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Suhrn

Vychodisko: Glykozylacia konstantnych oblasti protildtok zésadne ovplyviuje ich interakéné
schopnosti s bunkami imunitného systému. Jedna sa o modifikéciu, ktora okrem biologickej ak-
tivity protilatok zasahuje aj do ich konformacie, stability, rozpustnosti, sekrécie, farmakokinetiky
a imunogénnosti. Pre ich spravnu funkciu nie je podstatna len lokalizacia samotnych glykozylacii
na molekule protilatok, ale aj Struktura jednotlivych glykanov. Zmeny glykozyla¢nych profilov pro-
tilatok boli popisané u niektorych fyziologickych procesov, akymi su tehotenstvo alebo starnutie,
ale taktiez u mnohych patologickych stavov ako reumatoidnej artritidy, ¢i nadorov zaludka, pluc
alebo prostaty. Stale existuje celé mnozstvo neobjasnenych mechanizmov, ktoré riadia glykozyla-
ciu protilatok alebo su tymito modifikaciami naopak regulované. Viaceré zdroje popisuju vyznam
niektorych Specifickych glykozylacii ako potencialnych biomarkerov. Ciel* Cieflom tohto prehlado-
vého ¢lanku je zhrnut a priblizit doterajsie poznatky o glykozylacii protilatok a upozornit na ich
vplyv na imunitné odpovede a ich ulohu v priebehu ochorenia. Ich délezitost podciarkuje aj to, ze
vacsina vyvijanych a vyuzivanych terapeutickych protilatok je modifikovanych glykozylaciou. Prave
cielené vnesenie vhodnych glykozylacii, ktoré podporuju aktivity akymi su napr. bunkova cytotoxi-
cita zavisla na protilatkach, bunkova fagocytéza zavisla na protilatkach alebo cytotoxicita zavisla na
komplemente, viedlo k zlepseniu schopnosti tychto protilatok likvidovat patogény alebo nadorové
bunky. Preto je oblasti glykozylacie protilatok venovana stale vacsia pozornost. Ziskané znalosti
mozu prispiet k dalsiemu vyvoju efektivnych nastrojov diagnostiky a terapie r6znych ochoreni.
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Summary

Background: The glycosylation of constant regions of antibodies significantly affects their inter-
action capabilities with immune cells. It is a modification that, in addition to the biological acti-
vity of antibodies, has an impact on their conformation, stability, solubility, secretion, pharmaco-
kinetics, and immunogenicity. The location of glycosylations on the molecule is essential for
the proper function of the antibody, as is the structure of the individual glycans. Changes in the
glycosylation profiles of antibodies have been described in some physiological processes like
pregnancy or ageing, but also in many pathological conditions such as rheumatoid arthritis or
gastric, lung and prostate tumours. There are still several unexplained mechanisms that control
the glycosylation of antibodies or immune responses, which in turn are regulated by these mo-
difications. Multiple sources describe the importance of some specific glycosylations as poten-
tial biomarkers. Purpose: The aim of this review is to summarise and present the knowledge of
the glycosylation of antibodies and to highlight their influence on immune responses and their
role during disease. Their importance is also underlined by the fact that the most of these thera-
peutic antibodies used and developed are modified by glycosylation. The targeted introduction
of appropriate glycosylations, which can promote activities such as antibody-dependent cellu-
lar cytotoxicity, antibody-dependent cellular phagocytosis or complement-dependent cytoto-
xicity, have improved the ability of these antibodies to kill pathogens or tumour cells. Therefore,
more attention is being paid to this area. In the future, more effective tools for diagnosing and
treating certain diseases can be created with better knowledge.
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Uvod

Protilatky, proteiny produkované ma-
turovanymi B-lymfocytmi, patria k zak-
ladnym sucastiam humordlnej imunit-
nej odpovedi. Su to proteiny zloZzené
z dvoch fahkych a dvoch tazkych poly-
peptidovych retazcov spojenych disulfi-
dickymi vdzbami, pricom sa ich Struktura
skladd z fragmentu viazajuceho antigén
(fragment antigen binding - Fab) a kon-
stantného alebo krystalizujiceho frag-
mentu (fragment crystallizable - Fc) [1].
Na zdklade zlozenia konstantnych ob-
lasti tazkych retazcov rozliSujeme pat
izotypov ludskych protilatok, imunoglo-
buliny triedy A (IgA), D (IgD), E (IgE),

apoptické
signaly

cytotoxické

G (IgG) a M (IgM) [2]. Biologické funkcie
jednotlivych izotypov protilatok pod-
robne rozoberaju Schoeder et al [3].
Zatial' ¢o su oblasti urc¢ujuce komple-
mentaritu Fab zodpovedné za vazbu an-
tigénu [4], Fc oblasti umozniuju komuni-
kaciu s daldimi zlozkami imunity, a m6zu
tak aktivovat mechanizmy, ako su apo-
ptéza, bunkova cytotoxicita zavislad na
protilatkach (antibody dependent cellu-
lar cytotoxicity — ADCC), bunkova fago-
cytdza zavisla na protilatkach (antibody
dependent cellular phagocytosis -
ADCP) a cytotoxicita zavisla na komple-
mente (complement dependent cytoto-
xicity - CDC) (obr. 1) [5,6].

