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1.1. Projekt Od fyziologie k mediciné

Projekt Od fyziologie k mediciné — integrace védy, vyzkumu, vzdéldni a praxe je
vzdéldvaci projekt, jehoZ cilem je nadstandardni vzdéldvani v oblasti fyziologie a biome-
dicinskych aplikaci (http://cit.vfu.cz/fyziolmed/). Vzdélavini je vedeno jak v rovi-
né teoretické (prezentace aktudlnich poznatkl v kontextu vzdjemnych souvislosti), tak
v roviné praktické (experimentdln{ praxe, metody efektivniho zpracovdni dat, aplikace
vysledkd vyzkumu, exkurze).

PRO KOHO je projekt urcen?

1) Akademické pracovniky VS (3kolitele VS studentfi na drovni Bc., Mgr. a Ph.D.)

2) Studenty VS (Bc., Mgr. a Ph.D.)

3) Studenty a pedagogy SS (s hlubsim z4jmem o fyziologii a medicinu)

Podminkou Gcasti v projektu byla registrace prosttednictvim projektovych webovych stra-
nek. (registrace byla uzaviena 31.12.2010)

CO projekt nabizi?

1) Odborné vzdélavani formou diskusnich seminafa (viz dale) se zaméfenim na ak-
tudlni fyziologicko-lékafskou problematiku a témata ocenénd Nobelovymi cenami za
Fyziologii a medicinu

2) ExKurze na pracovi$té védy a vyzkumu, aktivni zapojeni do experimentt

3) Ziskdni zkuSenosti s atraktivni prezentaci vlastnich vysledkd na odbornych ak-
cich (konferencich)

4) Sezndmeni{ s moznostmi mezindrodnich kontakti a uplatnéni na svétovém vé-
decko-vyzkumném féru

5) Tisténé a interaktivni publikace k jednotlivym semindftm

OD FYZIOLOGIE K MEDICINE

Casovy harmonogram projektu

2009 Organizaéni start projektu, pfiprava seminaru

nabor Ucastnikl do brnénského cyklu seminaru

2010 L6 E868@

Brno Cyklus seminaiua v regionu Brno
nabor Gcastnikd pro olomoucky cyklus seminaru

2011 D6 E868@

Olomouc Cyklus seminart v regionu Olomouc

20 1 2 Zavereéna konference brnénské i olomoucké
skupiny registrovanych; zavér a obhajoba projektu

Obr. 1.1. - Casovy harmonogram projektu Od fyziologie k mediciné
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1.2. Projektové diskusni seminafe

Jednotlivé semindte probihaji v neformdln{ pfdtelské atmosféie. Sklddaji se z ¢ésti teo-
retické a navazujici ¢dsti praktické, kdy maji Gcastnici moZnost uplatnit ziskané teoretické
poznatky pf{mo v praxi.

Prvni etapa projektovych semindf jiz tispésné probéhla v regionu Brno v pribéhu roku
2010. Byla garantovéna Veterindrnf a farmaceutickou univerzitou v Brné ve spolupréci s Usta-
vem Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR a fadou externich spolupracovniki.

V ndvaznosti na prvni cyklus projektovych semindf@ realizovanych v roce 2010 v regio-
nu Brno, probihd druhy cyklus semindit v regionu Olomouc (Gnor-prosinec 2011). Podobné
jako v brnénské etapé, probihaji olomoucké semindfe ve dvou cyklech: jarnim (4 seminéfe)
a podzimnim (3 semindfe).

Olomoucké semindfe jsou zastitovdny odborniky z P¥irodovédecké a Lékaiské fakulty Uni-

ey verzity Palackého ve

1 . spoluprdci s fadou

JARNI CYKLUS 2011 externich _ spolu-
pracovnikdl  (védci,
i 2011  lékafi, pedagogové

i
\

Leden [‘523'.1‘5?5?&’,%3'13 ?ﬂﬁxiﬂw i pracovnici biome-
dicinckych instituci

a provozd).
VSechny  pro-
jektové  materidly

)
)
Unor )““?Registrace do BREZNOVEHO )‘\i“

| seminafe (vybér ze 3-4 termint) |

seminare

= 'Registrace do DUBNOVEHO olvovani BREZNOV
Bfezen [“‘L‘seminéFe {(vybdr ze 2-4 terminﬁl)‘}‘! i seminafe

Duben FRegistrace na zahraniéni \}‘\ salvovani DUBNO vydané pro Ucast-
I Wi i il e s
 exkurzi (jen jeden termin) I seminare il K seminafil

Kvéten v regionu Brno,

£na zahranicni exl , » .
: ziskajl v tiSténé po-

Cerven - zari: Projektové prazdniny dobé také tcastnici
semindfd v regionu

. el Olomouc a naopak.

PODZIMNI CYKLUS 2011 : Pro ostatni zjem-
ce jsou materidly

v elektronické po-

dobé spolu s dalsimi

Zari (Registrace do RIJNOVEHO ,|
| seminare (vyb&r ze 3-4 termind) informacemi o pro-

ii (Reg. do LISTOPADOVEHO |
leen | seminafe (vybér ze 3-4 terminl‘])‘-‘;.!

jektu k dispozici na
projektovych — we-

seminare

= {"“Reg. do PROSINCOVEHO il Absolvovani 2 e L T
Listopad | 20, e (vwher zo 34 termind) TOPADOVEHO sem bovych .strankach.
. http://cit.vfu.cz/
- i solvovani .
Prosinec m"osmcovéuo semin fyziolmed/

Casovy harmo-
;laro 2012 . ( nogram  olomouc-

polecna zavérecna konference vSech Ucastniku projektu (brnénské i olomoucké skupiny , s4vo s
registrovanych) kYCh semindfa je

Obr. 1.2. - Casovy harmonogram jarniho (a) a podzimniho (b) cyklu projekto- ~ 21@Z0TNEN Na ob-
vych semindfd v regionu Olomouc rézku 1.2.a,b



1.3. Ohlédnuti za seminafem Kmenové bunky

V dnoru 2011 probéhl ve ¢tyfech terminech (18., 25., 26. a 27.2.) prvni projektovy se-
mindf v regionu Olomouc. Teoretickd ¢4st probéhla v Ustavu biologie LF UP v Olomouci;
praktickd ¢4st probéhla jednak v laboratofich Ustavu biologie a déle v Centru pro préci
s laboratornimi zvitaty LF UP v Olomouci. Semindf vedl doc. V. Divoky spolu s dal$imi
lektory (Mgr. M. Horvéthovd, MVDr. D. DoleZal a Ing. L. Piterkovd). Pribéh seminati je
zachycen na obr. 1.3. — 1.4

Obr. 1.3. Semindf Kmenové buriky 18.2.2011
Titul doprovodné publikace (a); Vyklad doc.V. Divokého-tvodni predndska o kmenovych burikdch (b);

Kmenové bunky

vyuilti ve virkumu a ink ke pral

VWklad MUDr. D. Dolezala o zdsaddch intravendznich aplikaci ldtek u mysi (c); Praktickd cdst vykladu
MUDr. D. DoleZal v Centru pro prdci s laboratornimi zvitaty-predstaveni bézné pouZivanych farmak (d)

PrRmm— R L
e -, iy o 1 2 i

Whklad zdsad manipulace s laboratornimi zvitaty-postup pri fixaci laboratorni mysi (e); Intravendzni aplikace
do ocasni artérie mysi umistené ve fixacni kleci (f)



Detail fixacni klece pouZivané pri nitroZilnich aplikacich nebo odbéru krve z ocasni artérie mysi (g);
Priprava k pozorovani kultur kmenovych bunék pomoci svételného mikroskopu a zjistovani vitality bunéc-
nych kultur (h)

Obr. 1.4. Semindf Kmenové buriky 25.2.2011
Wklad MUDr. D.DoleZala k anestezii laboratornich zvirat (a); Demonstrace tzv. metabolické klece urcené
k ddvkovani potravy, tekutin popr. experimentalné testovanych ldtek u mysi (b).




Wklad MUDr. D.Dolezala:Photon Imager — Bioluminiscence mySiho karcinomu mlécné Zldzy po ortoptické
transplantaci (c); DigitdIni zobrazeni nddorového ristu: experimentdini (vievo) a kontroini (vpravo) zvire (d)
c) = q ‘

Pozorovdni ristu suspenzni bunécné linie v kultivacni nddobé pomoct invertovaného mikroskopu. (e); Prdce
se svetelnym mikroskopem pii pozorovdani bunécnych kultur. (f)

P-r.v; . |

Vstup na pracovisté Ustavu pro praci s laboratornimi zvitaty LF UPOL (g); Lamindrni box pro manipulaci
a jednoduché zdkroky se zvitaty (odbery, aplikace). (h)




1.4. Uvod k tématu Imunologie a imunomodulaé-
ni terapie

Imunitn{ systém patif k zdkladnfm homeostatickym mechanism@m v téle. Obrovskd
diverzita imunitnich bunék, resp. molekul na jedné strané, zajistuje ochranu ¢lovéka proti
Sirokému spektru infek¢nich patogent, na druhé strané vSak komplikuje fadu 1écebnych
zdkrokl (napf. transplantacf).

Vyzkum v imunologii je sméfovédn k maximdlnimu pozndni vech zdkonitosti, které
imunitn{ systém k obrané téla pouzivd, a to jak rozpozndvacich, eliminac¢nich i toleranc¢-
nich procest.

Nové poznatky ziskané v zdkladnim vyzkumu dnes nachdzeji stdle $irS{ uplatnéni
v modern{ terapii napf. biologické 1é¢hé, boji proti nddorovym onemocnénim, popf. 1é¢hé
zvysujiciho se po¢tu autoimunitnich onemocnénf a rtznych typt alergi...

Predklddand publikace poddvd stru¢ny ptehled zdkladnich informaci o imunitnim
systému. S ohledem na praktickou ¢4st semindfe v provoze vyroby cytostatik a imuno-
supresiv, je teoreticky vyklad zaméfenim na problematiku specifické imunitni odpovédi
a prezentace vybranych postup imunomodulaéni terapie.

Praktickd ¢dst semindfe probéhne ve farmaceutickém vyrobnim zdvodé Teva Czech
Industries s.r.0. Opava-Komérov (obr. 1.5.), difve zndmém pod ndzvem Galena , jejiz
historie sahd az do r. 1883. V r. 2006 se spole¢nost stala soucdst! nadndrodni skupiny
Teva se sidlem v Izraeli a je v souCasné dobé jednou z nejvyznamnéjsich domdcich farma-
ceutickych spole¢nosti. Firma klade velky dfiraz na kontinudln{ celoZivotni vzdéldvani
a rozvoj vzdélavacich aktivit ve spoluprdci s rdznymi odbornymi spole¢nostmi.

Obr. 1.5. - Letecky pohled na farmaceuticky zdvod Teva Czech Industries s.r.o. Opava-Komdrov
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Opavsky zdvod ma ve svém Sirokém portfoliu generické 16¢ivé pifpravky — pfedevsim
antiastmatika, cytostatika, imunosupresiva, hypolipidemika, antihypertenziva aj. (v podobé
tablet, tobolek i kapalnych 1ékovych forem), ddle také volné prodejné 1éky (OTC), Gcinné
farmaceutické 1atky (API) a rostlinné extrakty. Produkty spliiuji uzndvané standardy kvality
a jsou exportovany do fady zemf celého svéta, véetné USA, Austrdlie a zdpadn{ Evropy.

Utastnici dubnového semindfe Imunologie a imunomodula¢ni 1é¢ba navitivi dva provozy:

e Vyrobu mékkych Zelatinovych tobolek (imunosupresivum Cyklosporin) — obr. 1.6.

e Zavod NOSD (New Oral Solid Dasage Plant) — nejnovéjsi vyrobni ¢dst opavského zdvodu,
ktery byl otevien v r. 2010. Zdvod NOSD byl vybudovdn s vyuZitim nejnovéjsich technologif
a vyrabi 1éky predevsim pro americky trh. (obr. 1.7.)

'—u, =

g ¢
obr. 1.6. - Blistrovact linka — baleni léCiva do primdrniho obalu (a), vyroba mékké Zelatinové tobolky — for-
movani Zelatinového obalu a jeho plnéni lécCivem (b)

kde se mimo jiné nachdzi moderni jidelna pro zaméstnance. (b)
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Imunitn{ systém (IS) patf{ k zdkladnim homeostatickym mechanism@m' v téle. Sprav-
né fungujici IS chrdnf organismus pfed cizorodymi a infekénimi ¢dsticemi a odstratiuje
vlastni odumfelé, zestdrlé nebo poSkozené buiiky v¢. nddorovych (obr. 2.1). Zékladni
vlastnosti sprdvné fungujictho imunitniho systému je schopnost rozeznat ,vlastni“ od
»Cizfho“. To je umozZnéno pfedevsim extrémnim polymorfismem? imunitnich molekul,
které jsou schopny od sebe rozlisit ¢dstice na zdkladé i velmi malych rozdilt a nasledné
s nimi specificky reagovat.

Obr. 2.1. - Tri skupiny

TOLERANCE DOHLED (surveillance) | cistic rozpoznavanych IS.
Identifikaci a eliminaci in-

VLASTNI NORMALNI VLASTNI, PATOLOGICKY fekénich Céstic nazyvame
BUNKY A MOLEKULY ZMEMENE BURKY obranyschopnost; Viastni

neposkozené  struktury

Jsou IS tolerovdny; iden-
Struktury tifikaci a eliminaci viast-

rozpoznavané nich poskozenych bunék
imunitnim a molekul oznacujeme
systémem Jako imunitni dohled

CIZORODE a INFEKCNI CASTICE

OBRANYSCHOPNOST

2.1.1. Antigen a jejho stimula¢ni a¢inky pro IS

Makromolekuldrni strukturu (patogen, butika, molekula), kterd je imunitnim systé-
mem rozpoznhdna a kterd stimuluje komplexni specifickou imunitn{ odpovéd, oznacujeme
jako antigen (Ag), nebo také imunogenni latka (imunogen). Aby mohla byt Céstice
povazovdna za antigen, musi splfiovat urcité chemické, fyzikdln{ a biologické vlastnosti:
e LiSi se svym sloZenim od sloZen{ hostitelského organismu
e Je rozpoznavéna povrchovymi receptory bunék imunitniho systému
e Jde o komplexni makromolekuly s dostatecnou velikosti (zpravidla molekulovd

hmotnost > 5000 Da)

Z chemického hlediska jsou antigeny nejcastéji proteiny, lipoproteiny, lipopolysacha-
ridy nebo nukleoproteiny.

Nizkomolekuldrni ldtky, které se vaZi na specifické receptory resp. protildtky, ale ne-
jsou dostatecné velké, aby stimulovaly komplexni imunitn{ odpovéd, nazyvdme hapte-

ny.

" udrZuji, resp. obnovuji stalost a rovnovahu vnitfniho prostredi
2 poly= mnoho, morpho=tvar; buriky i molekuly IS se vyskytuji v mnoha variantach
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Cést molekuly antigenu, na kterou se bezprostiedné véZe receptor, resp. protildtka IS,
nazyvdme antigenni determinant (epitop). Jedna antigenn{ ¢dstice méd zpravidla vice
epitopt (0br.2.2.)

Antigeny I* Epitopy (antigenni determinanty)

Obr. 2.2. - Vztah Antigen-epitop. Jedna antigenni cdstice md vice epitopd (zeleny a fialovy), z nichZ kazdy
Je rozpozndvdn jinym bunécnym klonem, resp. protildtkou.

K tomu, aby byla iniciovdna komplexn{ imunitn{ reakce v3ak nestacf jen jednoduchd
vazba antigenu s receptorem, ale je nutné, aby byly soucasné aktivovdny dal$i kostimu-
la¢ni vazby. Tuto podminku prdvé nespliiuji nizkomolekuldrni hapteny, proto je oznacu-
jeme jako nefunkéni (nekompletni) antigeny.

Obrana organismu je zajistovdna dvéma zdkladnimi imunitnimi mechanismy, které se
1i81 pfedevsim rychlosti aktivace a specificnosti zdsahu. Obr.2.3.

2.1.2. Nespecifickd imunitni odpovéd

Je prvotni ¢asnou reakci organismu na pfitomnost patogena nebo jiné nezddouci
Céstice. Oznacujeme ji také jako vrozenou, protoZe se jeji kvalita a G¢innost béhem Zivota
neméni. Butiky nespecifické imunity jsou aktivovdny pfedev$im chemickymi strukturami,
které se nevyskytujf u vlastnich bunék, ale jsou spole¢né skupindm mikroorganismd.

Typickym projevem nespecifické imunity je zanét — komplexni soubor reakci ve vas-
kularizované tkani, zajistujici v misté poskozeni maximalni prokrveni, pfisun imunocytd
a dal$ich chemickych reguldtord, které napoméhaji zhojeni. Nespecifickd imunitnf odpo-
véd je realizovdna na Grovni orgdnové, bunécné i molekuldrni. Uplatiiuji se predevsim:
¢ Fyzikdlni a chemické bariéry organismu (kiZe, fasinkové epitely, acidita Zalude¢-

nich §tdv, antibakteridlni sloZky slin, slz atd.)

* Aktivace fagocytujicich bunék (dendritické b., neutrolily a makrofégy)
¢ AKktivace sérovych proteini komplementu (viz dile)
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2.1.3. Specificka imunitni odpovéd’

Bezprostiedné navazuje na prvotn{ nespecifickou fdzi obrany organismu. Je zajistova-
na specializovanymi druhy bilych krvinek - B a T lymfocyty, které jsou aktivovdny vysoce
specifickou vazbou svych membrdnovych receptord s konkrétnim antigenem (resp. epi-
topem). PInd aktivace adaptivnich imunitnich procest trvad déle, protoZe je spojena s tzv.
klondlni expanzi® konkrétnich lymfocytdrnich klon. Oznaceni ,adaptivni“ (ziskand) se
pro tento typ imunity pouzivd proto, Ze se béhem Zivota jedince vytvai{ ndhodné stdle
nové varianty bunéénych receptorti v komplikovanych procesech na drovni DNA (napf.
pfeskupovan{ genti aj. — studuje imunogenetika).

B lymfocyty pfedstavuji latkovou (humordlni) sloZku adaptivni imunitni odpo-
védi; na setkdnf s antigenem reaguji produkci tzv. imunoglobulind (protildtek). T lymfo-
cyty pfedstavuji bunécnou slozku specifické imunity. Po stimulaci antigenem produkuijf
chemické 1dtky (cytokiny), jeZ ovliviiuji chovani fady dal$ich imunitnich bunék sméfujict
k eliminaci stimula¢niho antigenu. (vice v samostatnych kapitoldch 2.3 a 2.4.)

NESPECIFICKA SPECIFICKA
(vrozena (adaptivni, ziskana)
imunitni reakce) imunitni reakce

<

Prvotni faze Pozdejsi faze imunitni odpovédi
imunitni odpovédi (likvidace infekce)

Obr. 2.3. - Casové posloupnost vrozenych (nespecifickych) a adaptivnich (specifickych) obrannych reakct
organismu.

Imunologicka pamét

Zralé lymfocyty, které se dosud nesetkaly s antigenem, oznacujeme terminem naiv-
ni lymfocyty. Po vazbé antigenu s naivnim lymfocytem, dochdz{ k jeho aktivaci, pro-
liferaci a vzniku efektorovych bunék. Soucasné vznikd mensi pocet tzv. pamétovych
lymfocytl, které jsou schopny pfi opakovaném setkdnf{ s jiz zndmym antigenem pro-
dukovat efektorové butiky a protildtky mnohem rychleji a efektivnéji, nez pti prvnim
setkdni. Pamétové lymfocyty se v organismu uchovdvaji dlouhodobé z doby prvotni-
ho sekdnf s danym antigenem. Proces nazyvdme imunologickou paméti adaptivniho
imunitnfho systému.

