzine hodanja (testom brzine hodanja, T25-FW)
za 38.9% u OCR i 55.1% u placebo skupini. Nadalje, nadeno je ukupno smanjenje volumena
hiperintenzivnih lezija na T2 mjernim snimkama nakon 120 tjedana u bolesnika lijeCenih
OCR-om (zabiljezena promjena od -3.4%), u usporedbi s povecanjem od 7.4% u placebo
skupini. Dodatno, prosje¢an gubitak mozdanog volumena u bolesnika lije€enih OCR-om
iznosio je 0.90% u usporedbi s 1.09% u placebo skupini. Evaluacijom sigurnosti primjene
OCR-a ustanovljena je pojava barem jedne nuspojave u 95.1% bolesnika nakon provedene
terapije nasuprot 90% u bolesnika koji su primali placebo, dok su teze nuspojave prijavljene
u 20.4% lijecenih OCR-om, odnosno u 22.2% bolesnika koji su primali placebo, ¢ime se ne
nalazi znacajnijih razlika izmedu ove dvije skupine. U studiji je prijavljena i povecana
uCestalost pojavljivanja malignih bolesti - 2.3% OCR skupina u usporedbi s placebo
skupinom 0.8%. Apsolutni broj malignih bolesti odgovara onom u opcoj populaciji, medutim
postoji potreba za razlu€ivanjem pojavljivanja pojedinih oblika malignih tumora u ovoj
populaciji bolesnika. U studijama nije prijavljen niti jedan slu¢aj PML-a, medutim u
postmarketinskom pracenju pojavilo se 8 slu¢ajeva od kojih 7 nakon prelaska s terapije NTZ-
om ili FNG-om dok je jedan slu¢aj oznacen kao ,non-carry over*.

Detaljnijom analizom podskupina koju je zatrazila FDA postalo je evidentno da je u€inak
OCR-a na CDP pod snaznim utjecajem dobi bolesnika: u bolesnika mladih od 45 godina bio

je umjereno smanjen (HR 0.64), dok u starijih od 45 godina gotovo i nije zabiljezen ucinak
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terapije (HR 0.88). [2][12][26] U otvorenoj fazi istrazivanja nakon slijepe faze ORATORIO
studije, bolesnici koji su primali OCR nastavili su s terapijom, dok je u bolesnika koji su
prethodno primali placebo zapoceta terapija OCR-om. Nakon 5.5 godina (264 tjedna)
pracenja, udio bolesnika s progresijom onesposobljenosti mjerenom EDSS-om i testom s
devet rupa i klinova (9-HPT) bio je maniji u skupini u kojoj je lije¢enje OCR-om zapoceto
ranije u odnosu na bolesnike koji su inicijalno primali placebo, $to pokazuje da su bolesnici u
kojih je lijecenje OCR-om zapoceto 3 — 5 godina (144 — 240 tjedana) ranije postigli znatno i
konstantno smanjenje CDP-a u usporedbi s bolesnicima koji su s placeba presli na OCR.
[37]