CDC

Existuje niekolko typov Fc recepto-
rov (FcR) nachadzajucich sa na ostat-
nych bunkach imunitného systému.
Tab. 1 popisuje rézne typy tychto recep-
torov. Mozu sa odlisovat na izotype pro-
tilatok, ktoré dokazu rozoznat, ich afinite
tejto vazby a type buniek, ktoré ich ex-
primuju. Na zaklade tychto rozdielov su
spustané odlisné drahy veduce k likvida-
cii patogénu [2,7].

Tak ako mnohé iné proteiny aj proti-
latky podliehaju posttranslacnym modi-
fikdciam. N-glykozylacia je najcastejsou
modifikdciou membranovych a sekré-
tovanych proteinov u eukaryotov [8].
Pri tomto vysoko konzervovanom pro-
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Obr. 1. Protilatky a mechanizmy likvidacie patogénu. Protilatky dokazu likvidovat patogén priamym pésobenim a to vdazbou na po-
vrchové molekuly zodpovedné za jeho prichytenie k hostitelskej bunke (neutralizacia) alebo receptory aktivujice apoptické sig-
naly. Protilatky dokazu svojimi Fc oblastami interagovat s povrchovymi receptormi dalSich buniek imunitného systému a spustat
tak dalsie imunitné mechanizmy. Na obrazku znazornena NK bunka interaguje prostrednictvom receptoru CD16 (FcyRllla) s Fc ¢as-
tami protilatky vystavenej na povrchu patogénu, aktivuje svoje cytotoxické mechanizmy a uvoliuje do extracelularneho pries-
toru cytotoxické granula s enzymami perforinom a granzymom, ktoré nie su schopné zabit len samotny patogén, ale tiez nadorové
bunky alebo bunky infikované virusom (ADCC). Rovnako FcyRlla receptory makrofagu aktivuju fagocyt6zu patogénu (ADCP), Fc ob-
lasti taktiez dokazu interagovat zo zlozkami komplementu a aktivovat tak lyzu bunky (CDC). Prevzaté a upravené z [6].

Fc - konstantné oblasti protilatok, NK - natural killer, ADCC - bunkova cytotoxicita zavisla na protilatkach, ADCP — bunkova fagocytéza
zavisla na protildtkach, CDC - cytotoxicita zavisld na komplemente
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Tab. 1. Fc receptory. Rozdelenie Fc receptorov a ich izoforiem v zavislosti na protilatkach, ktoré dokazu viazat, odliSnostiach
v afinite interakcie a bunkach imunitného systému, na povrchu ktorych su exprimované.

Protilatka Fcreceptor Izoforma

FcyRI FcyRla
FcyRlla
FcyRIlb
FcyRll
I9G FcyRlic
FcyRlld
FcyRllla
FcyRlIll
FcyRlllb
FceRI FceRlI
IgE FceRlla
FceRll
FceRllb
IgA FcaRl FcaRla

receptoru k protilatkam

Afinita

vysoka
nizka
nizka
nizka
nizka

stredna
nizka

velmi vysoka

nizka

nizka

strednd

Expresia na bunkach

monocyty, makrofagy, neutrofily, eozinofily
monocyty, makrofagy, neutrofily, krvna dosticky a Langerhansove bunky
monocyty, makrofagy, neutrofily
monocyty, makrofagy, neutrofily
monocyty, makrofagy, neutrofily
makrofagy, NK bunky, y& T bunky, niektoré monocyty
neutrofily a eozinofily

Zirne bunky, bazofily, Langerhansove bunky, aktivované monocyty

B bunky

B bunky, T bunky, monocyty, eozinofily, makrofagy

neutrofily, monocyty, niektoré makrofagy, eozinofily, Kupfferove bunky

a niektoré dendritické bunky

Fc - konstantné oblasti protilatok, Ig — imunoglobuliny, NK — natural killer

endoplazmatické retikulum

AR
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Obr. 2. Proces glykozylacie. Proces glykozylacie zacina v endoplazmatickom retikule, kde je Struktdra Glc,Man,GIcNAc, prenesena
z molekuly dolicholilu (A) ukotveného v membrane na asparagin (N) v sekvencii novo syntetizovaného proteinu (B). Postupne
je takyto glykoprotein transportovany do Golgiho aparatu, kde je Struktura prekurzorového glykanu spracovana na Strukturu
Man,GIcNAc, s dvomi anténami (C), ktora tvori zaklad vsetkych N-glykozylacii. Na toto jadro mézu byt pridavané molekuly galak-
t6zy, fukdzy, N-acetylglukézaminu a kyseliny N-acetylneuraminove (D - core-fukozylacia, E - digalakt6zovany glykan, F - bisekti-
novy glykan, G - disialylovany glykan). Prevzaté a upravené z [9].