3 proces intenzivni proliferace (déleni) konkrétniho klonu lymfocytu jako odpovéd na specifické rozpoznani
antigenu; pomnoZeny klon pak mize ve velkém poctu efektivné zasahnout pfi eliminaci antigenu
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2.2. SlozKy imunitniho systému
Ke slozkdm IS zahrnujeme struktury na Grovni orgdnové, tkaniové, bunécné i moleku-
ldrn{. Imunitn{ systém je tvofen soustavou organd, tkdn{, bunék a celého spektra specific-

kych molekul vdzanych bud na membrdnu imunocyt(, nebo volné cirkulujicich v télnich
tekutindch resp. tkdnich.

2.2.1. Organy a tkané imunitniho systému

ProtoZe se vétsina tkdnf a orgdnd imunitniho systému podilf na rGstu, vyvoji, zrdni ¢i
eliminaci lymfocytl, nazyvdme je také jako lymfatické organy (obr. 2.4.).

m mizni uzliny

brzlik “
k:dx

-

mandle

lymfatické cévy

slezina

kostni dFef -

Obr. 2.4. - Prehled primdrnich a sekunddrnich lymfatickych orgdni

Primérni (centralni) lymfatické orgdny jsou mistem tvorby a dozrdvin{ imunit-
nich bunék (imunocyty):
e Cervena Kostni dfen produkuje z tzv. hemopoetickych kmenovych bunék vSechny
krevn{ elementy v¢. imunocytd (hemopoéza*) — obr. 2.5.
e Brzlik (thymus), uloZeny za sternem v doln{ ¢ésti krku, je mistem dozrdvéni T lymfo-
cytl a produkce lymfopoetickych hormont thymozinu a thymopoetinu
Sekundarni (periferni) lymfatické organy zprostfedkovavaji kontakt imunocytl
s cizorodymi ¢4sticemi a zajiStuj{ transport a vhodné prosttedi pro imunocyty
e Lymfatické (miznf) cévy jsou slepé konéici cévy, které odvad{ tkdfiovy mok (vznikly
filtraci z krevnich vldse¢nic) zpét do krve. Diky vysoké propustnosti svych stén umoz-
fujf vstup vird, bakteriim popf. nddorovym bufikdm.

4 v prenatalnim obdobi probihd hemopoéza v jatrech
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e Lymfatické uzliny jsou orgény fazolovitého tvaru, filtrujici sbérné lymfatické cévy.
Zachycujf antigeny z lymfy a brdnf jejich rozptyleni. Zprostfedkuji kontakt lymfocyth
s antigenem a iniciujf tak specifickou imunitni reakci (viz ddle).

e Slezina je nepdrovy, na lymfocyty bohaty orgdn umistény v dutiné b¥iSni, v blizkosti
Zaludku. Je bohaté zdsobend krvi, kterou filtruje. Vychytdvd a likviduje poSkozené
a odumfelé Cervené krvinky; dédle zachycuje z krve potencidlni antigeny a iniciuje
specifickou imunitni odpovéd.

e Mukdzni lymfaticka tkan dychaci (MALT) a trdvici (GALT) sliznice

¢ Peyerovy plaky: organizované shluky lymfatickych uzlin ve stievé

2.2.2. Buiiky imunitniho systému

Imunitnich reakef se Gcastni celd fada bunék , tzv. imunocytd. Vechny vznikaji v cervené
kostn{ dfeni z pluripotentni kmenové buiiky, kterd se déli na unipotentnf® kmenové butiky (tzv.
myeloidnf{ a lymfoidni progenitory) - obr. 2.5. Z hlediska mista vyskytu miZeme imunocyty
rozdélit na butiky cirkulujf v krvi nebo v lymfatickych cévdch, butiky nachdzeji se v tkdnich
nebo lymfatickych orgédnech, popt. migrujici mezi témito prosttedimi. K butikdm cirkulujicim
v krvi patff vSechny bilé krvinky (leukocyty), pfi¢emZ nékteré z nich migruji mezi krvi a tké-
némi (hl. neutrofily) popf. se ¢ast populace vyskytuje jak v cirkulaci, tak lymfatickych orgdnech
(T a B lymfocyty). K typickym tkdfiovym bufikdm pati{ dendritické butiky a makrofégy.

Pluripotentni kmenova bunka

megakaryocyt

8
Myeloidni Lymfoidni =
rogenitor =
prog ‘___,..-"'“ "“u..\‘-‘progenitol’ o
X
(1]

— ©erytroblast

plazmaticka
burika

o mk‘?u

@ OO X PLb

zirna burika neutrofil eozinofil  makrofa | Tre Th3 Te
(mastocyt)  (diacedéza) d d‘:,“tf';ka c
urika

=
el
m
o,
=
[
m
M
I

bazofil neutrofll eozmofll monocyt

Obr. 2.5. - Prehled hematopoézy

5 dava vznik jedné vyvojové fadé krevnich bunék
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Morfologickd a funkéni klasifikace imunocytl se mtZe zddt komplikovand, protoZe
fada bunék md vice podtypll nebo naopak jeden druh bunék ma vice vyvojovych stadif
a ndzvl. Jednotlivé funkéni a morfologické kategorie se navic ¢asto prekryvaji.

Klasické morfologické ¢lenéni imunocyti:

¢ Granulocyty: bunky obsahujici segmentované jadro a v cytoplazmé tzv. granula
barvitelnd neutrofilnimi, eozinofilnimi nebo bazofilnimi barvivy; podle toho jednot-
livé granulocyty oznacujeme jako neutrolily, eozinofily a bazofily. Granulocyty se
ucastn{ predevsim prvn{ fdze nespecifické imunity. Jejich granula obsahujf 1dtky rozvi-
jejict zdnétlivou reakci (napf. histamin)

e Agranulocyty: butiky s velkym ovdlnym jdédrem a cytoplazmou bez granul. Pat¥{ sem
monocyty ( nespecifickd imunitni reakce) a B a T lymfocyty (typicti pfedstavitelé
specifické imunitni reakce)- podrobnéji v samostatnych kapitoldch 2.3. a 2.4.

Z hlediska funkce mtZeme rozlisit ndsledujici hlavni skupiny imunocyt:

e Fagocyty: buiiky schopné selektivné fagocytovat nezddouci ¢dstice. Typickymi fagocy-
ty jsou neutrofily, dendritické buniky a makrofagy

¢ Cytotoxické buiiky: jednd se o butiky schopné likvidovat jiné butiky. Pati{ sem pfe-
devsim cytotoxické T lymfocyty, NK buiiky a eozinofily.

e Schopnost prezentovat antigen: tuto schopnost majf tzv. profesiondln{ fagocyty,
ptedev$im dendritické buiiky a makrofagy. Pohlcené antigenni ¢éstice jsou uvnitt
fagocytu rozstépeny a jejich fragmenty jsou ve vazbé na MHC molekulu prezentovény
na povrch fagocytu. Butiky schopné prezentovat antigen oznacujeme jako APC (anti-
gen presenting cell) — vice viz. Kapitola 2.4.

Obr. 2.6. - Prehled imunocytd, jejich vyskytu a funkce.
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KaZdy typ imunitni butiky se vyznacuje typickou kombinaci povrchovych mem-

branovych proteind. Tyto proteiny jsou oznacovény zkratkou CD, doplnénou ¢iselnym
kédem? (viz ddle)

Pfehled imunocytd, jejich vyskytu a funkce ukazuje tab. 2.6.

2.2.3. Molekuly imunitniho systému

V imunitnim systému existuje Siroké spektrum nejriznéjsich typt molekul, vézanych bud

na membrdnu imunocyt nebo volné rozpusténych v krevnim séru, popf. dalsich télnich te-
kutindch:

Imunoglobuliny (protildtky): jsou sekretovdny plazmatickymi butikami (efektorové B-
lymfocyty). Vyskytuji se v péti izotypech, liSicich se stavbou i funkc (vice v samostatné
kapitole 2.3.)

Receptory imunitnich bunék: membrénové proteiny schopné vice nebo méné specific-

ky rozpozndvat rizné typy molekul v téle a ndsledné iniciovat pfislusnou imunitn{ odpo-

véd, vedouci k eliminaci stimulujici ¢dstice:

¢ Nespecifické receptory vrozené imunity: rozpozndvaji struktury spole¢né mnoha
patogentim. Napf. TLR (Toll like receptor - evolu¢né staré receptory rozpoznavajici bak-
teridln{ lipopolysacharidy, lipoproteiny a flagelin), manézovy receptor (vdZe se na bak-
teridlni polysacharidy s termindlnf manézou), scavengerové receptory (tzv. ,uklize¢i“
— véZ{ poSkozené molekuly s volnymi radikdly)

O Specifické receptory adaptivni imunity: receptory T a B lymfocytd, rozpoznavajic
molekuly liSici se i velmi nepatrnymi rozdily (podrobnéji v samostatnych kapitoldch
2.3.a24.).

¢ Koreceptorové molekuly - jejich aktivace je nutnd k iniciaci komplexn{ imunitni odpo-
veédi.

Cytokiny (medidtory): jsou medidtory, prostfednictvim kterych se imunitn{ butiky do-

rozumivaji. Existuje fada pohled a snah, jak cytokiny pfehledné klasifikovat. Aktudlné je

nejcastéji pouzivdno ¢lenéni na:

<& INTERLEUKINY — heterogenni skupina ldtek glykopeptidové povahy oznacovdnd zkrat-
kou IL s ¢iselnym indexem. Jsou produkovany butikami specifické i nespecifické imunity.
Plisob{ ¢asto spole¢né a ovliviiuji pfedevsim rizné féze vyvoje lymfocytl a makrofdgd.

¢ INTERFERONY — peptidické 1atky s protivirovymi G¢inky napf. IFNa, [FNB,

O RUSTOVE faktory (GF, z ang. growth factor)— peptidové latky ovliviiujici rist a prolife-
raci rGznych typG bunék, napt. FGF (fibroblast growth f.), EFG (epidermal growth f.),
VEGF (vascular endotelial growth f.)

¢ KOLONIE STIMULUJICT faktory (CSF, z angl. colony stimulation factor) — stimulujf
v kostnf dfeni rlst a diferenciaci rdznych typt bunék, napf. GM-CSF (rlistovy faktor
stimulujici rist granulocytd a makrofdgl)

¢ NEKROTIZUJICT faktory (TNF, z angl. tumor necrosis factor) — ptisobi cytotoxicky, pro-

¢ CHEMOKINY - nizkomolekuldrn{ peptidy s chemotaktickymi G¢inky

5 CD = Cluster of Differenciation, mezinarodni nomenklatura povrchovych membranovych proteint imunocytt.
Pfitomnost dané molekuly se oznaduje znaménkem +, absence znaménkem -
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¢ Proteiny komplementu: Skupina pfiblizné 30 sérovych proteind oznacova-
nych Cl, C2 atd. Proteiny komplementu jsou hlavni ldtkovou slozkou nespeci-
fické imunitn{ odpovédi. Jsou aktivovdny bud pffmo vazbou s antigenem nebo prostred-
nictvim protildtek navdzanych na antigen. Proteiny komplementu aktivuji fadu imunitnich
reakcf a dokdz{ perforaci bakteridln{ stény lyzovat bakterii.

e MHC glykoproteidy’ resp. HLA molekuly®. Molekuly exprimované profesiondlnimi fago-
cyty (APC butikami) a Géastnici se stimulace T lymfocytl (vice v samostatné kapitole 2.4.
— T lymfocyty)

e Adhézni molekuly — zpisobujici vzdjemné pfilnuti (adhezi) bunék-nasmérovini no-
sitelskych bunék k cilové tkdni, napf. leukocytl k endotelu cév. Pati{ sem selektiny
(P-, E- a L-selektiny; zprostiedkovavajf inicidln{ adhezi leukocytl k endotelu cév), integriny
(VLA-vdZe se na VCAM-1, LFA-zprostfedkovavd vazbu na endotel pfes ICAM-1), ICAM-1
(intracelular adhesion molekule — vyskyt na epitelu, umoZziiuje pfichycenf leukocytt), PE-
CAM:-1 (platelet endotelial cell adhesion molekule — adhezn{ molekula krevnich desti¢ek
a endotelu cév).

CD molekuly - mezinarodni klasifika¢ni systém bunék

Vétsina imunitnich molekul md své oznaceni v mezinarodnim klasifikacnim systému
Cluster of Differentiation (CD)’

Jednotlivé molekuly jsou v tomto systému oznacovany zkratkou CD a pf{sluSnym &iselnym
indexem (dosud bylo definovdno cca 300 CD molekul). CD klasifikace je ¢asto jedinou moznos-
ti, jak od sebe mtizeme nékteré morfologicky stejné imunocyty od sebe odlisit. CD molekuly
predstavuji bunécné diferenciacni markery (human cell differenciation markers). Pf{klady
CD molekul:

CD1 - vyskyt u dendritickych bunék; molekula prezentujicf nebilkovinné antigeny (lipidy, gly-
kolipidy) T-tymfocytGm
CD4 — koreceptor pro MHC-II na pomocnych Th lymfocytech; zdroveni poskytuje receptor pro
uchyceni HIV retroviru
CD8 - koreceptor pro MHC-I na cytotoxickych Tc lymfocytech
CD25 — vyskyt u skupiny regulacnich T-lymfocytd (Treg)
CD28 — koreceptorovd molekula u T lymfocyt(; realizuje tzv. 2. signdl nezbytny k aktivaci T
lymfocytt
CD31 — adhezni molekula PECAM krevnich desticek
CD34 — vyskyt u hemopoetickych kmenovych bunék

B lymfocyty piedstavuji humordlni (ldtkovou) sloZku specifické imunitni odpo-
védi. Rozpozndvaji pfimo extraceluldrni antigen prosttednictvim vysoce specifického
receptoru - BCR (B-Cell Receptor), ktery je typickou povrchovou molekulou vSech B

”Major Histocompatibily Complex

8Human Leukocyte Antigen

9 Klasifikace byla zavedena v r. 1982 v Pafizi. Jako nova CD molekula je povaZovana kazda povrchova mole-
kula, ktera je detekovana alespor dvéma protilatkami.
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lymfocyt. Na povrchu B-lymfocytu se nachdzi asi 120 000. BCR, které se vyznacuji

témito vlastnostmi:

o Struktura BCR se velmi podobd struktufe protildtky. Odli¥nost je pouze v doméné,
kterd kotvi BCR do membrdny B lymfocytu

¢ BCR se snadno v buné¢né membrané pohybuje (plave) a v ptipadé vazby s antigenem
md afinitu pfimykat se k ostrvkim membrdnovych lipidd (doslova ,lipidové vory“,
lipid rafts)*

e BCR mad tendenci ke zdvojovéni, ztrojovanf - k oligomerizaci!!

Aktivace BCR zralého B lymfocytu antigenem stimuluje produkci protildtek (imuno-
globulind, Ig). B lymfocyty jsou schopny také prezentovat antigen T lymfocytlm, které
zpétné modifikuji aktivitu prezentujictho B lymfocytu.

2.3.1. Protilatky (imunoglobuliny, Ig)

Molekula protildtky obsahuje 4 peptidové fetézce, dva identické téZké fetézce a dva
identické lehké fetézce. Polypeptidové fetézce jsou navzdjem spojené disulfidickymi
mistky a v prostoru zaujimaji tvar pismete ,Y“. Na peptidovych fetézcich rozliSujeme,
kromeé variabiln{ oblasti pro vazbu s antigenem, fadu dal$ich vazebnych mist (napf. pro
makroféfgy, Fc receptor, proteiny komplementu) a domén'? (obr. 2.7.)

Vazebné Disulfidické
misto pro mustky
antigen

Variabilni oblast
(N - region)

Ig domény /&.

Vazebné misto
pro proteiny

LE L L] } Konstantni oblast

{C - region)

Vazebné misto
pro makrofagy

.. Lehky Fetézec (2 K)

J @ Tezky retézec (0,8,7,5,¢)

Obr. 2.7. - Struktura molekuly protildtky (imunoglobulinu Ig)

'° Lipid rafts and B-cell activation, Susan K. Pierce, Nature Reviews Immunology 2, 96-105 (February 2002)

" Oligomeric organization of the B-cell antigen receptor on resting cells, Jianying Yang & Michael Reth, NATU-
RE, 2010, 467; Pages: 465-469

2 ]g doména je fylogeneticky konzervovana oblast poprve definovana u imunoglobulin(, ale nachazejici se
u fady dalSich molekul. Je tvofena cca 101 AMK v prostoru uspofadanych do Bbarel
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Existuje pét zdkladnich tfid (izotypt) lidskych imunoglobulind: IgG, IgA, IgM,
IgD a IgE (obr. 2.8.). U imunoglobulind IgG se rozlisuji 4 podtiidy: IgG1 - 1gG4.
VSechny protildtky maji obdobnou zdkladni strukturu. Malé rozdily ve velikosti téz-
kého fetézce (poctu domén), poctu cystidinovych mfstkd a poctu monomernich ,Y*
jednotek, jsou pti¢inou rozdilnych fyzikdlné chemickych a biologickych vlastnosti.

ggiw?
L N
# »‘?

a, B T T oF

Obr. 2.8. - Tridy (isotypy) imunoglobulini: monomer se 2 pdry Ig domény v konstantni oblasti :1gG, IgD
(a), : monomer se 3 pdry Ig domény v konstantni oblasti :IgE (b), dimer:IgA (c), pentametr:IgM (d)

Smichéme 1i roztok antigenu S roztokem protilétky v pfesném stechiometrickém po-
o mnozstv1 protildtky
o efektivnim poctu vazebnich mist v molekule antigenu

Stabilitu vznikych imunokomplexd urcuji mezimolekulové sily. Jde o stejné
sily, které se podileji na stabilizaci prostorové struktury proteint a jinjch makromo-
lekul:

vodikové vazby, hydrofébni interakce, elektrostatické sily, disperzni sily a prostorové
odpudivé sily. Silu vazebnych interakc{ 1ze charakterizovat dvéma pojmy:

e AFINITA: Charakterizuje intenzitu, s jakou se uskute¢niuje interakce mezi vazeb-
nym mistem protilditky a determinantem antigenu (haptenem). Afinita je ter-
modynamickym vyjddfenim pfimé vazebné energie protildtky pro jeden determinant
antigenu. ProtoZe antigeny obsahuji nékolik determinantd, pouZivé se vystiznéjsi po-
jem avidita.

e AVIDITA: Charakterizuje vazebnou energii mezi komplexnim antigenem a pro-
tildtkou. Avidita zahrnuje afinitu, kterd je ddna ptispévky vSech vzniklych vazeb
mezi antigenem a protildtkou a dal$i nespecifické faktory, které ovliviiuji vazbu mezi
antigenem a protildtkou. Uplatiiuj{ se tedy nejen specicické interakce mezi vazebnym
mistem protildtky a determinantn{ skupinou, ale i multivalentn{ interakce.

2.3.2. Obecné principy aktivace B lymfocyti
Setkdn{ B-lymfocytu s antigenem vyusti ve sled reakci v zdvislosti na tom, jak je B-

lymfocyt zraly.
e Vazba antigenu na BCR nezralého B lymfocytu vede k jeho apoptéze.