10.2.1 Sigurnost i tolerancija

Studija koja ja 2010. godine razvijala program uklju€ivanja OCR u lije€enju RA obustavljena
je, ali ne zbog sigurnosnih pitanja, ve¢ zbog korelacije visokih doza OCR u fazi lll klinickog
ispitivanja s pove¢anom pojavom teskih oportunisti¢kih infekcija. Tijekom studija koje su
pratile u€inak terapije u oboljelih od RA, nije nadeno povecane stope incidencije malignih
bolesti ili PML-a. Medutim, konkomitantni razvoj drugih imunosupresivnih terapijskih opcija i
prosjecno viSa dob oboljelih od RA sugerirao je visi osnovni rizi¢ni profil, tako da su studije
koje uklju€uju razvoj OCR nastavljene samo u MS-u. U fazi Il klinikog ispitivanja MS studije,
reakcije povezane s infuzijom lijeka znacajno su ¢eSée zabiljezene u skupinama lijeenih
OCR-om u dozi od 600 mg (34.5%) i 2000 mg (43.6%) u usporedbi s IFN-B-1a (9.3%), dok je
u skupini u kojoj je OCR primijenjen u dozi od 2000 mg prijavljen jedan smrtni ishod
posliedi¢no SIRS-u komplicirana tijeka. Kao i u slu¢aju RTX, reakcije na infuziju grupiraju se
kratko nakon prve infuzije (25%) i ve¢inom obuhvacaju reakcije blagog do umjerenog
karaktera poput pruritusa, osipa, iritacija grla ili crvenila. Relativno je niza incidencija u
usporedbi sa studijama koje su ukljucivale primjenu RTX, primjerice OLYMPUS studija,
vjerojatno zbog primjene antipiretika i antihistaminika prije infuzije lijeka. Sli¢no je zabiljezeno
u fazi lll klinickog ispitivanja, uz nesto uc€estaliju pojavu infekcija blagog do umjerenog
karaktera u usporedbi sa skupinom lije€enih IFN-B-1a, uklju€ujuéi infekcije gornjeg
respiratornog trakta (15.2% nasuprot 10.5%), nazofaringitis (14.8% nasuprot 10.2%) i blage
kozne infekcije herpes virusom (5.9% nasuprot 3.4%). Osim toga, nadeno je znatno
smanjene razine IgM-a u serumu lije€enih OCR u obje studije (OPERA i ORATORIO).
Stovige, u ORATORIO studiji, znaéajno je vise prijavljenih malignih bolesti u usporedbi s
placebo skupinom (2.3% nasuprot 0.8%), preciznije Cetiri raka dojke, jedan endometrijski
adenokarcinom, anaplasti¢ni limfom, histiocitom, metastatski karcinom pankreasa i tri
karcinoma bazalnih stanica. Sveukupno, apsolutni broj slu¢ajeva ne prelazi epidemioloska
oCekivanja, a buduci da se biljezi pad incidencije u open-label nastavku studije te razliiti

maligni tumori nisu svrstali u jednu patolosku kategoriju, ne moze se pretpostaviti jasan

32



dokaz uzrone povezanosti. Sli¢an je nalaz studija koje su ispitivale RTX kao terapijsku
opciju RA-a i limfoma. Nije zabiljezeno sluajeva PML-a u lije¢enih OCR-om, medutim 7
slu€ajeva PML-a prijavljeno je nakon prelaska s terapije NTZ-om ili FNG-om na OCR $§to se
uglavnom opisuje ,carry-over u¢inkom. Tek je u 0.4% slu€ajeva zabiljezen razvoj protutijela
na OCR u 96-tiednom periodu primjene lijeka, za razliku od znatno vece incidencije (28.5%)
u RTX studijama. Vazno je medutim naglasiti da to zapazanje nije isklju€ivo posljedica toga
Sto se radi o humaniziranom monoklonskom protutijelu (za razliku od kimernog RTX), ve¢ da
je razina detektiranih protutijela na lijek u inverznoj korelaciji s primjenjenom dozom lijeka.
Nije nadeno kliniCke relevantnosti ovih protutijela. Preliminarna testiranja za kronic¢ne
infektivne bolesti, kao i preporuke za trudnocu i cijepljenje u skladu su s onima za RTX.
Dodatno, nije nadeno povecéane ucestalosti pojavljivanja reakcija povezanih s infuzijom lijeka
nakon prelaska na OCR s terapije RTX. OCR dovodi do potpune deplecije CD20" B-stanica
u serumu neposredno nakon primjene prve infuzije, nakon ¢ega je potrebno 16 — 32 tjedna
za oporavak B-stanicne linije, odnosno utvrdivanja detektabilnih razina i medijan od 72 tjedna
za postizanje koncentracija na donjoj granici normalnog raspona. Zanimljivo je da se
terapijski i radioloski ucinci prate barem 18 mjeseci od primjene lijeka, sto je znatno dulje od
perioda obiljezenog deplecijom B-stanica, vjerojatno zbog djelovanja na memorijske B-
stanice. Vjeruje se da je CDC aktivnost osnova razvoja reakcija na infuziju, $to bi u teoriji
znacilo da bi se OCR trebao bolje podnositi od RTX-a, iako tijekom inicijalnih istrazivanja
RTX-a u MS-u nije koristena premedikacija metilprednizolonom. Specifi¢nih preporuka za
provodenje prevencije malignih bolesti nema te se savjetuju standardne metode probira.
Studije trenutno u tijeku, uz daljnju evaluaciju djelotvornosti i sigurnosti primjene OCR-a,
pokusavaju procijeniti u€inak na funkciju gornjih udova u podskupine starijih bolesnika s
naznacenom onesposobljenoS¢u (EDSS izmedu 3 i 8) te djelotvornost u progresivnih oblika
bolesti (PPMS i SPMS). Procjenjuje se i u€inak na prognozu RRMS-a s rano zapocetim
ljeCenjem, a cilj novih istrazivanja je ispitivanjem koncentracije NFL-a, CD19" B-stanica i
CD3" T-stanica u likvoru razjasniti mehanizme djelovanja OCR-a i pruziti uvid u bioloSku
osnovu B-stanica u RRMS-u i PPMS-u. [2][31]