cese odohrdvajucom sa v endoplaz-
matickom retikule, je oligosacharyl-
transferdzovym komplexom rozozna-
vana sekvencia N-X-S(T) a na asparagin
(N) prenesena oligosacharidova zlozka
so zloZzenim Glc,Man GIcNAc, (glukéza -
Glc, mandéza - Man, N-acetylglukéza-
min — GIcNAc). Takto modifikovany pro-

tein prechadza do Golgiho aparétu, kde
je Struktura glykédnu postupne spracova-
vana Specifickymi glykozidazami a gly-
kosyltransferazami. Finélny glykoprotein
je sekretovany mimo bunku [9,10]. Exis-
tuje velké mnozstvo molekul N-glyka-
nov, ktorymi su proteiny modifikované.
Jej zaklad pozostava vsak vzdy z dvoch

molekul GIcNAc a troch mandézovych
jednotiek (obr. 2).

Glykozylacia IgG

IgG tvoria priblizne 75 % z celkového
mnozstva ludskych sérovych protila-
tok a rovnako su prevazujucou skupi-
nou pouzivanych a vyvijanych protilatok
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Obr. 3. llustracia konzervovanej glykozylacie IgG v pozicii N297 a priklady vplyvov odlisnych Struktur na efektorové funkcie I1gG.
Obrazok popisuje vplyv zloZenia glykozylacie na zapalovi odpoved. Zatial ¢o je terminalnej sialylacii a core-fukozylacii je pripiso-
vany protizapalovy, bisektinové glykany maju prozapalovy efekt na pésobenie IgG. Prevzaté a upravené z [21].

IgG - imunoglobuliny triedy G

vyuzivanych v terapii réznych ocho-
reni [11]. Zasadny efekt na funkciu IgG
ma N-glykozylacia oblasti Fc. Tieto ob-
lasti totiz interaguju s receptormi FcyR
nachadzajucimi sa na dalSich imunit-
nych bunkach [12] a deglykozylacia Fc
vedie k takmer Uplnej strate vazby s re-
ceptormi FcyRI [13]. Ludské IgG obsa-
huju na svojom Fc len jedinu konzervo-
vanu poziciu glykozylacie nachadzajuce
sa na C,2 doméne na asparaginu v po-
zicii 297 (N297) (obr. 3) [14]. | ked' su
Struktary Fc glykdnov IgG pomerne he-
terogénne [15], oproti ostatnym gly-
koproteinom tvoria len dvojantenarne
Struktury, ktoré mdézu byt obohatené
dalsimi molekulami sacharidov ovplyv-
fujdcich Struktarne i funkéné vlastnosti
IgG, ako jej stabilitu alebo typ FcyR, na
ktoré sa viazu [16]. a-1,6 anténa glykanu
totiz nekovalentne interaguje s Fc retaz-
com, zatial ¢o druha anténa (a-1,3) sme-
ruje do priestoru medzi retazcami a tam
interaguje s rovnakym ramenom gly-
kdanu druhého tazkého retazca, ¢o sta-

bilizuje Strukturu protilatky [17]. V minu-
losti sa na zaklade krystalografickych dat
predpokladalo, ze tato glykozylacia vy-
tvéra otvorenu konformdciu Fc oblasti,
zatial ¢o absencia glykozylacie viedla
k zatvorenej konformécii, ktord nie je
schopnd interakcie s receptormi [18,19].
Neskoér bol viak tento model vyvrateny
experimentami s protilatkami v roztoku
a bolo preukazané, ze neglykozylované
Fc fragmenty su flexibilné a mozu vytva-
rat eSte otvorenejsie konformacie [20].
Ako uz bolo spomenuté, zdkladna
Struktara glykanu (GIcNAc,Man,) méZe
byt modifikovana molekulami inych sa-
charidov, konkrétne galaktézy (Gal), ky-
seliny neuraminovej (NeuAc), fukdzy
(Fuc) alebo dalsimi molekulami GIcNAc
a Man [21]. U zdravych jedincov su
najcastejsimi strukturami negalakté-
zylovand S$truktura (lgG-G0), mono-
galaktézylovana Struktura (IgG-G1) a di-
galaktézylovanda Struktura (IgG-G2)
tvoriace vacsinu glykoforiem 1gG [22,23].
Viaceré studie poukazuju, Ze terminalna