23



e Vazba antigenu na BCR anergnfho® B lymfocytu z{istdvd bez odpovédi
* Vazba antigenu na BCR zralého lymfocytu vede k jeho aktivaci, spousti kaskddu reak-
ci, které vyusti v sekreci protildtek
B-lymfocyt miZe byt k tvorbé protldtek stimulovén jednak pfimo volnym antigenem
(tzv. antigen na T lymfocytu nezdvisly), a jednak za dcasti pomocnych T-lymfocytd (stimu-
lace antigenem na T lymfocytech zdvislym)

L Stimulace B lymfocytu volnym antigenem: Polarizace — proliferace — sekrece
imunoglobulini na T lymfocytech nezavislych
U zralého lymfocytu zptsobi aktivace BCR volnym antigenem nejprve oligomerizaci
nékolika BCR a poté upevnén{ vazby na lipidové ostrivky. V ostrivcich lipidi vznikd
vnitrobunéény signdl smérem k cytoskeletu, dochdz{ ke shlukovani lipidovych ostrivka
k sobé a vytvéfeni tzv. péld na povrchu B lymfocytu (polarizace) Obr. 2. 9 a,b

koreceptory antigen

lipidové e . .
BCR ostriivky polarizovany B lymfocyt

Obr. 2.9a. - Polarizace-vznik ,,Cepicky“ zralého B-lymfocytu po setkdni s antigenem: a - naivni zraly B-lymfo-
cyt; b-oligomerizace BCR, zvétsovdnti lipidovych ostrivkid, migrace; c-polarizovany B- lymfocyt, aktivace.

Obr. 2.90. - Elektronmikroskopicky snimek ,,Cepicky“ zralého B-lymfocytu.
(Z1uté skvrny oznacuji antigen)

Zdroj: Grassmé H.et al. (2001) CD95 Signaling via Ceramide-rich Membra-
ne Rafts. The Journal of Biological Chemistry 276: 20589-96

Polarizovany B lymfocyt proliferuje (délf se), a ndsledné produkuje efektorové plaz-
matické bunky. Tyto efektorové buiiky Ziji jen nékolik dnf a jsou specializované k in-
tenzivni produkci protildtek na T lymfocytech nezévislych. Protildtky maji afinitu k anti-
genu, ktery stimuloval jejich produkci. BCR a protildtka se v zdkladnich morfologickych
rysech shoduji. Shoda pfedevsim ve variabilni oblasti obou molekul zajistuje schopnost
dané protildtky vézat se na stimulujici antigen a tim ho ,zviditelnit“ ostatnim imunocy-
tm, které ho pak mohou G¢innéji eliminovat (obr. 2.10.)

'3 anergni=nedostatecné stimulovany; u lymfocytl byva nedostate¢na stimulace zpusobena chybéjicimi kos-
timulaénimi signaly

24



i
‘*% ok
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Produkce protilatek
se shodnou stavbou
jako BCR aktivovaného

Plazmatickeé B lymfocytu
burky

Proliferace

Antigenem
stimulovany
B lymfocyt
Pamét'ovy
B lymfocyt

Obr. 2.10. - Obecny princip stimulace B lymfocytu antigenem, ndslednd proliferace, vznik pamétovych bu-
nék, plazmatickych bunék a sekrece T nezdvislych protildtek (Ig) komplementdrnich s antigenem. Variabilni
oblast BCR a Ig je totoznd a specificky proto vdzZe stejny antigen (Cerveny kruh). BCR a Ig se od sebe lisi jen
doménou, kterd ukotvuje BCR do membrany B lymfocytu.

1I. Stimulace B lymfocytu za icasti Th lymfocytu: Pohlceni komplexu BCR-Ag,
prezentace Ag T lymfocytum a sekrece Ig na T lymfocytech zavislych

Polarizace builky a sekrece imunoglobulind v8ak nenf jedinou odezvou B lymfocytu
na stimulaci antigenem.

Vazba antigenu na BCR zralého lymfocytu iniciuje také pohlceni komplexu BCR-an-
tigen dovnitt butiky, ke zpracovdni (rozpusténi) komplexu, navdzdni antigenu na MHC-
proteiny 2. tfidy a k prezentaci antigenu T-lymfocytim (vice kap. 2.4.). Ty nésledné
prostfednictvim cytokint modifikuji produkcf urc¢itého typu cytokint aktivitu B lymfocytu
v z4vislosti na typu prezentovaného antigenu. Stimuluji B lymfocyt k intenzivnéjsi prolife-
raci, béhem které dochdz{ k somatické hypermutaci selekce téch variant Ig, s nejvétsi
afinitou ke konkrétnimu antigenu. Zéroven dochdzi k tzv. izotypovému presmyku, kdy se
méni{ konstantn{ oblast Ig a dochdz{ ke zméné izotyu [g. Tento proces ddvé vznik protildt-
kém zdvislym na T lymfocytech (tzv. T zdvislé Ig) — obr. 2.11.
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Antigen .

a)

B lymfocyt

Qbr. 2.11. - Obr. 2.11: Schéma interakce zralého B-lymfocytu
s pomocnym T-lymfocytem

a - BCR stimulovany antigenem, b - pohlcent receptoru BCR
s antigenem; rozpusténi komplexu; ¢ -zabudovani antigenu
do molekuly MHC a prezentace komplexu MHC-Ag pomoc-
nému THymfocytu; d - vnitrobunécné zpracovani signdlu T- !
lymfocytem, zpétnd vazba, podpora B-lymfocytu prostrednic-

tvim cytokind sekretovanych T-lymfocytem Th infﬂC:"'t

cytokiny

2.3.3. Vyvoj B lymfocyttu a Casova posloupnost aktivacnich déja

Z lymfoidnfho progenitoru (unipotentni kmenové butiky) vznikaji v kostn{ dfeni nej-
prve pre-B-lymfocyty' a nésledné nezralé B lymfocyty'.

P¥i vyvoji pre-B-lymfocytu v B-lymfocyt se tGseky gend, kédujicich variabiln{ oblasti
BCR resp. protldtek, rizné kombinuji v procesu zvaném pieskupovani genovych seg-
mentd. Velky pocet genovych dsekl a pocet moznych kombinaci jsou zdrojem obrovské
diversity variabiln{ oblasti BCR. Kazdy nové vznikly B lymfocyt md vlastni a jedine¢nou
variantu BCR, ktery svoji stavbou odpovidd imunoglobulinu tf{dy D, ukotveného na povr-
chu membrdny B lymfocytu a funguje jako unikétn{ receptor antigenu.

ProtoZe proces pfeskupovani genovych segmentd je zcela ndhodny, je tieba (jesté pfed
uvolnénim do periferie) eliminovat potenciondlné autoreaktivni nebo naopak nefunkénf
B lymfocyty. To se déje v procesu zvaném pozitivni a negativni klonalni selekce, kdy
jsou nezralé B lymfocyty testovdny s vlastnimi antigeny. Autoreaktivni, popf. nefunkéni
klony podléhaji fizené bunécné smrti (apoptéze). Podobnym procesem prochdzeji T-lym-
focyty v brzliku. B lymfocyty, které exprimuji funkéné provéteny BCR, jsou uvoltiovdny
z kostni dfené do periferie. Tyto zralé lymfocyty migruji do lymfoidnich orgdnt. Dokud se
nesetkaji s antigenem, jsou oznacovany jako tzv. naivni B lymfocyty.

4 exprimuji pouze tézky retézec BCR
"®maji kompletni BCR, ktery ale zatim nepro$el testovanim s vlastnimi antigeny
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Zralé, ale naivni B-lymfocyty mohou byt aktivovdny jednak antigeny na T lymfo-
cytech nezdvislymi (TI, T lymfocyt — Independent), jednak antigeny na T lymfocytech
zavislymi.

K prvn{ skupiné antigend patfi pfedevsim bakteridln{ lipopolysacharidy (LPS) a né-
které polymery sacharid@ a proteint. T-nezédvislé antigeny stimuluji pfimo B lymfocyty
k sekreci nizkoafinitnich protildtek t¥idy IgM.

Stimulace antigeny zdvislymi na T lymfocytech probihd v riznych ¢dstech sekundar-
nich lymfatickych orgdnt (lymfatické uzliny, Peyerovy plaky...). Proces méd dvé féze (pri-
mdrni a sekunddrni), vyZaduje spoluprdci Th lymfocytd a jeho vysledkem je produkce
vysoce afinitnich protildtek a pamétovych bunék:

PRIMARNI FAZE protilitkova reakce vyvoland antigeny zavislymi na T lymfocy-
tech.

Probihd v lymfatickych uzlindch na rozhrani T-zény a primérniho folikulu (B-
z6ny) pii prvnim setkdnf obou typl lymfocytl s pFislusnym antigenem. Naivni B lymfo-
cyt je v zoné primdrniho folikulu stimulovén vazbou s Ag, ktery zéroveil prezentuje na
svém povrchu ve vazbé na MHC molekule (obr. 2.11.c)

Soucasné je Th lymfocyt stimulovan stejnym Ag (viz kap. 2.4.). Takto stimulované
lymfocyty jsou k sobé ptitahovdny, a na hranici T-zony a folikulu se dostévaji do pfimé-
ho kontaktu (obr. 2.11.d). T lymfocyt stimuluje u B lymfocytu tzv. izotypovy pfesmyk!'®
a sekreci vysoce afinitnich protildtek k danému antigenu. Soucasné vznikaji pamétové
B lymfocyty, které mohou s vét$sim ¢i men$im Casovym odstupem ddle pokracovat ve
vyvoji v sekunddrni fézi protildtkové odpovédi.

SEKUNDARNI (POZDNI) FAZE protilitkovi reakce vyvoland antigeny zavislymi
na T lymfocytech.

Probihd v zdrodecnych centrech sekundarnich lymfoidnich folikula (obr.
2.12). Zérodend centra jsou tvofena proliferujicimi B lymfocyty, které byly v primdrn{
fazi aktivovany T, lymfocyty, Aktivované B lymfocyty se diferencuji v tzv. centroblasty,
u kterych béhem délenf probihd proces tzv. somatické hypermutace gent kédujicich
variabilni oblast BCR. Pfi této afinitn{ maturaci jsou selek¢nim tlakem upfednostiiovdny
ty nové vzniklé varianty, které maji nejvéts{ afinitu k antigenu, rozpoznaného na foliku-
larnich dendritickych bufikdch (FDC). Vybrané B-lymfocyty prochdzeji opakovanymi
cykly proliferace, mutace a selekce.V téchto ndslednych cyklech ddle dochédzi opét k izo-
typovému piesmyku, kdy se misto ptivodnich [gM mén{ tfida imunoglobulinu. Nakonec
bunky aspésné produkujici afinitni imunoglobuliny diferencujf v plazmatické a ¢dste¢né
v pamétové buriky a opoustéjl zdrode¢né centrum. Ty z centrocytl, které maji slabou
nebo Zddnou afinitu k danému antigenu, jsou odsouzeny k fizené smrti — apoptdze.

Plazmatické buiiky jsou specializované k produkci velkého mnoZstvi vysoce afinitnich
protildtek. V obéhu pfeZivaji zpravidla jen nékolik dni. Pamétové butiky se naopak vy-
zna¢uji dlouhou Zivotnosti. C4st z nich také migruje do kostnf dfeng, kde pravdépodobné
pomadhajf pfi tvorbé plazmatickych bunék s delsi dobou Zivota.

6 proces prestavby konstantnich ¢asti tézkého retézce protilatky a tim vytvoreni pfislusného vysoce afinitniho
izotopu protilatky v zavislosti na typu antigenu)
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Obr. 2.12. - Zdrodecné centrum sekunddrniho folikulu lymfatické uzliny; schéma klondini expanze a se-
lekce

2.4. T lymfocyty a bunécna imunita

T lymfocyty jsou predstavitelé tzv. bunécné slozky specifické imunitni odpo-
védi. Jejich prekurzory vznikaj{ v kostni dfeni, ale dozrdvaji (aZ na vyjimky) v thymu.
Povrchovy receptor T lymfocytd TCR (T cell receptor) je tvofen dvéma polypeptidovymi
fetézci (aB, alternativné yd nebo jinou kombinac{) a podobné jako BCR m4 jednak oblast
konstantn{ a jednak vysoce variabilni oblast pro vazbu s antigenem. Jinak se ale struktu-
rou i funkcf zdsadné od receptoru B lymfocytd list.

Na stimulaci antigenem reaguj{i T lymfocyty pfedev$im produkc{ Sirokého spektra
medidtord (cytokind), kterymi pisob{ na celou fadu dal$ich bunék a Fidf jejich chovani
smérem vedoucim k eliminaci antigenu.

2.4.1. Prezentace antigenu T lymfocytim

T lymfocyty rozpozndvaji intraceluldrni antigeny (vétSinou peptidy) prostiednic-
tvim vysoce specifického receptoru TCR (T cell receptor). TCR nenf schopen (na rozdil
od BCR) s antigenem reagovat p¥imo, ale potiebuje spoluprdci tzv. antigen prezentujici
bunky, APCY. T lymfocyt pak rozpoznévd antigen ve vazbé na tzv. MHC protein, ktery je
soucdsti antigen prezentujic{ butiky (komplex MHC-antigen) — obr. 2.13.

7 APC — antigen pressenting cell. Jde o tzv. profesionalni fagocyty, napf. dendritické buriky a makrofagy
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Obr. 2.13. - Stimulace T lymfocytu komplexem Antigen-MHC. Na TCR je jednak vazebné misto pro Ag
a zaroveri vazebné misto pro MHC glykoprotein

MHC proteiny (z angl. Major Histocompatible Complex) jsou syntetizovény v endo-
plazmatickém retukulu vSech jadernych bunék. Funkce MHC molekul spocivd ve dvou
krocich:

e Vazba peptidovych fragmentt proteinti (potencidlnich antigenti), nachézejicich se

v buiice
¢ Prezentace (vyneseni) peptidového fragmentu na povrch buiiky, kde m@Ze byt

komplex MHC-Ag analyzovan T lymfocyty

Rozlisujeme dva zakladni typy MHC glykoproteint:

e MHCI (1. tfidy) — vyskytuji se na vSech jadernych butikdch téla. Specializuji se na
vazbu a prezentaci intraceluldrné syntetizovaného proteinu (virovy nebo nddorovy
antigen). Stimulujf T_lymfocyty

e MHCIII (2. tfidy) — nachdzejf se na ,profesiondlnich“ fagocytech (makrofdgy, dend-
ritické buiiky), vdZou fagocytované antigeny a stimuluji T, lymfocyty

T lymfocyty k aktivaci potiebuji nejen stimulaci TCR komplexem Ag-MHC. oznac.
jako tzv. 1. signdl, ale jesté tzv. 2. signdl, ktery mus{ probéhnout sou¢asné. Druhym signd-
lem je zpravidla aktivace kostimula¢nfho receptoru CD28" proteinem B7, exprimovanym
dendritickymi butikami, makrofdgy a B lymfocyty (obr. 2.14).

® membranovy protein T lymfocytu, ktery je dominantnim kostimulaénim receptorem pro aktivaci T lymfocyt;
v soucasnosti je znamo nékolik dal§ich homologt, které spole¢né tvofi CD28 rodinu
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Obr. 2.14. - Kostimulancni vazby uplatriujict se pri aktivaci CD4 pomocnych lymfocyti (a) a CD8 cytotoxic-
kych lymfocytd (b)

JestliZe probéhnou oba signdly, zacne T lymfocyt proliferovat a efektorové T lymfo-
cyty produkuji rizné spektrum cytokind. Ty stimuluji dal$i imunocyty k imunitnf reakci,
zasahujici proti danému antigenu. Zédkladni obecné schéma tohoto procesu je zndzornéno
na obr. 2.15.

APC: antigen
prezentujici buiika

Obr. 2.15. - Obecné schéma aktivace T lymfocytu komplexem MHC-Ag
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Toto obecné schéma aktivace T lymfocytt ma fadu modifikaci odraZejicf pfedevsim:
e Chemické a biologické vlastnosti antigenu (proteiny, lipidy aj.; bakterie, virus, nddo-
rovy protein atd)
Typ buniky prezentujici antigen (profesiondln{ fagocyt, ostatni télnf butiky)
Typ MHC molekuly (viz kap. 2.5.3.)
Misto, kde ke stimulaci dochdz{ (lymfatické uzliny, periferni tkdné, sliznice)
Druh T lymfocytt, zapojeného do stimulace

2.4.2. Subpopulace T lymfocytu

U ¢lovéka existuje nékolik subpopulaci T lymfocytd, které se 1is{ svojf funkci, Cetnos-
ti, lokalizac{ a pfedevsim kombinaci povrchovych membranovych markrd (CD molekul)
Morfologicky se totiZ jednotlivé subpopulace od sebe nelidi a 1ze je separovat pouze imu-
nohistochemicky.

Soucasnd droven pozndni popisuje ¢tyfi druhy pomocnych T, lymfocyti, cytotoxic-
ké T lymfocyty a regulacni T, lymfocyty

Pomocné T, lymfocyty®
Spole¢nym znakem této podskupiny T lymfocytd je pfitomnost koreceptorové mole-

kuly CD4, proto byvaji oznacovany také jako CD4+ lymfocyty. Rozpoznévaji pfedevsim

antigeny fagocytované a prezentované ve vazbé na glykoprotein MHC 2. tf{dy. Podle
spektra produkovanych cytokint rozliSujeme nasledujici podskupiny:

e T,1 buriky: produkuji pfedevsim IL-2 a IFN-y. Zdkladni funkcf je aktivace makrofdgl
pfi zdnétech, proto T,1 oznaCujeme také jako zanétlivé T lymfocyty, pomocné
makrofagim

* T,2 buifiky: produkuji pfedevsim IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10 a stimuluji B lymfocyty,
k produkci protildtek.

* T,3 buiiky: populace produkujic pfedevsim TGF-B. Vyskytuji se pfedevsim ve sliz-
nicich a reaguji s antigeny, pfijimanymi v potravé; spolupracuji s B lymfocyty

* T,17 butiky: produkuji IL-17. Podili se na zdnétlivych procesech proti bakteriim, ale
také na patologickych autoimunitnich onemocnénich, napf. revmatoidn{ arthritidé
(vyskytuji se napf. v synovidln{ tekutiné kloubt)

Cytotoxické T, lymfocyty*

Spole¢nym znakem je pfitomnost koreceptorové molekuly CD8 (jsou proto oznaco-
véany také jako CD8+ T lymfocyty). Rozpozndvaji pfedevsim intraceluldrné syntetizovany
Ag (napf. virovy nebo nddorovy protein), ktery je prezentovan butikou infikovanou virem
nebo jinym intraceluldrnim parazitem, popf. butikou poSkozenou nddorovou transforma-
cf nebo stresem. Tc lymfocyty rozpozndvaji Ag ve vazbé na glykoprotein MHC 1. tf{dy.
Cilem Tc je eliminace zdroje antigenu (tj. vlastn{ infikované nebo poSkozené buiiky).
Vyuzivaji k tomu tyto cytotoxické mechanismy:

'® Oznaceni T,, pochazi z angl. T helper a odrazi ,pomocnou” funkci tohoto typu lymfocytd ostatnim burikam
prostiednictvim cytokind
% Oznaceni T_ pochazi z angl. T cytotoxic a vyjadfuje schopnost zabijet ostatni buriky
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e Perforace membrény napadené buniky (nutny tésny kontakt obou bunék)
* Aktivace apoptdzy ptes tzv. Fas receptor cilové buniky (nutny kontakt obou bunék)
e Sekrece lymfotoxinu (plsobi také pfes Fas receptor, ale i na vétsi vzdalenosti)

Regulacni T, lymfocyty

Regulacni t lymfocyty (dffve oznacované jako supresorové, tlumivé), jsou schopny
potlacovat aktivitu jinych efektorovych T lymfocytl. Existuje nékolik druhi regula¢nich
lymfocytl; napf. pfirozené Treg potlacujf autoreaktivnf a imunopatologické reakce. Indu-
kované Treg zajistuji perifern{ toleranci.

Celkové majf Treg pro organismus velky vyznam,; Je vSak dileZité zachovén{ rovno-
véhy vzhledem k ostatnim populacim T lymfocytl. Pokud totiZ dojde k posileni funkce
Treg, sniZuje se schopnost organismu eliminovat patogeny, nddorové butiky popf. trans-
plantovanou tkdfi. Naopak, pfi jejich potlateni se zvySuje riziko autoimunitnich reakci
(obr. 2.16.)