10.3 Ofatumumab (OMB157)

OMB157 primjer je humanog IgG1 CD20 monoklonalnog protutijela, stvorenog kako bi bio
manje imunogeni¢an od prethodnika, RTX-a i OCR-a. Veze manju membransku petlju CD20
molekule s visokim afinitetom €ak i pri njenoj niskoj ekspresiji. Posljedi¢no, disocira puno
sporije od CD20 molekule nego RTX, snazno pokre¢uc¢i CDC, a u manjoj mjeri ADCC.
Odobren je u terapiji refraktorne kroni¢ne limfati¢ne leukemije (CLL), a pokazao se
djelotvornim u terapiji aktivnog RA. Vazno je naglasiti da se lijek osim iv., moze primijeniti i

sc., ¢ime se smanjuje uCestalost reakcija na infuziju lijeka, otklanja potreba za
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premedikacijom kortikosteroidima, a omogucuje povoljniji nacin primjene bolesnicima i
medicinskim djelatnicima. OMB157 je odobrila FDA za lije€enje relapsnih oblika MS-a, sto
uklju€uje CIS, RRMS i aktivhu SPMS u odraslih, u injekcijskom obliku za sc. aplikaciju.
Randomizirana, dvostruko-slijepa, placebom kontrolirana studija u fazi Il klinickog ispitivanja
objavljena 2014. godine provedena je kako bi se utvrdile sigurnost i preliminarna ucinkovitost
lijeka, a ukljuila je 38 bolesnika s RRMS-om koji su primili 2 infuzije OMB157 100 mg, 300
mgq ili 700 mg ili placebo u razmaku od 2 tjedna. [13][26][38] U svih skupina koje su primale
OMB157 biljezi se zaCajna supresija pojave novih Gd+ lezija na T1 mjernim snimkama (>
99%), kao i novih ili povecanja postojecih T2 lezija u prva 24 tjedna nakon primjene. Tijekom
prva 24 tjedna, relapsi su zabiljezeni u 5 bolesnika (19%) koji su primali OMB157 iu 5
bolesnika (25%) koji su bili u placebo skupini, a tijekom idu¢a 24 tjedna relaps je zabiljezen u
jos jednog bolesnika kaiji je inicijalno primao OMB157, ponovno dovodeci u pitanje
relevantnost nalaza MR-a kao samostalne prognosti¢ke varijable (5to je prethodno opazeno
u slucaju). Nije nadeno Klinicki znacajnih promjena u vrijednostima EDSS-a izmedu skupina
na terapiji OMB157. Naj¢eSce prijavljivane nuspojave, kao i s prethodno opisanim
monoklonskim protutijela (RTX, OCR), uklju€uju infuzijske reakcije, ¢esée pri prvoj primjeni
lijeka, uglavnom gradusa 1 i 2: infekcije, osip, eritem, iritaciju grla, umor i crvenilo. Pojava se
infekcija gotovo i nije razlikovala medu skupinama lije¢enih OMB157 i placebom. Vazno je
naglasiti da niti u jednog bolesnika nije detektiran razvoj protutijela na OMB157. Takoder, isti
je doveo do selektivne deplecije CD19" stanica, bez utjecaja na razinu serumskih
imunoglobulina. [2][26]