galaktozylacia je moduldtorom zapa-
lovej aktivity 1gG, ked bolo zistené, ze
absencia termindlnej galaktézy posobi
prozapalovo prostrednictvom aktivacie
komplementu alternativnou cestou [24].
Pokles hladiny galaktozylovanych glyko-
foriem bol naopak zaznamenany u via-
cerych ochoreni, ako reumatoidnej ar-
tritidy ¢i lupus erythematosus [25-27].
Studia autorov Karsten et al na mysich
modeloch poukazuje na to, Ze galak-
tozylacia Fc oblasti je nevyhnutna pre
efektivne spustenie protizapalovej sig-
nalnej kaskady interakciou s FcyRIIB re-
ceptorom [28]. O prozapalovom péso-
beni terminalnych galaktozylacii viak
hovoria dalsie vysledky. Cez afinitu
k C1q zlozke komplementu podporuju
CDC a vazbou aktivujucich FcyR recep-
torov taktiez ADCC [29]. Tieto kontras-
tujuce vysledky poukazuju na komplex-
nost signélnych drah imunitnych reakcii
sprostredkovanych protildtkami. Napo-
jenie dalsieho typu sacharidu - kyseliny
neuraminovej v procese sialylacie - tak-
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tiez vedie k vyznamnej modifikacii pre
regulaciu zapalovej aktivity 1gG [30,31].
Predpoklada sa, Ze prave sialylované gly-
koformy maju vyznam pre protizédpa-
lovu aktivitu intraven6zneho imunoglo-
bulinu (intravenous immunoglobulin
- IVIg) indikovaného pri mnohych imu-
nodeficientnych, neurologickych a dal-
Sich ochoreniach [32,33]. U zdravych
jedincov je sialylacia (mono- a disialy-
lacia) na rozdiel od galaktozylacie malo
abundantnd, vyskytujuca sa na priblizne
u 10-15 % glykoforiem IgG [11]. Naopak
fukozylacia prvej molekuly GIcNAc, kto-
rou sa glykan viaZe na protein (core-fu-
kozylacia), sa u fudskej populécie vysky-
tuje v priblizne 90 % pripadoch. Takéto
Struktury dokazu viazat receptory FcyRlll
az 100nasobne slabsie a znizuju tak cy-
totoxicku aktivitu takychto 1gG najma
pri ADCC [34,35]. Funkcia fukozylacie je
pravdepodobne regula¢na, vytvara sté-
ricki prekazku pre naviazanie recep-
torov, a tak zabranuje aktivacii proza-
palovych procesov pri fyziologickych
podmienkach (obr. 3) [36,37].

Opacné poésobenie, i ked v mensej
miere, bolo popisané u bisektinovych
glykoforiem 1gG (obr. 2 - Struktura F).
Z dévodu stérickej zabrany, ktoru bisek-
tinovy GIcNAc vytvéra pre fukozylacny
enzym, tieto Struktiry neobsahuju core-
-fukozylaciu. Narast ADCC aktivity u bi-
sektinovych glykoforiem IgG je tak pri-
pisovany skor absencii tejto fukozylacie,
ktora by bola schopna timit ADCC akti-
vitu IgG [38].

Popri konzervovanych miestach gly-
kozylacie, Fc obsahuje priblizne 15-25 %
sérovych IgG i glykozylacie Fab ob-
lasti [39]. Su to hlavne komplexné bian-
tenarne N-glykany napojené na N-X-S/T
sekvencie, ktoré vznikli v procese hyper-
mutdcii [40]. V porovnani s Fc tvoria gly-
kanové struktury Fab z velkej ¢asti bisek-
tinové, galaktozylované ¢i sialylované
glykany a naopak mensie mnozstvo core-
-fukozylovanych [41]. LepSia dostupnost
tychto Struktur pre glykozyltransferazy
oproti stéricky branenym Fc glykanom na
C,2 doméne vedie k vzniku rozmanitejsich
Struktur. Rovnako su tieto glykozylacie do-
stupnejsie i prostrediu a mozu rovnako vy-
znamne ovplyvnovat stabilitu, biologicky
polcas rozpadu ¢i vazobné vlastnosti
protilatky [42-44].