ELIMINACE 1 TOLERANCE
patogend, nadorl a darované tkané 1 viasinich molekul a nedkodnych fastc
ROVNOVAHA
3 oﬂoo : c? oﬂﬂo
' )
08’ -: Treg reguiace 7,09
0 i v}
NARUSENI ROVNOVAHY

Tyt T o°,
|

| I.I,Eregum::«a-f}c:-ﬁ
o0 D T i

0 . reg &
o ;

Obr. 2.16 - Rovnovdha mezi dvéma protikladnymi pdly: Vievo: Boj proti patogenim, nddordm popr. cizim
tkdnim. Vpravo: Tolerance antigent viastniho téla a antigend pro télo neskodnych
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Transplantaci rozumime terapeuticky zdkrok, jehoZ cilem je ndhrada nefunkéniho

nebo chybéjiciho orgdnu (tkdné, bunék) zdravym ekvivalentem, tzv. Stépem. Vzhledem
k tomu, Ze u vétSiny typl transplantaci dochdzi ke kontaktu pifiemce s ciz{ tkdni, hraje
zde imunitni systém zdsadnf roli.

Rozvoj transplanta¢n{ mediciny inicioval rozvoj imunologie a vedl k pozndnf fady

obecnych imunologickych principd.

2.5.1. Zadkladni terminologie

Podle vztahu ddrce (poskytuje $tép) a ptijemce (pfijimd transplantdt) rozezndvdme

ndsledujici typy transplantac:

Syngenni: pfenos $tépu mezi geneticky identickymi jedinci téhoZ druhu (jednovajec-
nd dvojcata, imbrednf linie Zivocichd)

Alogenni: pfenos $tépu mezi geneticky neidentickymi jedinci téhoZ druhu (nej¢astéj-
81 typ transplantace) - alogenn{ transplantdt - pfenos tkdné nebo orgdnu mezi dvéma
lidmi nebo mezi dvéma kmeny zvifat

Autologni: pfenos $tépu z jednoho mista na druhé u téhoZ jedince

Xenogenni: pfenos mezi jedinci rznych Zivo¢isnych druht

2.5.2. Era transplanta¢ni chirurgie

Prvnim transplantovanym orgdnem na svété byla ledvina. Transplantace od ze-
mielého darce byla provedena 17. Cervna 1950 ve Spojenych stdtech 44leté pacient-
ce v chicagské nemocnici ve stdté Illinois.

74dn4 16¢iva na potlaceni imunitni reakce vedouci k odvrZeni §tépu nebyla jesté k dis-
pozici.Transplantovand ledvina byla odvrZena organismem pacientky po 10 meésicich.
Tato doba v3ak pomohla ke zotaveni druhé ledviny, takZe pacientka Zila jesté dalSich
5 let.

Prvni transplantace ledviny mezi Zivymi pacienty byla provedena v r. 1952.
151letému chlapci, ktery pfiSel irazem o jedinou svoji ledvinu, darovala orgdn matka.
Thned po operaci byla ledvina funké¢ni, ale 22 dnf poté doslo k jejilmu odvrZen{ (rejek-
ci) a po daldich 10 dnech chlapec zemfel na selhdni ledvin (dialyzacni 1é¢ba nebyla
tehdy jesté k dispozici).

Prvni dspésna transplantace ledviny mezi Zivymi pacienty byla provedena v r.
1954 v Bostonu. Probéhla mezi identickymi dvoj¢aty. Pffjemce zemfel 8 let po trans-
plantaci. Transplantaci provedl Dr. Murray, ktery v roce 1990 obdrZel za svoji préci
Nobelovu cenu

Prvni transplantace srdce clovéku byla provedena chirurgem Christianem Bar-
nardem 3. prosince 1967 v Kapském Mésté (Jihoafrickd republika) 54 letému muZi.
Transplantace probéhla uspé$né, pacient ale zemiel 18. den po zdkroku na zdpal
plic.
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Transplantace v Ceské republice

V prosinci r. 1905 proved!l na o¢nf klinice v Olomouci prvni transplantaci o¢ni
rohovky Eduard Konrdd Zirm?!. Byla to prvni Gspé$nd transplantace tkdné na svété
(Obr. 2.17.)

Obr. 2.17. - Pamétni deska umis-
ténd ke 100. vyroct transplantace
rohovky na ocni klinice FN v Olo-
mouci

1. transplantace organu (ledviny) v CR byla provedena v Hradci Krélové v roce
1961. Transplantace vSak byla neuspé$nd vzhledem k rejekci darované ledviny imunitnim
systémem pacientky.

V roce 1966 byl zahdjen transplanta¢ni program v Praze. V roce 1971 byl zaloZen
Institut experimentédlni mediciny (IKEM) integraci Sesti, do té doby samostatnych
instituci. V soucasnosti md IKEM tfi specializovand centra: Kardiocentrum, Transplant-
centrum a Centrum diabetologie.

V 1. 2011 v Bostonu (Massachusetts, USA) pod vedenim ¢eského chirurga Bohdana
Pomahace? provedli jiZ druhou tplnou transplantaci obliceje.

2.5.3. Aloimunitni reakce a histokompatibilni systém

Kli¢ovou roli pfi transplantacich hraje imunitni systém. Alogennf{ transplantace (nej-
Castéj8{ typ) je zpravidla doprovdzen silnou imunitn{ odpovédi ptijemce — tzv. odvrZeni
(rejekce) darovaného $tépu. PfiCinou této reaktivity jsou rozdily ve spektru membréno-
vych MHC glykoproteidd, vyskytujicich se v buikdch dérce i pfijemce.

Geny kéduijici lidské MHC proteiny leZicimi na 6. chromozomu a vyznacuji se extrém-
nim polymorfismem. V soucasné dobé je zndmo vice nez 4 720 alel MHC I gend a vice
nez 1 350 alel v systému MHC [I1%. VSechny jaderné buriky kaZdého ¢lovéka exprimuj
kombinaci nékolika MHC proteind 1. a 2. t¥idy, jejichZ geny ziskal jedinec od obou ro-
di¢h. Vzhledem k obrovskému poctu existujicich alel je proto kazdy ¢lovék nositelem
unikdtnf kombinace MHC proteinf.

21*1863 ve Vidni; od r. 1892 pUsobil na o¢ni klinice v Olomouci, pozdéji jako jeji primar. Zemrel r. 1944 v Olo-
mouci

22 ostravsky rodak, absolvent Lékarské fakulty UP v Olomouci, od r. 1996 pusobi v Bostonu, kde v sou¢asné
dobé provozuje vlastni praxi plastické, rekonstrukéni a estetické chirurgie a je $éfem popaleninové kliniky

% Pocet znamych alel MHC genl neustéle roste; aktualni informace Ize ziskat v databazi http://hla.alleles.
org/nomenclature/index.html ).
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MHC glykoproteiny byly u ¢lovéka objeveny na leukocytech, prédvé v souvislosti s tka-
flovou inkompatibilitou béhem transplantace. Proto byly pojmenovany HLA (Human Leu-
kocyte Antigens).

v HLA antigenech

HLA-A1203 (proteiny MHC [) HLA-A1405
HLA-B1607 HLA-B1602
HLA-C2605 HLA-CO302

Obr. 2.18. - Princip tkdriové inkompatibility mezi tkdni ddrce a prijemce.

P¥i alogennim ptenosu tkdn{ dostdvd ptijemce ddrcovy MHC glykoproteidy, které jsou
jeho vlastnim imunitnim systémem rozpozndvédny jako ciz{ a tedy potencidlné Skodlivé
Ag. Pifiemcav IS spousti systém reakci, namffenych proti ddrcovské tkdni, jako nositeli
cizich Ag. (obr. 2.18.)

Cilem transplanta¢ni mediciny je potlacen{ imunitni odpovédi ptfjemce proti ddrcov-
skému $tépu. Toho je mozné dosdhnout rGznymi postupy:

e Vybérem vhodného dérce s co nejvétsi podobnosti v MHC glykoproteinech. Vybér se
provadi tzv. typizaci HLA molekul (v klinické praxi se provad{ od konce 60. Let 20.
stoletf). Alely MHC genti na lokusech HLA-A, B, C (= MHC I) a lokusech DP, DQ a DR
(= MHC 1I) se identifikuji pomoci PCR s pouZitim oligonukleotidovych sond specific-
kych pro urcitou sekvenci.

e Oslabenim imunitniho systému pffjemce tzv. imunosupresivy, coZ md vSak negativni
dopad na celkovou odolnost pffjemce k béZnym infekénim onemocnénim. Modern{
terapie proto smétujf k cilenému blokovan{ jen nékteré slozky IS napf. vyuZitim mo-
noklondlnich protildtek (vice kap. 3. a 4.)
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3.1.1. VSeobecna charakteristika polyklonalnich protilatek

Polyklondlni protildtky jsou heterogenni smési produkti mnoha aktivovanych
klond B lymfocytd. Jsou namifeny proti vice epitoptim urcitého antigenu nebo proti smési
antigent.

JestliZe je do organismu savce vstfiknuta cizi substance (antigen), aktivované B-lym-
focyty proliferuji v buriky plazmatické a za¢nou produkovat protildtky, jeZ se k tomuto
antigenu vdzou. Rlizné klony B-lymfocytt produkujf strukturdlné riizné protildtky, které
se vdZou k rliznym epitopim antigenu. Tato pfirozend smés protildtek je oznacovana jako
protildtka polyklondlni.

Tim, Ze spektrum bunék i spektrum jimi tvofenych protildtek je proménlivé, je ob-
tiZné tak komplexni smés protildtek standardizovat. Specifita polyklondlnich protildtek
velice z&visf na pribéhu imunizace, resp. na tom, v jaké fazi imunitnf odpovédi protilatky
analyzujeme.

Vyhody polyklonélnich protilatek:

e MozZnost ptipravy protildtek proti zvolenému antigenu pfimo v laboratofi bez sloZi-
tych postupt

e Polyklondln{ protildtky mivaji vy33i afinitu ve srovndn{ s monoklondlnimi protildtka-
mi

Nevyhody polyklondlnich protildtek:

e /dlouhavd pfiprava

e Protildtky jsou heterogenni smésf liSici se ve své kvalité

e Pfi kazdé imunizaci se ziskd smés protildtek o jiném sloZeni

3.1.2. Ptiprava polyklondlnich protilatek

Polyklondln{ protildtky se ziskdvaji imunizaci laboratornich zvifat antigenem (nebo
jejich smésf). Pfi imunizaci zvitete dochdzf ke stimulaci riiznych klont B lymfocytd, k je-
jich proliferaci a diferenciaci na plazmatické butiky. Je produkovdno spektrum protildtek
proti riznym epitopim pFislusného antigenu s riznou schopnosti se na néj vézat. Po
Uspésné imunizaci se zvifeti odebere sérum obsahujici protildtky proti pivodnimu imu-
nogenu.

Ke stimulaci tvorby polyklondlnich protildtek se vyuZivaji tzv. imuniza¢n{ schémata.
Jde o postupnou vakcinaci zvifete pfislusSnym antigenem ve smési s adjuvans®.

1. den — odbér pfedimunniho séra z ucha zvifete a injekce prvni dévky antigenu subku-
tdnné (0,2 aZ 0,5mg v objemu 1 ml)
30. den — druhd injekce antigenu s FA (0,2 mg aZ 0,5 mg v objemu 0,5 ml)

2 |atka, ktera zesiluje imunitni reakci proti antigenu; k imunizaci Zivocichl je ¢asto pouzivané Freudovo adj-
uvans FA = emulze oleje a vody s pfidavkem usmrcenych mykobakterii
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40. den — odbér séra a kontrola titru odebraného séra

50. den — tfeti injekce antigenu s FA (0,2 mg az 0,5mg v objemu 0,5 ml)
65. den — Ctvrtd injekce intravenézné (0,2 mg aZ 0,5mg v objemu 0,5 ml)
75. den — kontrola titru séra, vykrven{ a izolace antiséra.

Protildtky se ziskaji z krevniho séra imunizovaného zvitete, nejcastéji odbérem krve
z u$nich zil. Obecny postup se sklddd z nésledujicich krokt (obr. 3.1.):

1. Izolace krevniho séra: Krev se nechd srazit a krevn{ kold¢ se odstrani centrifugaci
pti 5 000g.
2. Piecisténi imunoglobulinové frakce séra
¢ precipitace siranem amonnym
¢ konvencni chromatografické techniky (IEC= ion exchange ch., GPC=gel permeati-
on ch.)
¢ afinitni chromatografie — metoda vyuzivajic{ schopnosti protildtky reagovat s antige-
nem. Jako staciondrni faze (SF) slouz{ imobilizované komponenty z buné¢né stény
baktérie riznych streptokokovych kmend véZici IgG v konstantnich Fc regionech.

Imunizace mysi ) Odbér krve, ) Precisténi
nebo kralika izolace séra séra

Obr.3.1. - ZjednodusSené schéma pripravy klasickych protildtek:

Touto technikou se jeSté dnes ziskdvajf antiséra napt. proti hadimu jedu.

3.2.1. VSeobecna charakteristika monoklonélnich protilatek

Monoklondln{ protildtky (mAb) jsou = produktem jednoho klonu B lymfocytli a jsou
specifické proti jediné antigenni determinanté.

Vyhody monoklonalnich protilatek:

e stdle stejné sloZeni, tj. urcitd standardnost pfi jejich pouZiti

e umozhuji prokdzat pfitomnost nebo nepfitomnost jediného konkrétniho antigenu
resp. epitopu

e umoziluji provadét vysoce specifické stanoven{ antigend (imunoanalyza).

Nevyhody monoklondlnich protildtek:

e draz${ a pracnéjsi piiprava.

e niZ§f afinita oproti polyklondlnim protildtkdm, coZ sniZuje citlivost stanovenf pfi jejich
vyuZit{ v analytické chemii
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3.2.2. Klasické hybridomové technologie pfipravy
monoklondlnich protilatek

Poprvé byly protildtky z jednoho klonu B-lymfocytd ptipraveny standardizovanym
postupem r. 1975 Kohlerem a Millsteinem?.
K produkci monoklondlni protildtky jsou potfeba dva zdkladn{ kroky:

1. Izolace buniky produkujici specifickou protilatku (ptislusny klon B-lymfocytu).
Ziskdvajf se ze sleziny nebo lymfatickych uzlin zvifete, imunizovaného ptisluSnym
antigenem

2. Imortalizace buiiky produkujici protilatky (béZné aktivované B lymfocyty majf Zi-
votnost jen nékolik mdlo dnf). Provad{ se fizi normdlntho B lymfocytu produkujiciho
monoklondln{ protildtky s nddorovymi butikami myelomu (druh rakoviny B lymfocy-
tu), které jsou nositeli neomezeného déleni, ale nejsou schopny tvofit vlastn{ protildt-
ky. Fazi normdlnfho B lymfocytu s neoplastickou myelomovou buiikou vznikne tzv.
hybridom, ktery ,zdédi“ po normdlnim aktivovaném B lymfocytu schopnost
produkce protildtek a po butfice myelomu schopnost neomezeného déleni.

K usnadnénfi fize se bunécné membrany povrchové upravi v polyetylénglykolu tak,
aby byly propustnéjsi. I pfesto je isp€Snd fize dvou bunék vzacnd. Proto je tieba tspéSné
zfizované bunky (hybridomy) vyhledat kultivacf na tzv.HATmédiu (screening). Buiiky,
které spolu Gspésné flzovaly, se poznaji tak, Ze:

* majf schopnost neomezené se délit (tuto schopnost jim do vybavy ptinesla myelomové
buiika).

e majf schopnost rist na médiu, obsahujicim HAT (tuto schopnost jim do vybavy pfines-
la B-butika ze sleziny lymfatickych uzlin imunizovaného zvitete). Myelomové bunky
totiZ ztratily specificky enzym HGPRT (hypoxanthine-guanin phosphoribosyl trans-
ferdza). Diky tomu nejsou schopny rist na tzv. HAT médiu (obsahuje hypoxanthi-
ne-aminopterin-thymidine), protoZe nemohou vyuZivat hypoxantin (purinovd béze).
(aminopterin blokuje hlavn{ cestu syntézy nukleotid z cukr@ a aminokyselin)

Hybridomy se vhodné rozfedi a jejich kultivaci vznikne mnozstvi riznych kolonif, kazdd
schopnd produkovat jen jeden druh protildtky. Protildtky od réznych kolonif jsou pak testované
na jejich schopnost vézat se k antigenu a ten nejac¢innéjsi klon je vybran. (obr. 3.2.)

Monoklondln{ protildtky mohou byt produkovdny v bunécné kultufe nebo ve zvita-
tech. Prvnf kultivace hybridomdlnich bunék se provddéla v mySich: Po napichnuti bunék
do bfisni dutiny zfskaly buiiky vhodné prostfedi k ristu, vznikl mysi-vyZivovany nddor,
ktery produkoval protildtku - v peritonedlni{, pobfiSni¢n{ dutiné vznikala na protildtky
bohatd tekutina, nazyvand ascit.

Prvni monoklondln{ protildtka, které byla udélena licence jako 1é¢ivu, byl mysi imu-
noglobulin IgG2a s ndzvem OrthoClone OKT3 (FDAschvéleni 1986). ProtoZe ale mysi
protildtky majf sklon vyvoldvat silnou imunitn{ odpovéd pffjemce, je zpravidla vyloucené
opakované pouZitf na jednom pacientovi.

2 Kohler G., Milstein C. Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity. Nature,
1975; 256(5517):495-7 (Nobelova cena za medicinu 1984
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Obr. 3.2. - Schéma produkce hybridomi a monoklondinich protildtek (zdroj: Sobotkovd M, Bartirikovd J.
Monoklondini protildtky a dalsi biologickd léCiva uZivand v imunosupresivni [écbé. Remedia, 2008; 356-64)

3.2.3. Rekombinantni monoklonalni protilatky

Myelomové butiky je obtiZné dédle manipulovat k jeSté vétSim trovnim exprese pro-
teinfi, a kromé toho, v bioreaktorech se dd dosdhnout jejich ndrtstu pouze do stfednich
oblast{ hustoty.

S rozvojem genetického inZenyrstvi byly vyvinuty rtzné techniky produkce mono-
klondlnich protildtek, s lepsimi vlastnostmi, neZ majf hybridomdln{ mys{ protildtky (vyssi
afinita k antigenu, vétsi podobnost s lidskymi protildtkami): PouZitim technik rekombi-
nantni DNA mohou byt geny kddujici jednotlivé ¢asti protildtky manipulovény in vitro;
Exprimovdnim rekombinované DNA v bakteriofdgu nebo kvasinkdch mdZeme ziskat ob-
rovskou $kdlu rekombinantnich protildtek (,library of antibodies“), z nichZ 1ze vybrat
tu s nejvyssi afinitou k danému antigenu. DNA konstrukt kédujici vybranou protildtku, je
transfektovdn do vhodného typu bunék, ktery protildtky produkuje ve velkém. V soucas-
né dobé jsou k expresi rekombinantn{ DNA nejcastéji vyuzivany bunécné linie, ziskané
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z ovarif ¢inského kiecka (CHO — Chines Hamster Ovary cells) Vyhodou této bunécné
linie je snadnd kultivace i to, Ze rostou v jedné vrstvé; jsou proto Siroce vyuzivany v bi-
ologickém a 1ékafském vyzkumu a komercné k vyrobé rekombinantnich terapeutickych
proteint-rekombinantnich protildtek. (obr. 3.3.).