Sljedeca klinicka multicentriCna, dvostruko-slijepa, placebom kontrolirana studija, faze 2, tzv.
studija MIRROR, ukljucila je 232 bolesnika s RRMS-om. Sudionici su randomizirano
prikljueni jednoj od pet skupina: placebo, OMB157 3 mg, 30 mg ili 60 mg sc. svakih 12
tiedana, ili OMB157 <60 mg svaka 4 tjedna, kroz 24 tjedana, nakon ¢ega su bolesnici
dodatno praceni do rekonstitucije B-stanica. Bolesnici u placebo skupini dodatno su nakon
12 tjedana primili 3 mg OMB157.

Analizom T1 mjernih snimaka MR-a nadeno je 65% (odnosno >= 90% kada se u obzir uzme
latencija poCetka djelovanja) smanjenje broja novih Gd+ lezija u svih koji su primali OMB157
u dozi >= 30 mg u usporedbi s placebom u periodu izmedu 4.i 12. tiedna. Zanimljivo je da i
doze OMB157 kojima nije postignuta potpuna deplecija B-stanica ipak pokazuju optimalni
terapijski u€inak. [39] DSS score u vecine bolesnika (79%) ostao je nepromijenjen tijekom
tromjesecnog razdoblja (izmedu 12. i 24. tjedna), bez znacajnih razlika medu grupama.
Incidencija nezeljenih ucinaka koje su ponovno uglavnom ukljucivale reakcije na primjenu
lijieka bila je najveéa u skupini lije€enih najvecom dozom OMB157 svaka 4 tjedna, s
uCestaloséu 41 — 66% prema 15% zabiljeZenih u placebo skupini. Dodatno, prijavljeno je

nekoliko slu€ajeva tezih nuspojava i niti jedna oportunisti¢ka infekcija. Osim toga, u tri
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bolesnika detektirana je neutropenija. U 4 bolesnika zabiljezen je niski titar protutijela na
OMB157 tijekom razdoblja primjene lijeka, a u jednog je bolesnika u fazi pracenja naden
pozitivan titar no samo do 48. tjedna; nije nadeno utjecaja visine titra na depleciju B-stanica.
[2][13]

Dvije dvostruko-slijepe, randomizirane studije u fazi 3 klini¢kog ispitivanja (ASCLEPIOS [i ll),
usporedile su dva modaliteta lije€enja, OMB157 20mg sc. svaka 4 tjedna i teriflunomid (TFM)
14 mg peroralno svaki dan. Oko 2/3 ispitanika Cinile su Zene, prosje¢na dob bolesnica bila je
38 godina, a trajanje bolesti 8 godina; OMB157 primijenjen je u 465 i 481 bolesnika, a TFM u
462 i 474 u ASCLEPIOS | odnosno Il studiji. Prije primjene lijeka, EDSS score prosjecno je
iznosio 2.9, stopa relapsa u prethodnih 12 mjeseci bila je 1.3, 40% snimaka MR-a pokazalo
je Gd+ lezije, dok je 60% bolesnika prethodno primalo terapiju lijekovima koji modificiraju
bolest. GodiSnja stopa relapsa, kao primarni ishod studija, iznosio je za skupine lijec¢ene
OMB 1570.11i 0.10 u usporedbi s 0.22 i 0.25 u lije€enih TFM-om, rezultirajuéi relativnim
smanjenjem od 50.5%, odnosno 58.5% u ASCLEPIOS | odnosno Il studiji. OMB157 je
usporio tromjesecno, odnosno Sestomjesecno pogorsanje onesposobljenosti na EDSS
ljestvici za 34.4% odnosno 32.5%. U ASCLEPIOS |, smanjenje broja Gd+ lezija bilo je 97.5%
a novih ili T2 lezija koje se povecavaju 82%, dok su korespondirajuce vrijednosti iz druge
studije iznosile smanjenje za 93.8% i 84.5% u usporedbi s terapijom TFM-om. Osim toga,
OMB157 je zna€ajno smanijio koncentraciju NFL u serumu. Nadalje, ¢ini se da OMB157 ima
nesto sigurniji profil uporabe bez slu€ajeva koji bi doveli u pitanje sigurnost lijeka. Nesto se
CeSce javljaju reakcije povezane s aplikacijom lijeka prilikom prve primjene u usporedbi s
placebom. TeZe nuspojave zabiljezene su u 1.8% i 2.5% slu€ajeva te se uglavnom radilo o
infekcijama, a maligne bolesti zabiljezene su u 0.3% i 0.5% slucajeva, redom za TFM i
OMB157. Ponovno se istiCe prednost sc. pred iv. aplikacijom lijeka, medutim sa slabijom
mogucnosti kontrole redovite primjene lijeka. Post-hoc analizom pokazano je da OMB157
moze sprijeciti pojavu nove aktivnosti bolesti u bolesnika s RRMS-om, te da je vjerojatnost
da bolesnik ima NEDA-3 otprilike 3 puta ve¢a s OMB157 nego s TFM-om u periodu od 0 do
12 mjeseci (47.0% nasuprot 24.5% bolesnika) te 8 puta veca u razdoblju od 12. do 24.