Glykozylacie dalSich typov
protilatok

| ked' je IgG najlepsie prestudovanou
izoformou protildtok, niekolko faktov je
znamych aj o glykozylacii dalsich izo-
typov. Protilatky IgE hrajud vyznamnu
ulohu v alergickych reakciach. IgE sa do-
kazu viazat na receptory FceRI zirnych
buniek a FceRIl B-buniek [45] a na roz-
diel od IgG obsahuju IgE niekolko gly-
kozylaénych miest. Styri konzervované
glykozyldcie (tri komplexné a jedna vy-
sokomandzova) sa nachadzaju na Fc
a dalsie tri glykozyla¢né miesta s kom-
plexnymi glykdnmi sa nachadzaju na
Fab [46,47]. Efekty glykozylacii IgE pro-
tilatok boli preukazané mutaciami, ktoré
blokovali glykozylacie v popisanych po-
ziciach [48]. Mutacia konzervovanej po-
zicie N394 na Fc, ktora zodpoveda kon-
zervovanej glykozylacii N297 u IgG,
redukuje vdzbu na receptor FceRI [49].
Opacny efekt maju glykozylacie IgE na
ich vézbu na receptory B-lymfocytov
FceRll, ked' absencia glykozylacie vedie
k zvyseniu tejto vazby [50].

Glykozylacia IgA, ktord ma zasadnu
ulohu v mukéznej imunite, je zavisla na
ich izotype [51]. Existuju dve izoformy
protilatky IgA: IgA1 a IgA2, u druhého
rozozndvame dva allotypy IgA2m(1)
a lgA2m(2). U izotypu IgAT, ktory tvori
priblizne 85 % celkového IgA, su zname
dve konzervované miesta N-glykozy-
lacie modifikované komplexnymi gly-
kanmi N263 a N459 [52]. Mimo toho
bola popisanad O-glykozylacia az v Sies-
tich poziciach v oblasti spajajucich Fab
a Fc. Tieto glykozylacie hraju dlohu vo
vdzbe mikroorganizmov sekretovanymi
IgA [15]. Taktiez bola popisana uloha
glykozylacie IgA v patogenézii nefropa-
tie [53]. Oba subizotypy IgA2 obsahuju
Styri glykozyla¢né miesta N166, N263,
N337, N459, subizotyp IgA2m(2) ma na-
vySe jedno miesto v pozicii N211 [15].
IgM, ktoré su prvou skupinou protildtok
produkovanych po vystaveni antigénu,
tvoria penta- alebo hexamérne Struk-
tury, ktoré su silno glykozylované. Ob-
sahuju pat N-glykozyla¢nych miest ob-
sadenych tromi komplexnymi a dvomi
oligomanézovymi Struktdrami [54]. Ne-
davne Studie zaznamenali vplyv sialyla-
cie na imunitnu aktivitu IgM modulaciou
interakcie s T-lymfocytmi [55].

Protilatky IgD su najmenej abundant-
nym izotypom, obsahuju vsak taktiez
konzervované glykozylacie. SU u nich
identifikované tri N-glykozyldce nutné
pre ich spravnu konformaciu a sekréciu
a podobne ako IgA1 obsahuju aj O-gly-
kanové modifikacie [56]. | ked’ su miesta
konzervovanych glykozylacii u tychto
izotypov pomerne dobre popisané, je
potrebné odhalit ich konkrétne vplyvy
na funkciu tychto protilatok.

Regulacia glykozylacie a jej
fyziologické a patologické zmeny
Pravdepodobne existuje niekolko me-
chanizmov, ktoré vplyvaju na glyko-
zylaciu protilatok, zahrnujic expre-
siu glykozyltransferdz resp. glykozidaz,
dostupnosti jednotlivych sacharido-
vych substratov, pH vnutri Golgiho apa-
ratu, rychlost syntézy proteinov a do-
stupnosti vezikuldrneho transportného
aparatu. Zaznamenanie zmeny glyko-
zyla¢ného profilu IgG v zévislosti na
faktoroch, akymi su vek, pohlavie ¢i te-
hotenstvo, poukazuju taktiez na vplyv
hormonalneho riadenia tychto proce-
sov. Bolo zistené, Ze trend rastu galak-
tézylovanych glykoforiem sa v obdobi
medzi 20. a 30. rokom zivota obracia
a zacina klesat [57-59]. Tento proces je
signifikantny najma u Zien na zaciatku
menopauzy [60-62]. Redukcia agalak-
tozylovanych glykoforiem je kontrastne
pozorovana v tehotenstve, kde bol su-
beZne popisany mierny pokles fukozy-
lovanych glykoforiem protilatok. U te-
hotnych pacientok s reumatoidnou
artritidou narast galaktozylovanych gly-
koforiem koreloval so zlepsenim zdra-
votného stavu [63,64].