Izolace gent

kéduiicich Klonovani Expresev v’savéich
protijlétky I iZOIovanych » Hamggggﬁezlg)vary
z hybridom genu (CHO) cells

Obr. 3.3. - Zjednodusené schéma pripravy rekombinantnich protildtek:

Vyhody rekombinantnich mAb oproti klasickym mAb:
rychlej$i pfiprava oproti monoklondlnim protildtkdm
vySs{ afinita a specifita
moznost dal$f modifikace vazebnych vlastnosti protildtek
véts{ pocet vazebnych mist

Samotnd monoklondln{ protildtka miZe byt v organismu pacienta béhem 1é¢by roz-
pozndna jako cizorody antigen. S tim souvisi vznik moZnych neZddoucich reakci lidské-
ho imunitniho systému: destrukce mysich protildtek, vznik zdnétlivé reakce a produkce
vlastnich imunoglobulint proti my$im protildtkdm (HAMA-response: human anti-murine
antibody response). Tato imunitn{ reakce vylu¢uje opakované pouZziti zviteci protildtky
u jednoho pacienta.Takovym reakcim lze vSak predejit tzv. humanizaci terapeuticky vyu-
zivanych protildtek, kde je ¢ast molekuly, kterd nevdZe antigen, nahrazena tsekem lidské-
ho imunoglobulinu. Dosdhneme toho rekombinaci gent kédujicich zvifec! (mys, kréalik
aj.) a lidské imunoglobuliny. Humanizované protildtky jsou méné imunogen{ v porovnan{
se zvifecimi protildtkami. RozliSujeme nékolik irovni humanizace protildtek (obr. 3.4):

. @ ® )
Obr. 3.4. - Typy monoklondlnich protildtek uZivanych v terapii: mysi mAb (a), chimérickd mAb (b), huma-

nizovand mAb (c) a lidskd mAb (d). (zdroj: Sobotkovd M, Bartirikovd J. Monoklondini protildtky a dalst
biologickd léciva uZivand v imunosupresivni [écbé. Remedia, 2008; 356-64)
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3.3.1. Chimérické protilatky

U chimérickych monoklondlnich protildtek je konstantn{ oblast C téZkého fe-
tézce lidska-tvofi 60-70%, zatimco variabilni oblast obou fetézci je pvodem mysi-
pfedstavuje 30-40%. To umoZiiuje, aby méla protildtka efektorové funkce lidské pro-
tildtky a soucasné se sniZuje imunogenecita, kterd by byla jinak zpisobena mys$imi
oblastmi Fc. Poprvé zkonstruovdna v r. 1984-1985: Michael NEUBERGER a Terrence
RABBITTS.

Chimérické protildtky jsou v ndzvoslovi zakonéeny koncovkou ,-ximab“ (obr. 3.4,b)

3.3.2. Humanizované protilatky (CDR-grafted)

P¥i konstrukci humanizovanych protildtek se vyuZivd toho,Ze ve vysoce variabiln{
Césti fetézcl imunoglobulind je pouze 6 oblasti, které urcuji komplementaritu k antige-
nu. Tyto oblasti se jmenuji Complementarity Determining Region (CDR). Humanizované
protildtky jsou z 90-95% tvofeny lidskym imunoglobulinem a jen CDR oblasti jsou tvofeny
mysi bilkovinou. Poprvé vytvofil v r. 1986: Greg WINTER.

V ndzvoslovi jsou zakon¢eny koncovkou ,,-mumab“ (obr. 3.4.c)

3.3.3. PIné lidské protilatky

Jsou tvoteny 100% lidskou bilkovinou (obr. 3.4.d). K ptipravé se vyuzivaji rizné tech-
niky genového inZenyrstvi. Poprvé byla plné lidskd protildtka vytvofena v r. 2000 (Micha-
el NEUBERGER Marianna BRUGGEMANN) za pomoci transgennich mysi, tj. mysi, které
majf do svych B-lymfocytl vioZené lidské geny:

Technologie Xenerex pro HuMADb vyuZzivd bunék od lidskych ddrcd, kteff pro-
délali ptirozenou infekci a zotavili se z ni.Lidské butiky se vpravi do imunodeficientn{
mysi (SCID = Severe Combined Immuno Deficient), kterd nemd funkén{ vlastn{ imunitni
systém. Mys je nédsledné imunizovdna antigenem, ktery aktivuje zmnoZeni pfisluSného
klonu B Iymfocytd a tvorbu lidskych protildtek. B lymfocyty jsou pak z téla mysi izolovany
a flizovény s myelomovymi butikami. Ziskané hybridomy pak produkuji plné lidské mo-
noklondln{ protildtky.

RovnéZ technologie firmy Immunologix vyuZivd bunék od lidskych dérct, ale nenf
podminkou, aby prodélali pfirozenou infekci. Navic, v celém procesu nenf zapotfebi Zad-
ny krok vyZadujici pfenos do mysSi:

e ze sliznice krénich mandli (nebo z plné krve) jsou izolovdny naivni B-butiky

e izolované B-buriky jsou nejprve sfazovadny s butikami myelomu, takZe vzniknou bun-
ky hybridomdlni,

e hybridomdln{ buiiky jsou stimulovény k produkci (nahodilych) protildtek

e sekretujici hybridomy jsou selektovdny pomoci vhodné pfipravenych malych roz-
pustnych proteind, nesoucich hlavni znaky (epitopy) cilového antigenu (viru, bak-
terie)
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Nézvoslovi monoklondlnich protildtek v sobé nese informaci o pivodu, popf. i cilové
tkdni,proti které je mAb ur€ena. Prvni ¢4st ndzvu je variabilni. Po ni ndsleduje ¢ést, jeZ
oznacuje cil, proti kterému je protildtka ur¢ena. Napf. spojeni —li(m)-oznacuje imunitni
systém, -vi(r)-virovy antigen atd. Nésleduje pfsmeno nebo slabika ukazujici na ptivod pro-
tildtky:napt. -o- protilatky mystho pvodu, -u- protildtky lidské, -xi-protildtky chimérické
atd. Ndzev je zakoncen pfiponou -mab. Napf. ,,-ximab” ukazuje na chimérickou monoklo-
ndln{ protildtku, ,-zumab” odkazuje na humanizovanou protildtku (obr. 3.5.)

pfedpona | cilova struktura puvod (typ) protilatky pfipona
-ba(c)- bakterie
-Ci(r)- kardiovaskularni systém
-co(l)- néador tlustého stieva
-fu(ng)- houba
-go(t)- nédor varlete
-a- krysa
-go(v)- néador vajecéniku
-axo- | hybrid krysa/kiecek
-ki(n)- interleukin
-e- kiecek
-le(s)- loZisko infekce
-i- primati
-li(m)- imunitni systém
variabilni -0- my$ -mab
-ma(r)- nédor prsu
-U- huménni
-me(l)- melanom
Xi- chiméricky
-mu(l)- muskuloskeletalni systém
-Xizu- | chiméricky/humanizovany
-neu(r)- nervovy systém
-zu- | humanizovany
-0(s)- kost
-pr(0)- nador prostaty
-tox(a)- toxin
-tu(m)- libovolny nador
-vi(r)- viry

Obr. 3.5. - Nomenklatura monoklondlnich protildtek. (zdroj: Sobotkovd M, Bartirikovd J. Monoklondlni
protildtky a dalsi biologickd léCiva uzivand v imunosupresivni lécbé. Remedia, 2008; 356-64)
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3.5. Hromadna vyroba protilatek

Monoklondln{ protildtky se podévaji pfevdzné ve formeé nitroZiln{ infize. Musi proto
splitovat dva zdkladn{ poZadavky kladené na parenterdlni*® 1é¢iva obecné:
1. Asepticky vyrobni proces, termindln{ sterilizace
2. Opattenf proti pyrogentm (latky vyvoldvajicf horecku).

Pivodn{ zpisob pfipravy protildtek in vivo v téle mysi neodpovidd potfebdm ani co
do mnozZstvi, ani co do ¢istoty ziskanych protilitek. Mnohem 1épe se obou cild mize
doséhnout kultivaci hybridomdlnich bunék in vitro. Byla vyvinuta celd fada technik, jak
péstovat butiky (v podstaté myelomové buiiky B-lymfocytarntho myelomu):

e Technickd my$ (Tecnomouse) — maly pritokovy kultiva¢n{ systém (0br.3.6.)
e Pritokovd kultura (Perfusion technology) - prito¢ny reaktor (0br.3.7.)
o Prikrmovand vsddka (Fed batch technology)- vsédkovy reaktor s michdnim

Obr. 3.6. - Tecnomouse - umeld technickd mys pro kultiva-
ci hybridomi a produkci protilatek in vitro

PruZné hadice Sbérma pumpa

Pumpa pfitokového

Bioreaktor

Obr. 3.7. - Schéma kultivace bunéek v pritokovém (perfiznim) reaktoru

2 podavany jinak nez peroralné-usty
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Priitokové technologie jsou zaloZeny na myslence, Ze vhodné ukotvené buiiky by
mohly produkovat protildtky po nékolik tydnt, pokud se jim zajisti dostate¢ny pfisun
Zivin a odvod zplodin ldtkové vymény. Léta srovndvani zkuSenosti vedla nakonec k z&vé-
rm, Ze dlouhé doby kultivace nejsou vhodné. V disledku starnuti bunék, jejich rizné
kvality a proménlivého mikrookoli dochdz{ ke zméndm v glykosylaci proteind a v jinych
post-translaénich Gpravéach, takZe vysledny produkt je vice proménlivy. Vzristd také rizi-
ko mikrobidln{ kontaminace bunécné kultury. V neposledn{ fadé brén{ vétSimu rozvijeni
perfizn{ technologie také to, Ze se dd jen obtizné zvétSovat jeji métitko (ve srovndni se
vsddkovou kulturou v michaném bioreaktoru ).

3.5.1. Kultivacni média

Soucasné poZadavky organt regulujicich oblast 1é¢iv bud'to vyrazné omezuji nebo pfi-
mo zakazujf pouzivéni takovych sloZek kultivacniho média, které by mohly byt odvozeny
ze zvitat, zejména z krav. Divodem jsou potencidlni kontaminace ¢dsticemi - priony - zp@-
sobujicimi TSE/BSE onemocnéni. Soucasnd kultivacni média tedy jiZ nepouZivaji napf.
BSA (bovine serum albumin) ani FCS (fetal calf serum), a pokud ano, tak jen v prvni fazi
(oZiveni a pomnoZeni bunék). Soucasnym trendem je tedy pouZivédni chemicky definova-
nych médii, a jako zdroj signdlu nezbytného pro rést bunék se pouZzivaji rekombinantnf
proteiny IGF-1, transferrin, inzulin apod.

3.5.2. Prace s produkénimi kmeny pro vyrobu protilatek

P¥i vyrobé protildtek pomoci Zivych bunék je zvlasté dlleZité zachovat produkéni
kmen a jeho vlastnosti, tj. hlavné: Zivotaschopnost, avirulenci a produk¢ni stabilitu.
Po vyvinuti produkéniho kmene se tedy zdkladnim prvkem vyroby protildtek stdvd
bezpetné uchovavédni zdkladniho (primédrniho) kmene hybridomélnich bunék.
Na zdkladé mnoha praktickych zkuSenosti je dnes jiZ jako standard zavedeno pouZzi-
vani dvou zédloh produkéniho kmene:
e pracovni banka bunék - Working Cell Bank (WCB)
e vyzorova banka bunék - Master Cell Bank (MCB)

Po oZiveni kultury ze zdkladniho kmene hybridomélnich bunék nésleduje zpravidla
dvou az t¥{ krokovy pfenos do vétstho méfitka (analogie up-stream procesu v chemické
vyrobé). Findln{ kultivace je budto vsddkovd nebo kontinudlni. Po sklizni je od fermentac-
nfho média odlou¢eno bunééné debris, zpravidla centrifugaci. Ndsleduji rizné purifikacni
kroky, které majf za cil odstranit nizkomolekuldrni 14tky (vysrdZenf siranem amonnym,
dialyza) a cizi proteiny (afinitnf{ chromatografie).

V celém biotechnologickém vyrobnim procesu se rozli§uji tzv. up-stream procesy (zvét-
Senf objemu) a down-stream procesy (zmenSovanim objemu zpracovdvaného média).

Up-stream proces zahrnuje:

o zdkladnf kultivace (oZiveni) produkéni buné¢né linie po vytaZeni z banky

e fermentacni proces (od malé laboratorni batiky aZ po velky bioreaktor) Vyrobni mé-
fitko fermenta¢niho procesu je reprezentovano objemem kultiva¢nich nddob:
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<1ml desti¢ky s jamkami
10mi zkumavky
50ml rotujici zkumavky, rollery
500ml buriky s michadlem, spinnery
>1000ml tfepané kultivacni vaky, fermentory

Bunécnd kultura se do vétsitho méfitka prendsi postupné. Klasickd kaskdda za sebou
zapojenych fermentord o zvétSujic se velikosti se oznacuje jako seed-train (obr. 3.8.)
(inokula¢ni kaskdda, inokula¢n{ vlak). Pro kultivaci sav¢ich bunék se nejcastéji pouzivaji
fermentory o objemu 1001 - 50001, ale uZ existujf i vyrobn{ zatizeni pro 10000-25000
litrd. Kultivace savcéich bunék se tak zacind bliZit klasickym fermenta¢nim technologifm
pro bakterie, plisné, houby a kvasinky (50-100 m?).

al ‘aky 8 kuithetnim midiem

Obr. 3.8. - Klasickd fermentacni kaskdda (a) a fotografie zacdtku kaskddy - bioreaktor o objemu 10 az
201 (b)

Down-stream proces zahrnuje:

e (Odstranén{ bunék, buné¢ného debris a vycefeni tekutiny (tzv. capture)

e Separace proteinové frakce sréZenim bilkovin siranem amonnym, nebo dnes nej¢astéji
afinitnf chromatografif (tzv. Polishing 1)

e QOdstranéni nizkomolekuldrnich 14tek ultrafiltraci, dialyzou, nebo membrénovou chro-
matografif (tzv. Polishing 2 )

3.5.3. Novéjsi postupy ve fermentacnich technologiich
savéich bunék
Klasickd kaskdda vyZaduje nerezové tanky, které musi byt sterilizovatelné (tlakovd
péra) - maji instalovany SIP (steam -in-place, pevné zabudované sterilizaén{ zaf{zen{) a ¢is-
titelné automatizovanym Cisticim procesem - majf instalovany CIP (cleaning-in-place, pev-
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né zabudované Cistici zat{zen{), pfi¢emZ Gcinnost ¢isténi i sterilizace se musi prokazovat
validaci.

Rozséhld, jednoucelovd zafizen{ s klasickou fermenta¢ni kaskddou a s pevnymi
pfipojenimi stoji $100 -$300 mil. dolart a vyZaduji 3-5 let na vystavbu, zprovoznéni
a validaci.

Proto se novéjsi soucasné pfistupy snazi sniZit ndklady frementacniho procesu
pouZivanim jednordzovych pomfcek, jednordzovych propojovacich hadic, jednord-
zovych fermentacnich vakt. Vzniklo celé nové technické odvétvi oznacované sou-
hrnné jako , disposables” (z angl. ,na jedno pouziti“).

Pro kultiva¢ni média se pouZivaji jednordzové vaky pti kultivacich od 20 do
25001. Pfi mensich vyrobnich objemech, typicky od 1 do 10001, mtZe byt jedno-
rdzovy vak pouZit dokonce i pro findlnf produkéni fézi kultivace, je ale tfeba zajistit
promichdvéni. To se déje bud pomoci nakldpéného podstavce (rocking platform)
nebo pomoci ponorného michadla (impeller). Vaky pfichdzeji do vyroby jiz pfedste-
rilizované (gama-radiaci) a Casto jsou uz pfedem osazeny filtry pro vzduch a konek-
tory (fittingy) pro ptipojenf hadic.

Jednorazové vaky s kultivaénim médiem
Flexibilnl

aseptické
spoje

Obr. 3.9. - fermentacni kaskdda s vyuZitim zafizen{ na jedno pouZiti (vaky s kultivacnim médiem, flexi-
bilni hadicovd propojeni)

Jednordzové trasy pro pfivod Zivhého média nebo pfenos inokula do vétstho fermen-
ta¢nfho métitka se také realizuji prostfednictvim jednordzovych plastovych hadic a peri-
staltickych pump.

Kromé flexibilniho pfipojeni reaktord se pouzivaji i jednordzové vnitfnf vystelky reak-
tord - a to vaky na jedno pouZiti (obr. 3.11 a 3.12.):
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Obr. 3.10. - flexibiln{ hadicovd propojenina procesni nddo-
bé v biotechnologickém provozu (Sicor Biotech, Litva)

Obr. 3.11. - jednordzovd vnitrni vystelka
bioreaktoru - vak na jedno pouZiti

Také vyrobni kroky v down-stream procesech zaznamenaly rozmach v pouZivan{ zati-
zeni na jedno pouZiti. Zde se misto pevnych pfipojeni nerezovymi trubkami mezi fermen-
torem a dal$im procesnim zaf{zenim pouZivaji flexibiln{ hadicovd propojeni a mobilni
nddoby. Je to v3ak jen jedno z mdla vylepSen{ v down-stream procesech. Klasické techniky
pieciStovéani (tj. centrifugace, afinitni chromatografie, odsolovéni), zaostdvaji v rychlosti,
kapacité a hlavné ve sniZovén{ ndkladl za technikami fermenta¢nfmi.

Proto se firmy snaZi o sniZenf nékladii alespoti p¥i stavbé vyrobnich celkd. Casto se
pouziva systém modulll - kontejnerd, které jsou soucasné jiz vnéjsim plastém a soucasné
maji osazeny vnitin{ ¢isty prostor. Jejich sloZeni, ¢iSténi, zprovoznéni a validace je pak
dosaZeno za mnohem krat$f dobu (obr. 3.12.).

Obr. 3.12 - skldddnt kontinudlni centrifugy(a); sklddani kontejnerového systému stavby cistych prostor(b)
- Sicor Biotech, Litva

Aby se dosdhlo sniZzen{ ndklad na klimatizaci, filtraci vzduchu a udrZovani mikro-
bidlni Cistoty prostfedi, jsou jak fermentory, tak i procesni zatizeni pro down-stream
zpracovan{ uzavirdny do tésného oplésténi (Obr. 3.13.).
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Obr. 3.13. - mobilni opldstent pro procesni zafizeni (chromatografické
kolony, centrifugy)

3.5.4. Kritické kroky vyrobnich procesu

Jako kritické (z hlediska vlivu na kvalitu produktu) byvaji dnes identifikovany nésle-
dujicf kroky vyrobnfho procesu:
1. Pfiprava vody pro injekce (WFI - voda, Wate For Injections)
2. Ptiprava filtra¢nich souprav, findln{ sterilizujic{ filtrace
3. Myti rozpliovaciho a uzaviraciho zatizeni
4. Sterilizace a provoz izoldtoru Tt. “A” pro rozplhovéan{ do 1ékovek

P¥i uvddéni protildtky do injekéni 1ékové formy je tfeba mit na paméti, Ze se jednd
o nativni bilkovinu - protein. Jako kaZdé jiné proteiny, tak i protildtky mohou v roztoku
podléhat rlznym procestim, které nezZddoucim zptisobem mén{ jejich vlastnosti:

Hydrolyze bilkovin se pfedchdzi volbou vhodnych podminek pti down-strem zpra-
covan{: za chladu, v pufrech o vhodném pH a ionové sile.

Stépeni proteinové vazby se ptedchézi opatfenimi na vylouceni protedz, ptip. pou-
Zitfm inhibitor( protedz.

Denaturaci se vyvarujeme vyloucenim tepla pfi kone¢ném zpracovdni - termindln{
sterilizace je zajiSténa filtraci.