mjeseca od zapocinjanja terapije (87.8% nasuprot 48.2% bolesnika). [2]

Konacno, APLIOS open-label studija faze Il klinickog istrazivanja, rezultirala je u brzoj i
gotovo potpunoj depleciji B-stanica s 20 mg sc. apliciranog OMB157 bez obzira na ubodno
mjesto ili uredaj kojim se lijek aplicirao; udio bolesnika s koncentracijom B-stanica nizom od
10 stanica/pL iznosio je vise od 65% sedmoga dana nakon prve injekcije, 94% do 4. tjiedna
te > 95% sa svim sljede¢im primljenim injekcijama. Broj Gd+ lezija smanijio se s 1.5 (koliko je

iznosio prije poCetka primjene) na 0.8, 0.3 i 0.1, redom nakon 4, 8 i 12 tjedana, a udio
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bolesnika koji su bili bez vidljivih lezija u korespondiraju¢im vremenskim to¢kama iznosio je
redom 66.5%, 86.7% i 94.1%. [40]

10.4 Ublituksimab

Ublituksimab je predstavnik tre¢e generacije anti-CD20 monoklonalnih protutijela. Kimericko
je protutijelo s niskim sadrzajem fukoze Cime ostvaruje veéi afinitet za sve varijante FcyRllla
receptora i pojatano posreduje putem ADCC-a u usporedbi s RTX-om i OMB157 osobito u
stanica s niskom ekspresijom CD20 molekule. Tako bi se njegova vrijednost, pored
postojecih anti-CD20 monoklonskih protutijela, o€itovala smanjenjem potrebne efektivne
doze i krac¢im infuzijskim periodu. Primarno je ispitivan u lije€enju kroni¢ne limfocitne
leukemije, no moguce ¢e biti i jedna od terapijskih opcija NMO-spektra bolesti.
Multicentri¢na, randomizirana, placebom kontrolirana studija faze 2 klinickog ispitivanja
ukljucila je 48 bolesnika (2/3 zenskog spola, prosje¢ne dobi od 39.2 godine i srednjim
trajanjem bolesti oko 7.4 godina) s aktivnom RRMS-om (zadovoljava kriterije od dva ili viSe
relapsa u prethodne dvije godine ili jednog relapsa i/ili jedne Gd+ lezije u prethodnoj godini).
Pocetno su u prvom tjednu svi bolesnici primili 150 mg iv., a nakon dva tjedna i ponovno
nakon 20 tjedna dozu od 450 ili 600 mg iv., kroz 1 — 4 h, nakon Cega su praceni 48 tjedana.
U svih je skupina postignuta zna¢ajna deplecija B-stanica (>99%). Primijecen je i zna€ajan
pomak populacije T-stanica prema naivhom i regulatornom fenotipu, $to bi moglo indicirati
interferenciju s antigen-prezentirajuéom ulogom B-stanica. Srednji broj Gd+ lezija na T1
mjernim snimkama prije pocetka studije iznosio je 3.8, Sto je u 24. tiednu smanjeno na 0.0
(100% smanjenje), a takvo se stanje odrzalo do 48. tjedna. Volumen T2 lezija smanjen je za
8% (7.3) u 24.tjednu, odnosno 10% (10.6) u 48. tiednu. Dodatno, godiSnja stopa relapsa bila
je kontinuirano niska (0.07), 93% bolesnika bilo je u remisiji u 48. tjednu, a niti jedan bolesnik
nije se prezentirao produzenim pogorSanjem onesposobljenosti. NajCeSc¢e opisane
nuspojave terapije ublituksimabom, kao i u njegovih prethodnika, bile su reakcije povezane s
infuzijom lijeka, uglavnom gradusa 1 2, s ve¢om incidencijom u bolesnika u kojih je lijek
infundiran u kracem vremenskom razdoblju. Nije zabiljezeno pojavljivanje tezih nuspojava.
U tijeku su (ULTIMATE I i ULTIMATE Il) studije u fazi 3 klinickog ispitivanja koje ¢e, osim
ocjene efikasnosti i sigurnosti ublituksimaba, iznijeti usporedbu s TFM-om u bolesnika s
RRMS-om. [2][13]
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11. Zakljucak