| ked' je glykozylacia vysoko konzer-
vovanym procesom, existuje niekolko
analyz, ktoré poukazuju na ich aktivne
zmeny v procesoch zapalovych odpo-
vedi u autoimunitnych a infekénych
ochoreni [65-68]. Taktiez boli zazname-
nané zmeny v mnohych nadorovych
ochoreniach. Pomerne uniformne bol
zachyteny pokles galaktozylacie u mno-
hopocetného myelému, nadoroch Za-
ludka, hrubého creva, prostaty, pluc
a dalsich nadorov korelujuci s progre-
siou a metastazovanim [69-73]. Tento
trend je vysvetleny vplyvom zdpalo-
vej reakcie na vyvoj nadoru alebo stra-
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Tab. 2. Priklady protilatok obsahujtcich glykozylaciu schvalenych pre terapiu onkologickych ochoreni. Tabulka popisuje ob-
chodny nazov, strukturu, mechanizmus ich pésobenia a ochorenia, pri ktorych sa vyuzivaju.

Protilatka Obc’h odny Zlozenie
nazov
rituximab Rituxan I.gG1.|< .
chimerické
bevacizumab Avastin ng1 “
humanizované
denosumab Xgeva lgG2 k ludské
daratumumab  Darzalex IgG1 Kk ludské
cetuximab Erbitux I.gG1.K .
chimerické
trastuzumab IgG1 k humani-
. Kadcyla 1
emtansine zované + lie¢ivo
avelumab Bavencio IgG1 A [udské
pertuzumab Perjeta Ig§1 Ko
humanizované
necitumumab  Portrazza IgG1 k ludské
pembrolizu- Keytruda Ig§4K ]
mab humanizované
cemiplimab Libtayo IgG4 k ludské

Mechanizmus ucinku

vdzba transmembranového
proteinu CD20 B-lymfocytov
aich lyza, ADCC, CDC

vdzba a blokacia signalnej
dréhy VEGF

vazba a blokacia signélnej
drahy RANKL

vdzba CD38 a inhibicia rastu
nadorovych buniek a indukcia
apoptoézy, ADCC, CDC

vdazba na EGFR a blokacia
drahy, inhibicia rastu nadoro-
vych buniek rastu a tvorby me-
tastaz, ADCC

vazba IV podjednotky recep-

toru HER2, endocytéza a uvol-

nenie DM1 blokujuceho funk-
ciu mikrotubulov, ADCC

vazba PD-L1 a blokacia imuno-
supresivnych signalov, ADCC

vdzba dimerizac¢nej podjed-
notky receptoru HER2, ADCC

vazba a blokovanie signélnej
drahy EGFR, ADCC

vdzba receptoru PD-1 a blo-
kacia imunosupresivnych
signélov

vdzba receptoru PD-1 a blo-
kacia imunosupresivnych
signalov

Vyuzitie v onkoloégii Referencie

no.n—l-|’odgk|nov Iyr}ﬁfom,’ch'ro— [109,110]
nicka lymfocytova leukémia
kolorektalny karciném, HER2
negativne metastazujuce na-
dory prsu, nemalobunecny kar-
ciném pluc

[111-113]

metastazy kostnej dreni [114]

mnohopocetny myelém [115]

metastazujuci kolorektalny
karcindm, metastézujuce
nemalobunééné karcinomy
hlavy a krku

[116,117]

metastazujlce nadory prsu [118,119]

metastazujuci karciném

z Merkelovych buniek [1201

metastazujlce nadory prsu [121,122]

metastazujuci skvamozny ne-

malobuneény karciném pltic [123,124]

metastazujuci melaném, me-
tastazujuce nadory kr¢ku ma-
ternice, metastazujuci nemalo-
bunecny karciném pluc

[125-127]

metastazujuci kozny skvamézny

karciném [128,129]

Ig — imunoglobuliny, ADCC - bunkova cytotoxicita zavisla na protilatkach, CDC - cytotoxicita zavisla na komplemente, VEGF -

vascular endothelial growth factor, RANKL - receptor activator of NFkB ligand, HER2 — human epidermal growth factor receptor 2,
PD-L1 - programmed death-ligand 1, PD1 - programmed cell death protein 1

tou schopnosti takychto IgG viazat C1q,
a moznostou nadorovych buniek unik-
nuat CDC [74]. Popri galaktozylacii boli
zaznamenané zmeny aj u inych glykofo-
riem. U naddorov zaludka bol zachyteny
narast fukozylovanych IgG a naopak
pokles bisektinovych IgG. V jednej $tu-
dii bola taktiez zistena asociacia zvyse-
nia sialylovanych a bisektinovych glyko-
foriem IgG s lepsim prezitim [70]. Stadie
na velkom pocte subjektov (pacientov

a zdravych kontrol) potvrdili pokles sia-
lylacie v celkovom sérovom IgG spo-
jeny s vyvojom nadoru a horSou prog-
nézou [75,76]. Nérast podielu manézy
u IgG Fc a Fab asociovany s progresiou
ochorenia bol zachyteny u maligneho
melanému v porovnani so zdravymi
pacientmi. Niektoré prace poukazuju
na korelaciu profilu agalaktézovych gly-
koforiem s hladinami zavedenych bio-
markerov vyvoja nadorového ochore-

nia a metastazovania, ako je to u nadoru
prostaty, plic a zalddka. Navrhuju tak
zaradenie hladin tychto $pecifickych
glykozylacii ako dal3ich biomarkerov
pre zlepSenie diagnostiky nadorovovych
ochoreni do buducnosti [72,77,78].