Agregacnim reakcim se bran{ ptedevsim pouZzivdnim tzv. biokompatibilnich ma-
teridll, ddle PEG-ylac{ (syntetickd dprava, dosyntetizovani fetézece polyethylenglykolu)
ptipadné glykosylaci.

vvvvv

tovd sila, ale jiné sloZeni pufrd: jiné ionty = jiné mikrookoli.
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4.1.1. Tti reZimy imunosupresivni 1éCby

ReZimy potransplanta¢n{ imunosupresivni 1é¢by se lisf podle toho, v jakém operac-
nim obdobi se imunitni systém pFijemce nachézi:

¢ indukéni imunosuprese — pouZivd se v Casném obdobi po transplantaci, kdy je
nejvyssi riziko vzniku akutni rejekce.

e udrZovaci imunosuprese — navazuje na obdobi indukéni 1é¢by. Jeji poddvdni je doZi-
votni. S ¢asovym odstupem od transplantace se mnozZstvi 1€kt snizuje. Jejfm smyslem
je zabrdnit vzniku pozdnich akutnich rejekc{ a ptedev$im chronickych rejekci.

¢ antirejek¢ni imunosuprese — se pouZivd jako razantni 1é¢ba tam, kde byla prokdza-
na akutnf rejekce.

4.1.2. Typy imunosupresiv

Imunosuprese je zaloZena ptredev$im na depleci (sniZen{ poctu) aktivovanych lymfo-
cyth, ovlivnéni migrace lymfocytd nebo blokovanim jejich odpovédi na stimulacnf signaly.
Imunosupresiva mizeme rozdélit do dvou zakladnich skupin:

e Malé molekuly — jednd se o klasickd imunosupresiva napf. kortikosteroidy, inhibitory
kalcineurinu, ingibitory mTOR (viz ddle)

* Biologické proteinové prepardty — predevsim protildtky a fizn{ proteiny; jde o vyvojo-
vé novéjsi imunosupresiva

V nésledujici ¢asti je poddn piehled nejcastéji pouzivanych klasickych imunosupresiv,
rozdéleny podle mechanismu jejich Gc¢inku. Biologickym proteinovym prepardtim bude
vénovand pozornost v kap. 4.1.3.

Kalcineurinové inhibitory

Mechanizmus jejich G¢inku je takovy, Ze po prostupu bunécnou membrdnou lymfocy-
t se véz{ na specifické vnitrobuné¢né proteiny — imunofiliny a blokuji enzymatickou
aktivitu kalcineurinu (odtud ndzev kalcineurinové inhibitory). Diky blokaci kalcineuri-
nu je znemoznéna produkce nékterych cytokind, zejména interleukinu — 2 (IL-2), ktery je
hlavnim cytokinem zptsobujicim proliferaci T-lymfocytd. ProtoZe je proliferace T-lym-
focyth ztiZena, je pro jejich populaci mnohem obtiZnéjsf zahdjit a rozvijet mechanismy
vedouci k rejekci cizi tkdné (obr. 4.1.) Kalcineurinové inhibitory jsou nyni nejrozsife-
néjSimi imunosupresivy na svété. Tvoif zdklad vSech imunosupresivnich postupt jak
ve fdzi indukéni, tak i ve fézi udrZovaci.

Patif sem cyklosporin A (Sandimmun Neoral®, ¢esky Equoral®) a tacrolimus (FK
506, Prograf®). V Ceské republice byl cyclosporin A vysoké kvality a &istoty pripraven
biotechnologickymi metodami (kultivace houby Tolypocladium cylindosporum) a che-
mickoizola¢nimi metodami na pfelomu 80. a 90. let 20. stoleti. Pod ndzvem Equoral® je
vyrdbén v opavském zévodé Teva.

Vsechny kalcineurinové inhibitory majf vSak fadu nezddoucich G¢inkd: nefrotoxicita,
neurotoxicita, hypertenze, hyperlipidemie a diabetes mellitus.
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Obr. 4.1. - Mechanismus dcinku kalcineurinového inhibitoru (cyklosporin, tacrolimus)

a - normdlnt buriky, bez inhibice: kalcineurin po vazbé na imunofilin aktivuje jaderny faktor NF a spousti
pristup ke gentiim pro cytokiny, zejména IL-2.

b - buriky pod vlivem inhibitoru kalcineurinové aktivace: vazba kalcineurinu na imunofiliny a aktivace
Jjaderného faktoru NF-AT je blokovdna. Nespousti se syntéza cytokini (IL-2).

Kortikosteroidy

Jsou to syntetické analogy (napf. prednison) télu vlastnich steroidnich hormont tvofe-
nych v kife nadledvinek z cholesterolu. Kortikosteroidy majf celé spektrum protizanét-
livych a imunosupresivnich a¢inkd, inhibujf produkci celé fady cytokint (IL-1, IL-2,
IL-3, IL-5, TNF-a, IFN-y), které se téastni v rejekénich mechanismech. Uéinek Korti-
kosteroidu je Siroky, nespecificky (obr. 4.2.). PouZivaji se pfedevsim pro indukéni
a antirejek¢ni fézi terapie, v udrZovacich fdzich se jejich dévky sniZuji nebo se Gplné
vysazuji. Dlivodem jsou zdvazné nezddouct G¢inky (hypertenze, hyperlipidemie, diabetes
mellitus, Cushingoidn{ syndrom, katarakty, osteoporéza, poruchy réstu u déti).

Kortikosteroidy se zpravidla pouZivaji v kombinaci s kalcineurinovymi inhibitory
a s antiproliferativnimi 1éky, jako tzv. imunosupresivni triplet.

Aktivovany
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Antiproliferativni léky

Inhibuji proliferaci (délenif) bunék tim, Ze zasahuji do syntézy DNA. Nejcastéji pou-
Zivanym antiproliferativnim 1ékem v soucasnosti je mykofenoldt mofetil (pfipravek s na-
zvem CellCept®). Inhibuje enzym inosit monofosfat dehydrogenazu (IMPDH), ktery
je dalezity pro de-novo syntézu purinovych bézi. Takto je blokovano déleni aktivova-
nych T-lymfocytd.

V Ceské republice byl mykofenol4t rovné pripraven biotechnologickymi a chemicko-
izola¢nimi metodami a je vyrdbén v Opavé. NeZddoucimi d¢inky jsou pFedevsim leukope-
nie a dyspeptické potiZe. Pouzivaji se v indukéni a pfedev$im v udrZovaci fdzi, nejcastéji
v kombinaci s kalcineurinovymi inhibitory.

Rapamycin

Patif mezi makrocyklické laktony. Zabrafiuje aktivaci lymfocytd blokddou enzymf,
tzv. mTOR (mammalian Target of Rapamycine). mTOR je enzym ze skupiny kindz, ktery
reguluje rist, déleni, pohyblivost a pfeZivani bunék a také syntézu proteint a transkripci.
Rapamycin se pouzivd v udrZovaci terapii pfedevsim v kombinaci s kalcineurinovymi
inhibitory. Jeho pouZivdn{ je vSak omezeno vyznamnymi neZddoucimi efekty, ptedevsim
vysokym vyskytem infekénich komplikaci a hyperlipoproteinemii.

Protildtky

Polyklondlni a monoklondln{ protildtky se fad{ k tzv. biologickym 1é¢iviim. Princip
jejich dcinku spocivd ve vazbé na rizné povrchové molekuly (receptory, koreceptory)
imunocyt a tim zpravidla brdnf jejich proliferace nebo ovliviiujf vzdjemné interakce
oznacené buriky s dal$imi imunocyty. Podrobnéji se bude terapeutickému vyuZitf protild-
tek vénovat kap. 4.1.3. a 4.2.

4.1.3. Nové pristupy k imunosupresi

Nezddouci ucinky Kklasickych imunosupresiv (inhibitort Kkalcineurinu, kortikoste-
roid@ a antiproliferativnich ldtek) vedou ke snaze hledat alternativni 1éCebné postupy,
které nejsou zatiZeny tolika nezddoucimi vedlej$imi G¢inky. K takovym terapeutickym
postuptim patf{ napf. imunoadsorpce, imunotolerance vici $tépu a v neposledn{ fadé
rychle se rozvijejici formy tzv. biologické 1é¢by. Piesto, Ze novd tzv. biologicka 1é¢iva
jsou zatim velmi drahd , nachdz{ biomedicina stdle $ir$i uplatnéni nejen v potransplan-
ta¢ni imunosupresi, ale hlavné v onkologii a 1é¢bé autoimunitnich onemocnéni (viz ddle
kapitola 4.2.).

Imunoadsorpce

SoubézZné s vyvojem ucinnéjsich imunosupresiv existuji v transplanta¢n{ mediciné jiz
cca 10 let postupy, jak provést transplantaci orgdnu i mezi nekompatibilnimi ddrci (ne-
kompatibilita krevnich skupin, nekompatibilita HLA). Jednd se o modern{ 1é¢ebnou me-
todu, pfi které jsou semiselektivn{ elimina¢n{ metodou pomoci imunoadsorbentt vychy-
tdvany z krve ¢lovéka konkrétni proteiny (protildtky). K pouZivanym imunoadsorbentdm
pati{ napf. fenylalanin, tryptofan, stafylokokovy protein A a ov¢i protildtky proti lidskym
imunoglobulintim.
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Imunoadsorpci 1ze provddét technikou afinitn{ chromatografie. Plazma je nejprve se-
pardtorem oddélena od krevnich element( a ndsledné ,,¢isténa“ od nezZadoucich proteind.
Separdtor se sklddd ze 2 kolon s navdzanym stafylokokovym proteinem A . B€hem opako-
vanych cykl@ je vZdy jedna kolona adsorbujici a druhd je regenerovana. Ocisténd plazma
je spolu s krevnimi elementy opét vradcena pacientovi.

Pfedpokladem pro takovy postup je dostatek ¢asu na ptipravu pfijemce transplanto-
vaného orgdnu, tzn. Ze ddrce orgdnu mus{ byt dopfedu zndm.

V CR byla takto provedena napf. transplantace ledviny fotbalistovi Petru Mikolandovi
od jeho HLA-nekompatibilni matky (leden 2011).

Imunotolerance

V laboratornim meétitku a na laboratornich zvifatech ddle existuji postupy pro navo-
zeni imunotolerance viuci alogennimu $tépu - orgdnu pfenesenému z jiného jedince.
Tyto postupy jsou zaloZeny na postupném podévéni zprvu nizkych, postupné se zvySu-
jicich mnoZstvi antigend dédrce do téla pffjemce (urcitd obdoba desenzilibiliza¢ni 16¢by,
jak ji zndme napf. u senné rymy). Tim se navozuje imunotolerance vici antigentim ddrce.
Tento zplisob v8ak vyZaduje jednak pfedem zndmého dérce i pffjemce, a navic dlouhy ¢as
ptipravné féze pfed transplantaci. Nenf tedy moZné jej zatim realizovat pfi transplanta-
cich orgdni ze zemfelych dérca.

Principy navozeni imunotolerance, tj, neodpovidavosti organismu na urcity typ anti-
genu, jsou vSak ddle intenzivné studovdny a to nejen v souvislosti s transplantacemi, ale
i v souvislosti se zhoubnym délenim bunék - tzv. ,Cancer immunoediting concept®
(koncept imunitnfho upravovani rakoviny).

Koncept imunitniho upravovani rakoviny vznikl pfi studiu mechanismu, jakym doché-
z{ k potlaceni zvnéjSku dodaného tumoru. Mechanismus se spousti poté, co doslo k bu-
nécné transformaci a mechanismy vnitfniho potlacen{ tumoru selhaly. U imunoeditingu
rakovinného bujeni mZeme rozlisit t¥i fize: eliminace, rovnovaha a dnik.

V eliminacni fazi pracujf sloZky vrozené a ziskané imunity spole¢né na odstranén{
tumoru dlouho pfed tim, neZ dojde ke klinickym projeviim tumoru. Je-li tato faze dovrse-
na, hostitel zGstavéd bez postiZeni.

Jestlize v3ak nékteré neobvyklé - vzécnéjsi varianty rakovinnych bunék nejsou béhem
elimina¢ni féze zniCeny, mohou vstoupit do tzv. fdze rovnovahy, v niZ je imunologickymi
mechanismy brzdéno jejich rozristdni. K udrZovédni rakovinnych bunék ve stavu ne¢innos-
ti, dormance, jsou zapotfebi T lymfocyty, IL-12, a I[FN-y, zatimco pfirozeni zabfje¢i (NK
buriky), molekuly tGcastnici se rozpozndvani (protildtky) a efektorové funkce bunék vrozené
imunity se nijak nedcastni. To naznacuje, Ze fdze rovnovéhy je jen zdleZitost{ ziskané imu-
nity. Ve fazi rovnovahy se odehrdvé upravovani a modifikace imunogenecity tumoru. MiZze
dojit k tomu, Ze upravovan{ imunogenecity se stane i kone¢nou féz{ tumoru, a Ze rozristani
ptileZitostné rakovinnych bunék je potlacovdno po cely zbytek Zivota hostitele.

Nésledkem neustdlého selekéniho tlaku vyvijeného na geneticky nestabilni nddorové
buiiky ve fazi rovnovahy s okolim se mizZe stt, Ze:

e nddorové bunky pfestanou byt rozezndvany systémem ziskané imunity (varianty -
bud dplnd ztrdta antigenu, a nebo nddorové buriky jsou pti¢inou chyb ve zpracovani
antigenu nebo jeho prezentaci),
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e nddorové buiiky se stanou necitlivymi k imunitnim efektorovym mechanismim
nebo

e néddorové buniky navodi imunosupresivni stav ve svém mikrookoli. Prévé tyto nddoro-
vé buiikky mohou pak vstoupit do féze posledni - faze Gniku, ve které jejich rozris-
tdni uZ nenf blokovdno imunitnim systémem. Tyto nddorové butiky se pak vynofuji
a pisobf klinicky pozorovatelné nddorové onemocnén.

VyuZiti protildtek a fiznich proteind v moderni terapii

Nez4douci tcinky dosavadnich imunosupresiv vedly k vyvoji imunosupresiv ze sku-
piny tzv. biologickych 1é¢iv. Vyvoj v této oblasti pokrocil zejména poté, co se zacalo
dafit pfekondvat tUskall spojend s imunitnimi reakcemi proti 1é¢iviim proteinové povahy,
kam patf{ i protildtky a fuzni proteiny. Nové biologické 14tky Uplné zménily tradicni
postupy v transplanta¢ni mediciné.

V této kapitole jsou uvedena nékterd novéjsi 1éCiva z této kategorie biologickych 1é¢iv,
kterd jsou dnes pouzitelnd pfedevSim pro fdzi udrZovac{ imunosuprese.

U nédzvl téchto 1é¢iv se pouziva nésledujici terminologie:
¢ vSechny monoklondln{ protildtky konc{ pfiponou ,,-mab* (viz kap. 3.4.)
e fuzni proteiny pak pffponou ,—cept”.

Tradi¢ni protilatky se poddvaji zpravidla s cilem vyvolat nespecifické odstrané-
ni T-lymfocytd pomoci polyklondlnich protilitek nebo monoklondlnich protildtek typu
OKT3 (viz déle)

Novi generace biologickych latek vSak cilené, vysoce specificky potlacuje ne-
Zadouci imunitni reakce a umoZznuje udrZovaci imunosupresi. Dlouhodobd biologickd
1é¢ba je moznd hl. diky humanizaci protildtek, u kterych imunogenicita téméf vymizela
i po dlouhodobém uzivdni.Typickym pfedstavitelem této nové generace bioléciv je bloka-
tor kostimulace T lymfocyt — belatacept (viz ddle).

Terapeutické vyuZiti polyklondlnich protildtek

Ptipravuji se nejcastéji ze séra kralikti nebo konf, imunizovanych lidskymi lymfocyty
odebranymi z thymu. Nejvice pouZivané jsou anti-thymocytdrni (ATG®) a anti-lymfocy-
tarnf globuliny (ALG®).

V organismu pacienta po transplantaci se ATG véZ{ na velké mnoZstvi povrchovych
molekul aktivovanych lymfocytt. Takto opsonizované lymfocyty jsou lyzovany (prostfed-
nictvim komplementu nebo prostfednictvim Fc receptoru). Dalsim pozitivnim dcinkem
je schopnost ATG zvySovat tvorbu regula¢nich T lymfocytd, které jsou schopny potlacit
funkci ejektorovych T lymfocytl zodpovédnych za rejekci.

PouZivaji se v indukéni fazi a u zdvaznych vaskuldrnich rejekci. Majf vSak celou fadu
nezddoucich ucinkl: zvyseny vyskyt infekci, anafylaktické reakce, riziko malignit, séro-
vou nemoc, leukopenii, trombocytopenii.

Terapeutické vyuZiti monoklondlnich protildtek a fiznich proteini
Blokujf cilené urcité receptory na aktivovanych lymfocytech. V klinické praxi jsou
nejvice rozsifeny ndsledujici monoklondln{ protildtky:
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anti CD 25 - proti receptoru pro IL-2. IL-2 se vyskytuje na lymfocytech a je dilezi-
tym prolifera¢nim reguldtorem. Anti CD 25 - daclizumab (Zenapax®) a basiliximab (Si-
mulect®) - je humanizovand protildtka vdZic{ se na o fetézec receptoru IL-2a, a blokuje
tak klondlnf expanzi aktivovanych lymfocytd.

anti CD 3 - proti koreceptoru T lymfocyta. CD 3 je membrdnovy protein T lym-
focytd kovalentné vdzén s TCR. Pti vazbé TCR s antigenem zesiluje koreceptor CD3
aktivacni signdl a to vede k proliferaci T lymfocytu. Muromonab-CD3 (Orthoclone
OKT3®) je mysi protildtka blokujic{ funkci CD 3 koreceptoru. Je prvni klinicky pou-
Zivanou monoklondln{ protildtkou (od r. 1987). Pouzivd se v 1é¢bé akutnich rejekci.
M4 fadu nezZddoucich vedlejsich dcink(, pfedevsim intenzivn{ uvolilovdn{ cytokin
(cytikine release syndrom).

anti CD 20 - proti povrchovému znaku B lymfocytu (resp. jejich prekurzord).
Vysoce afinitnf protildtka (obchodni ndzev Rituximab®) se vyuZiva predevsim pro 1é¢bu
akutni rejekce, doprovdzené uvolfiovanim protildtek napf. po transplantaci ledvin.

anti CD 52 - humanizovana protildtka Alemtuzumab®, namitend proti glykoprotei-
du CD 52, exprimovanému pfedev$im makrofdgy, NK butikami a lymfocyty (je pfitomen
pouze na zralych T-lymfocytech, ale ne na zdrode¢nych kmenovych bunikdch, proto se
pouZzivd pro 1é¢bu chronické lymfocytdrni leukémie (CLL). Protildtka md na dané buiiky
silné deple¢n{ i¢inky (sniZeni poctu).

Blokédda kostimulace CD28/B7 — Belatacept®, fizni protein tvofeny Fc fragmen-
tem lidského IgG1 vdzaného na protein CTLA4 (velmi podobny CD28): Pro trvalou akti-
vaci naivnich T-lymfocytl je dileZitd kostimulace neboli druhy signdl. V mnoha modelech
mechanismu transplanta¢n{ nebo autoimunitn{ reaktivity je velmi dileZitd signdln{ cesta
mezi receptorem CD28/B7 lymfocytl (kap. 2.4.1., obr. 2.13). Belatacept se véZe na B7
(také oznacovdn jako CD80/CD/86) a tim kostimulaci blokuje. Jen o 2 aminokyseliny
se od belataceptu lis dalsf fazni protein Abatacept®, ktery md podobné uc¢inky a byl
schvdlen pro 1é¢bu revmatoidni artritidy.