B-stanice neosporno imaju temeljnu ulogu u patogenezi MS-a, §to je potvrdeno povoljnim
ishodom lije€enja anti-CD20 monoklonskim protutijelima. Klini¢ki se njihovo djelovanje ocituju
supresijom neuroinflamacije, smanjenjem broja relapsa i usporenjem akumulacije
ireverzibilne invalidnosti.

S obzirom da se ovi u€inci ne mogu jednoznacno objasniti mehanizmima koji dovode do
smanjenja autoantitijela, pretpostavlja se da je funkcija B-stanica u patologiji MS-a neovisna
o protutijelima, odnosno da je smanjenje upalne aktivnosti bolesti rezultat smanjenog lu€enja
proinflamatornih citokina te sprje€avanja prezentacije antigena u sklopu MHC-II molekule.
Osim toga, infiltrati B-stanica formiraju se u tercijarne limfoidne strukture koje nalikuju na
germinativne centre u meningealnim ovojnicama bolesnika. Te strukture povezane su s
prateé¢im kvantitativnim porastom difuzne meningealne upale koja korelira sa stupnjem
mikroglijalne aktivacije i demijelinizacije sive tvari. Valja istaknuti da klonalne B-stanice

perzistiraju u likvoru bolesnika s MS-om i nakon primjene imunomodulatorne terapije.

Nakon pozitivnih u€inaka RTX-a na relapsni oblik bolesti, za lije€enje MS-a razvija se
humanizirano monoklonsko protutijelo OCR. Klini¢ka istrazivanja koja su ukljucila bolesnike s
PPMS-om pokazala su znacajno smanjenje stupnja klinicke onesposobljenosti osobito u
mladih i bolesnika s dokazanom perzistentnom perivaskularnom upalnom aktivnosti. Na
temelju ovih opazanja, OCR postaje prva odobrena terapija za lijecenje ranog primarno
progresivnog oblika bolesti. U tijeku su klini¢ka istrazivanja kojima je cilj ispitati djelotvornost i
sigurnost novijih generacija anti-CD20 monoklonskih protutijela, s OMB157 kao zanimljivom
alternativnhom opcijom s obzirom na moguénost sc. primjene, a time ve¢e autonomije
bolesnika. Zbog mogucnosti prekomjernog izlaganja bolesnika ozbiljnim nuspojavama
preranim uvodenjem anti-CD20 terapije, dominira treat-to-target pristup (ciljano lije¢enje) uz
postupni prijelaz na on-treatment (lijeCenje) relapsa bolesti. Daljnjim translacijskim
istraZivanjima i klinickim studijama potrebno je utvrditi optimalno vrijeme zapocinjanja
terapije, doziranje lijeka te dugoro&nu sigurnost primjene s obzirom na utvrdeni omjer rizika i
koristi tijekom duljeg koriStenja terapije, a u kontekstu imunosenescencije u starijin bolesnika

i rizika od razvoja malignih bolesti ili progresivne multifokalne leukoencefalopatije.
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