Terapeutické protilatky

Vyvoj monoklonalnych protilatok je jed-
nou z najrychlejsie sa vyvijajucich oblasti
terapeutik [79]. S presadzovanim ciele-
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/,/ Faktory ovplyviujtice
“ glykozylaciu:

» fyziologickym stavom bunky
(expresia glykozylacnych
enzymov, dostupnost
sacharidovych substratov,
rychlost syntézy proteinoy, ...);

* hormonalne riadenie (vek,
pohlavie, tehotenstvo);

¢ ochorenia (autoimunitné,

\_ infekéné, nadorové).

G G

Cul

) -
C.2 c.2

C,3 \

Efekty glykozylacia: \

stabilita a Struktura protildtok;
vazobné vlastnosti

(Fab glykozylacie);

interakéné schopnosti protilatok
s dalsimi zlozkami imunity —
regulacia efektorovych funkcii
protildtok ADCC, ADCP, CDC

a apoptoza);

farmakokinetické vlastnosti.

Obr. 4. Faktory ovplyvnujuce glykozylaciu protilatok a efekty tychto glykozylacii na Strukturu a funkciu protilatok.

Fab - fragment viazajuci antigén, ADCC - bunkova cytotoxicita zavisla na protilatkach, ADCP - bunkova fagocytéza zavisla na protilat-
kach, CDC - cytotoxicita zavisla na komplemente

nej terapie rastie ponuka efektivnejsich
protildtok ako hlavnych zastupcov bio-
logickej lie¢by vyuzitelnych pre coraz
sirSie spektrum ochoreni, ¢o podciarkuje
aj trend zvySovania poctu pre terapiu
schvélenych protildtok v poslednych ro-
koch. V roku 2017 tento pocet prvykrat
stupol pocet v EU a USA na dvojciferné
¢islo (10) [80]. V novembri roku 2018 to
bolo uz 12 protilatok a dalsie 4 boli v pro-
cese schvalovania [81]. Glykozylacia ako
modifikécia, ktord vyznamne vplyva na
kvalitu protilatok, patri k zdkladnym pa-
rametrom, ktoré je nutné analyzovat pri
vyvoji a produkcii biosimilarnych tera-
peutik [82] (tab. 2).

V mnohych pripadoch je produk-
cia monoklondlnych protilatok pre te-
rapiu z hladiska glykozylacie kompli-
kovana. Ako bolo spomenuté, vacsina
Fc fragmentov ludskych 1gG obsahuje
komplexné biantenarne GOF, GTF a G2F
s core-fukozylaciou a stopovymi mnoz-
stvami sialylovanych glykoforiem [83].
Pri produkcii protilatok v CHO bunkach

(izolovanych z ¢inskeho 3krecka) su vy-
tvarané glykoformy prirodzene sa vy-
skytujuce na fudskom IgG [84]. Mysie
myelémové bunky (NSO a SP2/0) v3ak
dokazu na rozdiel od CHO buniek pridat
abnormalne sacharidy, ako N-glykolyl-
neuraminuvu kyselinu, ktoré mozu po-
sobit imunogénne [85]. Tieto odlisnosti
v spektre glykoforiem vsak nemozno
brat len ako problém. My3ia myelémova
bunkova linia YB2/0 dokaze produkovat
rekombinantné protildtky s nizkym ob-
sahom core-fukozylacie, ¢0 mo6ze mat
za nasledok az 50nasobne vyssiu ADCC
aktivitu oproti produkcii v CHO bun-
kach [38]. Takisto kvasinky nedokazu vy-
tvarat fukozylované struktury, ale zato
tvoria hlavne vysokomandézové Struk-
tury, ktorych profil sa lisi v zavislosti na
kmeni [86,87]. Vdaka genetickej modi-
fikacii dokazu byt pre produkciu tera-
peutickych Ig vyuzité aj rastliny, kde boli
vypnuté enzymy tvoriace imunogénne
glykoformy [88]. A tak ako je pre znize-
nie imunogénnosti nutnad humaniza-