Mnoho ldtek ze skupiny biologickych 1é¢iv bylo pivodné vyvinuto pravé pro trans-
plantace, ale nakonec tyto latky prokdzaly svou tc¢innost v jinych indikacich, neZ v trans-
plantologii.napt.:

Rituximab® (antiCD20) - schvalen FDA% pro 1é¢bu revmatoidni artritidy, Alemtu-
zumab® (antiCD52) - schvdlen FDA pro 1é¢bu chronické lymfatické leukémie - CLL).

Abatacept® (antiCD80/86) - schvdlen pro 1é¢bu revmatoidni artritidy

4.2.1. Co je to biologicka 1é¢ba?

Biologickou 1é¢bou rozumime podévén{ litek riizného sloZenf a mechanismu déinku,
které zasahuji do imunitnich a zanétlivych déji, provazejicich vznik a vyvoj lé¢enych

27 Food and Drug Administration, Americky Urad pro potraviny a Iéky
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chorob. Latky pouZivané v biologické 1é¢bé se nazyvajl modifikdtory imunitni odpoveé-
di nebo také biologickd 1éciva (bioléciva).

Biologickd 1é¢ba, oznacovana také jako cilend 1é¢ba, vyuZivd obranyschopnosti orga-
nismu k boji proti autoimunitnim a onkologickycm onemocnénim. Rozmach biologické
16¢by byl iniciovdn ptedevsim vyvojem poznatkl v oblasti molekuldrni biologie buiiky
(povrchové molekuly, bunécnd signalizace). Védci nachdzeji takové molekuly a pochody,
které jsou specifické pouze pro buiiky spojené s konkrétnim nddorovym nebo autoimu-
nitnim onemocnénim a v buiitkdch normdlnich tkdni se bud nevyskytuji viibec, nebo jen
v malé mife. Lé¢iva v rdmci této cilené biologické 1é¢by plisobi pouze na tyto molekuly
a pochody a posiluji ¢i opravuji schopnost sebeobrany organismu.

Proto u biologické 1é¢by velmi zdleZi na ptesné diagnostice onemocnéni. Napf. u on-
kologické terapie je nutné spravné typizovat nddor a jeho riistovou fazi. Bézné histologic-
ké metody proto pii typizaci dopliiujf stdle vice molekuldrné biologické metody.

I kdyZ je doprovéazi rovnéZ fada neZddoucich Gc¢inkd, ve srovnani s klasickou 1é¢bou
je jich daleko méné a méné vyznamnych.

Biologickd 1é¢ba nasla uplatnéni v fadé 1ékaiskych oblasti:

e v alergologii, revmatologii a imunologii (revmatoidn{ artritida, juveniln{ idiopatickéd
artritida, psoriatickd artritida, Bechtérevova nemoc)

e gastroenterologii (1é¢ba idiopatickych stfevnich zdnétd, tj. Crohnovy choroby, ulce-
rézni kolitidy a 1é¢ba kolorektdlnfho karcinomu),

e hepatologii a urologii (po transplantaci jater, ledvin)

e dermatologii (psoriasis vulgaris)

* onkologii.

Nejrychleji ziskdvé biologickd 1é¢ba uplatnéni prédvé v onkologii. Mezi nddory, které
je mozné 1é¢it pomoci biologické 1é¢by, patf{ napf.: nddory ledvin, prostaty, tlustého stie-
va, plic, prsu, nddory Zenskych pohlavnich orgdnd, melanom, a Kaposiho sarkom.

K dal$im chorobdm, které je moZné 1é¢it pomoci biologické 1é¢by patfi napf.:
Alzheimerova choroba, systémovy lupus erytematodes, pacienti po transplantaci jater
a nékteré nezddouci tcinky protinddorové 1é¢by.

4.2.2. Charakteristika latek pouZivanych v biologické 1é¢bé

Létky pouZivané v biologické 1é¢bé se nazyvaji modifikdtory imunitni odpovédi. Vét-
Sinou jsou to 1atky, které lidské télo normdlné vyrabi. Pro Gcely cilené 1é¢by nddort a au-
toimunitnich chorob jsou vSak tyto ldtky vyrobeny mimo télo - in vitro - a télu doddvany.
U neékterych typl biologické 1é¢by se naopak poddvaji ke sniZeni neZddoucich G¢inkd,
které mohou nastat po pouZitf jinych typd protinddorové terapie.

Tzv. bioléciva neboli biologicka terapeutika jsou ldtky biologické povahy. Biolo-
gickou povahou se pfitom rozumf{ dva rizné aspekty:
¢ bioléciva jsou organické makromolekuly (charakteru bilkovinného, ale i charakte-

ru DNA, lipopolysaharidd apod.)

e biolé¢iva jsou ziskand jinou neZ Klasickou cestou syntetické chemie nebo izolaci
ldtek z rostlinného (biologického) materidlu. Biologickd terapeutika jsou ziskdvdna

z biologického materidlu vétSinou rekombinantni technologii.
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K biologické 1é¢bé se podle FDA fadi také terapeuticka séra, toxiny, antitoxiny,
produkty vird, bakterii a kvasinek nebo jinych usmrcenych ¢i Zivych mikroorga-
nismd.

Biolé¢iva sdruzuji velmi rdznorodou skupinu litek s riznym mechanismem Gcinku.
Konkrétné se k biologickym 1é¢iviim fadi:
blokdtory angiogeneze
inhibitory proteazomu, inhibitory tyrozinkindzy, inhibitory cytoking,
monoklondln{ protildtky,
antagonisty rznych receptort a koreceptorovych molekul
rlstové faktory,
interferony a interleukiny,
protinddorové vakciny
genovd terapie

4.2.3. Zdkladni mechanismy acinku biolé¢iv

Antiangiogenni lécba (inhibice angiogeneze)

Tento druh biologické 1é¢by vyuzivany v onkologii nenf cileny na nddorové butiky,
ale na cévy, které nddor vyzivuji. Pokud dosdhne nddor urcité velikosti a jeho buniky
potfebuji vice Zivin a kysliku, za¢ne produkovat vaskularni endotelialni rastovy
faktor VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor,), ktery aktivuje pfislu§ny receptor
a jeho signédln{ kaskddu v endotelovych buiikdch. ProtoZe v3ak chybéji dalsi faktory, jez
by fidily vznik fyziologicky normdln{ cévni sité, je nddorové vaskulatura morfologicky
i funkéné pozménénd - defektni. Mezi jednotlivymi endotelovymi bufikami z{stdvaji
mezery, kterymi do mezibuné¢ného prostoru unikaji bilkoviny, coZ vede ke zvySeni
mezibuné¢ného tlaku. Disledkem je pak ztiZené pronikdnf{ jinych ldtek vcetné 1ékd
k nddorovym buiikdm. Na druhé strané to usnadiiuje priinik jednotlivych nddoro-
vych bunék do cév, coZ zvySuje riziko metastdz. Pfi blokddé signdln{ drédhy VEGF je
brzdéna tvorba cév v nddoru a dochdz{ ke zpomalen{ ¢i zastaveni jeho riistu. Zaroveil
vSak mutzZe dojit i ke zpomaleni rstu novych kapildr v organismu, coZ je podstatou
nezédoucich G¢inka tohoto typu 1é¢by.

Existuji dvé skupiny antiangiogennich 1éka:
¢ Inhibitory tyrosinkindzy receptoru VEGF - uvniti buriky blokuji pfenos signdlu z re-
ceptor@ na dal$f molekuly signdlnf kaskddy a zpravidla soucasné blokujf i jiné recepto-
ry v nddorové buiice
o Létky, které se vaZi ptimo na VEGF a tim znemoZtiujf aktivaci receptoru.
Ptikladem antiangiogennich 1ékd jsou napf. bevacizumab, sorafenib, sunitinib, nebo
temsirolimus.

Inhibice proteazomu

Proteazomy jsou bunécné organely, jejichZ funkci je odbourdvani{ signdlnich mole-
kul, které jiz pfedaly signdl a majf byt zniceny. Inhibitor specifického proteazomu brdn{
odbourdvani téchto signdlnich molekul, v bufice dochdzi k signdlnimu chaosu a butika
zanikd. Inhibitorem proteazomu je napf. bortezomib.
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Inhibice tyrozinkindzy

Buiiky pfijimaji z okolf signdly prostfednictvim povrchovych receptort. Po piijeti
signdlu receptorem je aktivovdn enzym tyrozinkindza na vnitrobuné¢né Casti receptoru
a jeho prostfednictvim je signdl pfeddvan déle do butiky. Inhibitory tyrosinkindzy blokuji
tento enzym a tedy i pfenos signdlu déle do butiky. Butika, kterd nemiZe ptijimat signdly
ze svého okolf pfestava rlst a hyne. Existuje mnoho druht receptord, jejichZ tyrozinkina-
za se lisi. Specifické 1éky mohou blokovat tyrozinkindzu jednoho druhu receptoru nebo
nékolika mélo druhd receptord a neblokuji pffijem signdld jinymi receptory. Pfikladem
blokdtorl tyrozinkindzy jsou erlotinib, imatinib mesylat nebo lapatinib.

Diferenciacni lécba

Diferenciaci se nazyvd zrdnf buniky se ziskdvdnim urcitych funkci, které je vSak spjato
se ztrdtou schopnosti bunééného déleni. Tento proces zabrafiuje nekontrolovanému ristu
bunék v organismu, a zajituje tak rovnovahu.

TotéZ do jisté miry plati i pro nddorové buiiky. Cim je nddorové buiika podobnéjsi
diferencované butice pfislusného orgdnu, tim nizs{ byvd jejl schopnost délit se a vytvéret
metastdzy (tfm méné je zhoubnd). Diferenciacni 1é¢ba je zaloZena na podpoife tohoto
vyzrdvéni, takZe nddorové buiiky dozrajf a ztrdceji schopnost se ddle délit. Proces bunéc-
né diferenciace a tim omezeni rdstu nddord ovliviluji ldtky ze skupiny retinoidd, napf.
bexarote, tretinoin nebo Kyselina atrans retinova.

Inhibice TNF-a

TNF-a (tumor nekrotizujici faktor, star${ ndzev kachektin) je dominantnim proza-
nétlivym cytokinem. Je produkovdn zejména makrofdgy a aktivuje fadu dalich imuno-
cytl (granulocyty, cytotoxické buiiky a dalsi makrofdgy). TNF-a zvySuje produkci dal$ich
cytokint, ni¢f buiiky, aktivuje apoptézu a mé vyrazné systémové Gc¢inky (napf. horecka,
angiogeneze).

Hraje kli¢ovou dlohu v patogenezi zdnétlivych procest, proto se pfedevsim u revma-
tickych onemocnéni, gastroenterologii a koZnim 1ékafstvi pouZivajf protildtky proti TNF-
a, které tlumf{ negativni destrukéni zmény, doprovazejici zénét.

Lécba monoklondlnimi protildtkami

Zakladni pfehled o vyuZiti monoklondlnich protildtek v imunosupresivni 1é¢bé byl
podén v kapitole 4.1.3.

Na vyuZiti protildtek mohou byt zaloZeny i nékteré metody genové terapie. Genovd
terapie je zatim pouze experimentdlni typ 1é¢by, kterd opravuje pfimo poSkozené geny
zpusobujici nddorové bujen, pfipadné tyto poskozené geny vyfazuje z funkce.

Protilatky a genové terapie

Nddorové buriky, buriky pfilehlé k nddoru a progenitory efektorovych bunék nebo
i diferencované efektorové buriky mohou byt geneticky modifikovdny k tomu, aby expri-
movaly rzné typy proteint strukturné podobnych protildtkdm. Postup za¢ind p¥ipravou
rozpustnych protildtek - mohou to byt napf. fragmenty monospecifickych protildtek proti
bunéénym povrchovym receptorim, riistovym faktorim, nebo proti proteinim extracelu-
ldrnf matrice, nebo fragmenty bispecifickych protildtek schopné pfesmérovdvat nebo ze-
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silovat aktivitu efektorovych bunék proti butfikdm nddorovym tim, Ze se jednou doménou
vaZz{ na antigeny spojené s nddorovymi bufikami a druhou doménou na aktiva¢ni vazebnd
mista efektorovych bunék.

Konec¢né, molekuly vdzané k buné¢nym povrchiim a obsahujici protildtku se sklddaj
vlastné ze dvou ndstrojli soucasné: jednak z chimérického imunitnfho receptoru (typu
protildtky) a jednak z umélého ligandu. Umély ligand pln{ vlastné funkci snadno rozpo-
znatelného antigenu. Chiméricky imunitn{ receptor (CIR), ktery se zanof{ do buné¢né
membrény efektorové butiky, obsahuje rozpozndvaci misto, transmembrdnovou podjed-
notku a signdln{ molekulu pro vnitrobunééného cytoplasmatického posla. Umélym li-
gandem je takovd konstrukce, kterd se vaZe na cilové butiky, ale sou¢asné nese vysokou
afinitu pro chiméricky imunitn{ receptor.

Také v pfipadé tzv. intrabodies (z angl. Intracellular a antibody) jsou vyuZivdny me-
tody genové terapie. Intrabodies pfedstavuji protildtky, které se vaZi na specifické intrace-
luldrni proteiny a tim mohou ovliviiovat bunécné procesy. ProtoZe intrabody jako protein
se vzhledem ke své velikosti nem{zZe za normélnich okolnosti dostat do bufiky, vyuZivé se
exprese daného proteinu p¥imo butikou, kterd byla geneticky modifikovdna.

Antisense oligonukleotidy

Molekula deoxyribonukleové kyseliny (DNA) nese genetickou informaci o sloZen{ ur-
¢ité bilkoviny, kterou butika potiebuje.

Tato genetickd informace se z DNA pfekopirovdvd na jinou formu nukleové kyseliny
— mRNA - a v ribozomech je tato informace z mRNA pfetvofena do sekvence jednot-
livych aminokyselin. Antisense oligonukleotidy jsou ,protismérnou“ kopii ¢ésti vldkna
mRNA, na kterou se navdZou a znemozn{ jeji ¢tenf a vznik bilkoviny.

Ostatni

Blokdtory rastu — blokovanim neZddoucich ristovych faktord snizujf tyto pfipravky
schopnost nekontrolovaného ristu, ktery je pro naddorové buiiky typicky.

Ristové faktory — Zddouci rdstové faktory napravuji neptiznivé dcinky klasické
protinddorové 1é¢by tim, Ze zvysuji tvorbu krevnich element(, napffklad krvinek nebo
desticek.

Protinadorové vakciny — signalizuji organismu pf{tomnost nddorovych bunék nebo
zabrafiuji rozvoji nddoru v budoucnu.

Antagonisté receptort — u autoimunitnich chorob zabratiujf navédzan{ signdlnich mole-
kul na jejich receptory, ¢imZ prerusf jejich Gc¢inek a zabrdn{ nésledné neZddouci reakci.

4.2.4. Ptehled bioléciv podle oblasti terapeutického vyuZiti

Revmatologie

¢ Rituximab (Mabthera, Rituxan) je chimérickd IgG1 monoklondln{ protildtka proti po-
vrchovému znaku CD20, ktery je pfitomen na pre-B lymfocytech a na zralych B lym-
focytech. Pivodné byl pifpravek vyvinut pro imunosupresi (kap. 4.1.3.), ale pozdéji
nasel uplatnéni v revmatologii. Molekula CD20 je pfitomna u vice nez 95% lymfom,
které vychézeji z B-lymfocytl. Rituximab se vdZe na tuto molekulu a slouZ{ jako ,,sig-
ndl“, ktery buniku oznaci. Takto oznacené nddorové butiky jsou pak napaddny a zabi-
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jeny vlastnimi bufikami imunitnfho systému. Proto byl rituximab primédrné schvélen
pro 1é¢bu nonhodgkinského lymfomu (CLL - chronickd lymfocytdrni leukémie) a poz-
déji i k 1é¢bé revmatoidni artritidy v pfipadech, kde selhala 1é¢ba nejméné jednim
TNF-a blokujicim 1ékem.

V revmatologii, gastroenterologii a koZnim 1ékafstvi se pouZzivajf protildtky proti TNF-

a, ktery je dominantnim cytokinem v patogenezi zdnétu:

Infliximab (Remicade) - je chimérickd monoklondln{ protildtka proti TNF-a. Lék je
uren v gastroenterologii pro 1é¢bu Crohnovy choroby a ulcerativn{ kolitidy.
Adalimumab (Humira) monoklondlni, plné humdnni protildtka proti TNF-a. V sou-
Casné dobé md indikaci pro revmatoidni artritidu (RA), psoriatickou artritidu (PsA)
a ankylozujici spondylitidu (AS).

Etanercept (Enbrel)- fizni protein sloZeny ze dvou identickych Fetézcl rekombinantniho
lidského TNF receptoru p75 (TNFR p75) fuzovaného s Fc doménou lidského IgG1. Etaner-
cept soutéZi s TNF-a v misté zdnétu o vazbu na povrchové bunécné receptory (je kompeti-
tivnim inhibitorem vazby TNF-a) a blokuje tak biologickou aktivitu TNF-o.

Onkologickd lécba — protildtkovd

V 16¢bé_karcinomu tlustého streva se pouziva:

Bevacizumab (Avastin), humanizovand monoklondln{ protildtka proti vaskuldrnimu
endotelidlnimu réstovému faktoru (VEGEF).

Cetuximab (Erbitux) chimérickd monoklondln{ IgG protildtka proti extraceluldrni
Cést receptoru pro epidermdln{ réstovy faktor (EGFR).

Panitumumab (Vectibix), monoklondlni, piné humanizovand IgG2 protildtka produ-
kovand sav¢{ buné¢nou linif (CHO) za pomoci rekombinantn{ DNA technologie

V 1é¢bé_karcinomu prsu se pouZziva:

Trastuzumab (Herceptin) — rekombinantn{ humanizovand IgG1 protildtka proti re-
ceptoru HER2/NEU.28 VyuZiti md jen v 16¢bé HER-2 pozitivnich nddor prsu.
Bevacizumab (Avastin), humanizovand monoklondln{ protildtka proti vaskuldrnimu
endotelidlnimu rastovému faktoru (VEGEF).

Neékteré dalsi komer¢né dostupné monoklondln{ protildtky pro protinddorovou 1é¢bu:
Adecatumumab (Canvaxin) - rekombinantn{ plné humanizovand monoklondlni pro-
tildtka proti antigenu CD326, adhezni molekule na povrchu epitelidlnich bunék (Epi-
thelial Cell Adhesion Molecule, EpCAM)

Alemtuzumab (Campath) - rekombinantn{ pné humanizovand monoklondln{ protildtka
proti antigenu CD52, ktery je pfftomen pouze na zralych T-lymfocytech, ale ne na zdro-
de¢nych kmenovych butikdch. Pouzivé se proto k 1é¢bé chronické lymfocytarni leuké-
mie. ZvySuje vSak riziko infekci, zejména virovych, proto je zatim 1ékem druhé linie.
Gemtuzumab (Mylotarg) monoklondln{ protildtka pro 1é¢bu akutn{ leukémie, kterd
vSak musela byt v poloviné r. 2010 staZena pro Cetné nezddouc G¢inky a zvySovani
umrtnosti.

28 HER-2/NEU je receptor lidského epidermalniho rdstového faktoru 2, ktery je nadprodukovan (over-exprimo-

van) v nékterych formach rakoviny prsu

62



Onkologicka lécba nizkomolekuldrnimi inhibitory proteint

Imatinib, dasatinib, gefitinib, erlotonib - inhibitory proteind s tyrosinkindzovou
aktivitou (TKI)

Lapatinib - dudin{ inhibitor EGFR a HER2/NEU

Pazopanib - inhibitory VEGFR

Sunitini, sorafenib - inhibitory multikindz

Lonafarnib, Zarnestra, Tipifarnib - inhibitory farnesyltransferdzy (farnesyl-transfe-
rase inhibitors, FTIs), které branf{ aktivaci Ras-protein@?® a které jsou studovany nejen
pro 1é¢bu nddord, ale také jako aniparazitdrn{ 1éky proti Trypanosoma brucei (p@vod-
ce spavé nemoci) a Plasmodium falciparum (pvodce maldrie), protoZe farnesyltrans-
ferdzy téchto parazitd jsou mnohem citlivéjsi k inhibici nezli lidské.