cia ich proteinovej zlozky, su v expres-
nych systémoch pomocou génového
inZinierstva vypnuté enzymatické drahy
tvoriace takéto glykoformy a naopak zo-
silené drahy tvoriace glykoformy s poza-
dovanymi vlastnostami [89,90].
Vyznamnym parametrom terapeutic-
kych protilatok je ich farmakokinetika.
V tomto procese je dolezitym mechaniz-
mom najma ich vychytdvanie z obehu.
Tento dej reguluje ich koncentraciu
a tym padom aj samotnu efektivitu tera-
pie. Vychytavanie glykozylovanych pro-
tildtok je sprostredkovany niekolkymi
proteinmi viazajucimi oligosacharidy
(receptormi). K najvyznamnejsim patria
v peceni exprimovany asialoglykoprotei-
novy receptor (asialoglycoprotein recep-
tor — ASGPR) a mandzovy receptor (man-
nose receptor — ManR) [91,92]. ASGPR
rozozndava termindlnu galaktozylaciu bi-,
tri- a tetraantendrnych glykoproteinov,
zatial co ManR interaguje s oligomané-
zovymi a hybridnymi glykanmi (glykany
obsahujuce mandzové a komplexné an-
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tény). Glykoproteiny st po vazbe endo-
cytozované a lyzované [93-95]. Ukazalo
sa, ze pre predizenie dizky biologickej
uc¢innosti glykoproteinov je vyznamna
terminalna sialylacia, ktord blokuje
alebo aspon vyznamne znizuje vazbu
glykdnov a teda aj protildtok na tieto
receptory [96]. Samotnd glykozylacia
N297 u IgG nie je vyraznejsie vyznamna
z hladiska farmakokinetiky. Ako bolo
spomenuté, su to najcastejSie GO resp.
G1 Struktury a nevykazuju silnejsiu afi-
nitu k ASGPR [97,98]. Signifikantnejsie
efekty na vychytavanie protilatok cez ich
glykanové modifikacie viéak moézu vy-
kazovat Fab glykozylacie, a to v zavis-
losti na ich pozicii a sacharidovom zlo-
Zeni [43, 99].

Problémom vyuzitia CHO a mysich bu-
niek su protilatky, ktoré obsahuju vysoky
podiel vysokomanézovych glykofo-
riem [100]. Autori Goetze et al poukazali
na to, Ze ich mnozstvo je zkrvi odburané
vyrazne rychlejSie a selektivne oproti
glykoformam obsahujicim terminalnu
galaktézu alebo GIcNAc, ktoré si zacho-
vavali konstantnu hladinu pocas 34 dni
po podani [101]. To je sposobené ManR
receptormi makrofdgov a dendritickych
buniek a aktivaciou drahy manan viaza-
juceho lektinu [102].

Neglykozylované protilatky

V terapii véak nemaju miesto len glyko-
zylované protildtky. Pri lie¢be niektorych
ochoreni protilatkami bez glykozylacie,
akymi su napr. onartuzumab (MetMAb -
pouzivany pri liecbe nemalobunkového
karcindbmu pldc) alebo otelixizumab
(TRXA - diabetes mellitus typ 1), nie su
pozadované aktivacie ADCC/CDC efekto-
rovych funkcii, ale len neutralizacia, resp.
anti/agonistické posobenie [103,104].
Neglykozylované protilatky maju porov-
natelné dizky biologickej G¢innosti ako
glykozylované, ich vyhodou je v3ak rych-
lejsia produkcia nizsimi eukaryotmi alebo
baktériami [105]. V pripade $pecifickych
substitucii v C,2 a/alebo C 3, ako napr.
S298G/T299A, si dokazu zachovat schop-
nost vazby urcitych FcyR receptorov, ktora
je inak zavisld na glykozylacii [106,107].

Zaver
Protildtky nie su len nevyhnutnymi kom-
ponentami nasho imunitného systému,

ale aj modernymi nastrojmi terapie za-
vaznych ochoreni. Glykozylacie protila-
tok vyznamne vplyvaju na ich funkciu
(obr. 4). Medzi tieto procesy zaradujeme
najma apoptézu, ADCC, ADCP ¢i CDC.
Obrovské mnozstvo zlozZiek, ktoré imu-
nitny systém tvori, vSak vytvara spleti-
tost signdlnych dréh, a preto stéle nie je
poznanie ich presnej funkcie v prirodze-
nych i v patologickych procesoch dosta-
to¢ne definované. Po odhaleni funkcii
jednotlivych glykozylacii ¢i uz za fyziolo-
gickych alebo patologickych podmienok
bude umoznené navrhovat protilatky
alebo aj Fc-fuzované preparaty [108]
s glykozylaciami zabezpecujlcimi este
cielenejsiu a efektivnejsiu terapiu.
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