Rapamycin, temsirolimus, everolimus (Afinitor) - inhibitory mTOR?. Mezi pi{-
rodn{ inhibitory mTOR patt{ l1dtky jako kofein, resveratrol a curcumin.
Geldanamycin - inhibitory Hsp (heat shock proteins)®': Inhibice Hsp odvdd{ butiky
z drahy déleni na drdhu apoptdzy.

Tamoxifen, ruboxistaurin - inhibitory proteinkindzy C (PKC)** Aktivace PKC
spousti fadu bunéénych procest, zavislych na typu buiiky. Mezi substrdty tohoto
enzymu pati{ VEGF receptor

Bortezomib, carfilzomib - inhibitory proteasomu.(také v pfipadé inhibitort pro-
teasomu byly identifikovdny Cisté pfirodni l4tky, které nejsou charakteru bilkovin:
lactacystin, salinosporamide A, a dalsi).

Imunosupresiva (viz kap. 4.1.3.)

Po transplantaci jater se z biologické terapie uzivd

Daclizumab (Zenapax®) , humanizovand monoklondlni protildtka proti membrano-
vému proteinu CD25. PouZivd se v transplantologii a testuje se i v autoimunitnich
onemocnénich (sclerosis multiplex — viz ddle).

Muromanab (Orthoclone OKT3) - monoklondlni protildtka proti povrchovému
koreceptoru CD3 T lymfocytim

antilymfocytarni sérum

Lécba alergickych onemocnéni

Omalizumab - protildtka proti IgE (télu vlastni protildtka). Omalizumab se vdZe na
tézky tetézec IgE (obr. 4.3.) a tim brdnf jeho efektorové funkci na membrdndch mas-
tocytl (Zirnych bunék) a eosinofild.

Mepolizumab - protildtka proti membrdnovému bunécnému receptoru pro interleu-
kin 1L-5. Vazbou na receptor brdn{ aktivaci eosinofili v kaskddé alergické reakce,
i kdyZz mnozstvi IL-5 v krvi a ve tkdnich nardstd.

2 proteiny, které hraji dllezitou roli v bunééné signalizaci; jsou kodovany protoonkogeny
30 Mammalian Target Of Rapamycin - enzym ze skupiny kinaz, ktery reguluje fadu bunéénych procesu
31 proteiny tepelného $oku, podilejici se na spravném skladani proteind; jsou také potfebné pro indukci riisto-

vého faktoru cévniho endotelu (VEGF) a tedy pro angiogenezi

32 enzym ze skupiny kinaz, zajistujici pfenos fosfatu na protein
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Obr. 4.3.a. - Epitop na C3 doméné tezkého retéz-

ce IgE, vici kterému je namifena humanizovand

monoklondint protildtka omalizumab. Stejnd oblast
imunoglobulinu IgE se s vysokou afinitou vdZe k a-

fetézci receptoru pro IgE. Omalizumab této vazbé
rdni.

Zdroj: http://qjmed.oxfordjournals.org/
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Obr. 4.3.b. - Lékovd forma protildtky Omalizumab - sterilni injekcni pripravek
Zdroj:http://www.pharmaceutical-technology.com

Lécba roztrousené sklerozy (sclerosis multiplex)

¢ Natalizumab (Tysabri) - humanizovand monoklondln{ protildtka proti povrchové
adhézni molekule a4 integrinu, ktery je pottebny pro migraci bilych krvinek do orga-
nd.

¢ Daclizumab (Zenapax®) , humanizovand monoklondln{ protildtka proti membrano-
vému proteinu CD25.

Lécba respiracnich onemocnéni

¢ Palivizumab (Synagis) - humanizovand rekombinantni monoklondln{ protildtka proti
respira¢nimu viru (RSV - respiratory syncytial virus). Je vyuZivédna piedev$im v pedi-
atrii, kde vyrazné snizuje nutnost hospitalizace détf nakazenych RSV3?

3 http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2002/palimed102302LB.pdf )
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4.2.5. Nezadouci u€inky biologické 1éCby

Jako kazdd 1é¢ba, mé i bilogickd 1é¢ba nezddouci vedlejsi ucinky. Nejcastéji jsou viak
jen mirné a pretrvévaji krdtkou dobu. Z hlediska ¢asového sledu mtZeme nezddouci
ucinky rozdélit na:

Infazni, okamZité reakce nastupujici v pribéhu podéni 1é¢iva nebo bezprostfedné
po ném.

Reakce oddélené pfecitlivélosti — nastupuje nékolik dnf po poddn{ 1é¢iva

Nejcastéjsi nezddouci tcinky:
e Tzv. chiipkové piiznaky jsou nejCastéjsimi vedlejsimi Gcinky pi¥i biologické 1é¢he.
Zahrnuji bolesti hlavy a sval{, horecku ¢i tfesavku.
e Alergické reakce mohou postihovat misto injekénfho poddni prepardtu a pak se
projevuji otokem, vyrdZkou, pfipadné zarudnutim. Vzdcné se po poddn{ biologického
léku miiZe objevit celkovd tézkd alergickd reakce.
Po dlouhodobém poddvdni 1dtek, které se pouzivaji v 1é¢bé autoimunitnich chorob,
miZe byt zvySené riziko nékterych typtu infekci.
e Ostatn{ nezddouc{ G¢inky zahrnuji zmény krevniho tlaku, inavnost, nechuten-
stvi ¢i zvraceni.

4.2.6. Centra biologické 1é¢by

Vzhledem k tomu, Ze biologickd 1é¢ha je drahd a Ze je tfeba nemocné predevsim
sprévné diagnostikovat pomérné specializovanymi metodami, je v Ceské republice tato
1é¢ba soustifedéna do specializovanych center biologické 1é¢by, kterd vznikaji pro jednot-
livé obory (gastroenterologie, revmatologie, dermatologie aj.). Pfednosti téchto center je
praktickd zkuSenost s biologickou 1é¢bou, jejimi nezZddoucimi dcinky, moZnymi komplika-
cemi a prognézou mozného budouciho vyvoje choroby.

V Ceské republice je v soucasné dobé registrovano vice nez 60 center biologické 16¢-
by. V Olomouci se v rdmci aredlu Fakultni nemocnice v Olomouci (1. P. Pavlova 6, 775 20
Olomouc) nachdz{ ndsledujici centra:
e Komplexni onkologické centrum, lékaf Prof. MUDr. Vladimir Mihdl, CSc.
¢ Hematoonkologické centrum, 1ékat Prof. MUDr. Karel Indrdk, DrSc.
e Centrum pro revmatologickd onemocnéni, 1ékaf Doc. MUDr. Pavel Hordk, CSc.
e Centrum pro dermatologickd onemocnéni, 1ékaf Doc. MUDr. Dagmar Ditrichovd, CSc.

Vice informaci o biologické 16¢bé v Ceské republice na:
http://www.cilena-lecba.cz/home
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4.3.1. Legislativa

Registrace 16¢ivého piipravku je procedura, pfi které dochdzi regula¢ni autoritou®
k posouzeni veskeré piedloZené dokumentace k danému 1é¢ivému p¥ipravku,. Uspésné
registra¢n{ tizenf je ukonceno schvdlenim p¥ipravku a ziskdnim registra¢niho vyméru,
ktery je zdsadnim a nezbytnym pfedpokladem pro uvedeni pfipravku na trh.

Registraci humannich 1é¢ivych ptipravkii udéluje v CR Statni dstav pro kontrolu
1é¢iv (SUKL www.sukl.cz ) v Praze. Posuzuje 3 hlavni aspekty pFipravku: jakost,
bezpecnost a i¢innost.

P¥i registraci je ddle posuzovdno, zda jsou pfedloZené informace v souladu se soucas-
nymi poznatky 1ékafské humdnni védy a s potfebami zdravotnictvi a veterindrn{ péce.

Legislativa v Ceské republice
@ Zékon ¢. 378/2007 Sb., o 1é¢ivech a o zméndch nékterych souvisejicich zdkont, ve
znéni pozdéjsich pfedpisd (zdkon o 1é¢ivech) — platnost od 31.12.2007
@ Vyhldska ¢. 228/2008 sb. o registraci 1é¢ivych pfipravka — platnost od 1.7.2008
@ Nafizeni Evropského spolecenstvi (Evropského parlamentu a rady Evropy) .
1394/2007 o Lécivych pfipravcich moderni terapie (LPMT)
Registraci nepodléhaji napf. nékteré 1é¢ivé ptipravky pfipravené v 1ékdrné nebo na
pracovistich, kde 1ze pfipravovat 1é¢ivé piipravky podle § 79 Zdkona ¢. 378/2007 Sb.,
0 lécivech.

Legislativa v Evropské unii
V Evropské unii je centrdlni regulac¢ni agenturou EMA (European Medicines
Agency), kterd je zastfeSujicim, dohliZecim, dozoréim a poradnim orgdnem pro ndrodn{
regulac¢nf autority v EU. EMA koordinuje a harmonizuje laboratorni, vyrobni, a klinické
inspekéni procedury a podili se na pfipravé, pfipominkovéni a schvalovan{ registracnich
pokynt. Je zodpovédnd za posuzovani a schvalovén{ 1é¢ivych pfipravkd, které obsahujf
nové nebo inovativni 1é¢ivé 1dtky a postupy, nebo jsou uréeny pro zvldstni indikace.
V rdmci Evropské Unie je vyddvédna fada predpis®, které majf rlzny stupenl zdvaznosti
pro Clenské staty EU a rovnéZ odlisny stupeti pravnf sily (od zdkona po doporucen).
¢ Regulations (nafizen{) — jsou zdvaznd pro vSechny Clenské staty od stanoveného dne
bez nutnosti implementace do ndrodnich legislativ
e Directives (smérnice) — jsou zdvazné pro véechny ¢lenské stity a musi byt implemen-
tovdny do ndrodnf legislativy
¢ Rules (pravidla), Guidelines (pokyny), Recommendations (doporuceni) apod. — definu-
jl z&kladn{ pravidla a principy pro provddén{ ¢i pldnovéni uritych ¢innosti

3 existuji narodni regulaéni autority (v CR Statni tstav pro kontrolu léciv) a nap¥. pro EU jeété centralni regu-
laéni agentura EMA
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Ctyfi zékladni typy registraénich procedur v ramci EU

. Centralizovana procedura (CP) - jedina procedura, kterou je moZno regis-

trovat pfipravky moderni terapie a pfipravky obsahujici monoklonalni pro-
tilatky

Decentralizovand procedura (DCP)

Procedura vzdjemného uzndvani (MRP)

Ndrodn{ procedura (NP)

Pravidla poddvani Zadosti o registraci v EU

7Z4dost o registraci podévajf fyzické nebo pravnické osoby (,Zadatel o registraci®).
Registrace miiZe byt udélena pouze Zadateli o registraci, ktery md stdlou adresu na
tzemi nékterého z Clenskych stdth

V rdmci EU je od 1.5.2004 povinny tzv. CTD formdt dokumentace, ktery obsahuje 5
moduld.

Zemé mimo EU se F{d{ vlastn{ legislativou.

4.3.2. Registra¢ni dokumentace

Modul 1: Administrativni idaje, doklady o farmaceutické firmé (doklady o dodrZo-

vani Sprévné vyrobni praxe), GMO, hodnoceni vlivu na Zivotni prostfedi, ndvrhy

textl Souhrnu Udajl o pfipravku, Pifbalové informace pro pacienta, vnéjsich oball

(krabicka, etiketa).

Modul 2: Odborné zpravy expertll k farmacetickym tdajim o pfipravku, preklinické

dokumentaci a klinické dokumentaci.

Modul 3: Farmaceutickd dokumentace

¢ Dokumentace Kk 1écivé latce - obecné informace, vyroba, specifikace, kontrola
1é¢ivé 1atky, referencn{ standardy, obal a systém uzavfeni, stabilita

¢ Dokumentace k 1é¢ivému pfipravku - popis a sloZen{ pfipravku, farmaceuticky
Vyvoj, vyroba, kontrola pomocnych ldtek, kontrola kone¢ného pfipravku, referenc-
ni standardy, vnitfni obal a systém jeho uzavfeni, stabilita

Modul 4: Preklinickd dokumentace: Zahrnuje zkousky in-vivo, in-vitro a zkousky na

zvitatech. Sleduje se zejména primdrn{ farmakologickd aktivita 1éCivé 14tky, reakce na

davku a koncentraci davky 1é¢ivého pffpravku, potencidlni zpisoby aplikace (1ékovd for-

ma), farmakologie a farmakokinetika, toxikologie, genetickd a reprodukénf toxicita.

Modul 5: Klinicka dokumentace: Upln4 klinickd dokumentace se pfedklddé regu-

la¢nim dfadlm s cilem zaregistrovat novou molekulu. Takové piipravky oznacujeme

jako ,origindlni* 1é¢ivé pfipravky. Klinickd studie je rozdélena do 4 fazi:

¢ faze klinického hodnoceni — Human Pharmacology: Prvni podan{ 1éku ¢lovéku.
Provad{ se vétsinou na zdravych dobrovolnicich a hlavnim cflem je ovéfen{ vysledkd
preklinického hodnoceni, to je ovéfen{ bezpec¢nosti, tolerance a chovani 1é¢iva.

¢ faze klinického hodnoceni — Therapeutic Exploratory: Prvni studie na pacien-
tech. Prlizkum terapeutické tG¢innosti, tedy hleddni vhodné ddvky a cilové populace.

¢ faze klinického hodnoceni — Therapeutic Confirmatory: Priikaz d¢innosti na
cilové skupiné pacientd, pro které bude 1ék registrovén, stanoven{ profilu bezpec-
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nosti, tedy procento nezddoucich d¢inkif. Casto je vyZadovéno (zejména regula¢ni
autoritou v USA), aby tato féze probfhala v teritoriich, kde bude 1ék registrovén.

¢ faze klinického hodnoceni — Therapeutic Use: Tato fdze probihd po schvdlen{
pfipravku ve schvdlené indikaci. Cilem je optimalizace pouZiti, napt. uptesnéni
dévkovéni.

mm_..
Pfi testovani na mysich
__ jsme Zadne podobne

ojevy nepozoravali...
=0 O ﬁh {_)\-__//-

PHASE |

OBSERVATION
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\"-“
'\H'"JJ

U tzv. generickych pffpravka se provad{ bioekvivalenc¢ni studie (BE).

Smyslem BE studie je prokdzdn{ shodného ptisoben{ dvou 1é¢ivych ptipravkd, ori-
gindlnfho pfipravku a generika (kopie origindlu) obsahujici stejné mnoZstvi stejné
ucinné latky.

Bioekvivalen¢ni studie jsou provddéné s cilem prokdzat porovndnim farmakoki-
netickych vlastnost! generickych (testovanych) 1é¢ivych pifpravkd jejich terapeutic-
kou srovnatelnost s origindlnim (referen¢nim) pfipravkem. Tvot{ v rdmci klinického
hodnocenf specifickou skupinu a nelze je jednoznac¢né zafadit do Zddné z typickych
féz{ klinického hodnoceni. Klinické hodnocen{ v pfipadé bioekvivalenc¢nich studif je
vétsinou provddéno na zdravych dobrovolnicich a byvd nejcastéji jednordzové nebo
kratkodobé.

35 genericky |ék je odvozeny z originalniho Iéku, zaloZeny na stejné ucinné latce
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Zmény v registraci

Vzhledem k tomu, Ze védecky pokrok zasahuje do vSech oblasti, vetné laboratornich
metod, vyrobnich postupl apod., neni dokumentace o 1é¢ivych pfipravcich neménnd
a neustdle se vyviji a méni. KaZdd zmeéna v registra¢ni dokumentaci musi byt predloZena
regula¢nf autorité, kterd ji bud’ pouze vezme na védomf a firma tuto zménu implementuje
do své dokumentace a vyroby, nebo je zména posuzovdna regulacni autoritou a ndsledné
schvdlena.

4.3.3. Priklad klinického hodnoceni nové monoklonalni
protilatky a pouceni z chyb

V roce 2006 byl ve Velké Britdnii testovdn novy 1ék proti artritidé, leukémii
a roztrouSené skleréze oznaCovany jako TGN 1412. Testovand protildtka patfila do
tf{dy 1gG4, jednalo se o humanizovanou monoklondlnf protildtku proti povrchovému
receptoru CD28. Litka byla vyvinuta za Gcelem preferen¢ni stimulace regula¢nich
T-lymfocytd.

Dobrovolnici, na kterych byl 1ék zkouSen, se vSak dostali do ptimého ohroZeni
Zivota, takze dal$i testovdn{ bylo okamZité zastaveno a 1ék nemohl byt nikdy uveden
na trh. Pribéh testovdni byl ndsledujici:

Preklinické hodnoceni: Studie na laboratornich hlodavcich a na opicich (makak)
neukazovaly na Zddné vaznéjsi zndmky toxicity.

I. faze klinického hodnoceni: 8 zdravych dobrovolniki

Randomizovand, placebem kontrolovand studie (nékdo dostane injekci s 1é¢ivou 14t-
kou, nékdo bez ni). Pldnovand doba sledovani: 64 dni

Zavaziné nezadouci G¢inky po prvnim podani:

e Vprvnich hodindch po poddni: bolest hlavy, bolest ve svalech (myalgie), hore¢naté
stavy (pyrexie), zvraceni, otoky

¢ Do 16 hodin: problémy s dychdnim, infiltrace plic, plicn{ edém

* Pozdéji: cytokinovd smrst, multiorgdnové selhdni, bezvédomi (jeden subjekt byl
v bezvédomi 3 tydny)

Vysledky Sokovaly 1ékafe i laickou vefejnou. ZkouSeni bylo ihned zastaveno a byla
ustanovena skupina 22 expert( s cilem, vySettit pro¢ k tomu doslo.
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Mozné pfriciny

vysledek

Kontaminace

Znecisténi toxickou latkou
(pyrogeny, mikroorganismy,
krizova kontaminace).

Podezreni, ze doslo k chybé

pfi vyrobé nebo kontrole brzy
vyvraceno, nebylo prokazano
zadné selhani farmaceutické

firmy.

Chyba v davkovani

Subjekty obdrzely vysokou
davku. Nespravné vypoctena
davka, nespravné pfipravena
davka, nespravné podana
infuze

Davku nebylo mozno presnéji
stanovit - pokusné osoby do-
staly asi 500x niz$i davku nez
davky, ktera by podle vysledki
preklinického hodnoceni byla
nebezpectna pro makaky.

Chyba ve formulaci
nebo pfi fedéni

Nespravné stanovena
potence nebo nespravné
fedéni na spravnou
koncentraci

Nebylo prokazano.

Novy, neznamy

Drive neznamy biologicky
ucinek na ¢lovéka,

?

biologicky uc¢inek ktery se neprojevil v zadné )
fazi testovani na zviratech.

Idiosynkraticka reakce Reakce vysokeé citlivosti ?

Patrani v minulosti: stalo se néco podobného?

Rok 1985 - Latka anti-CD3 (Orthoclone/OKT3)

Klinickd praxe prokdzala, Ze ldtka je u¢innd, ALE také velmi téZce snd3end.

Daldi nevyhodou byla nutnost poddvat sou¢asné vysoké ddvky prednisolonu, idiosyn-
kratickd reakce (nadmeérnd citlivost) a vysokd imunogenecita (pFi¢itdna my$imu pévo-
du). Poprvé byl tehdy popsdn syndrom vysokého uvolfiovani cytokint (cytokinova

smrsf)

Pétrani v laboratofi: stalo se néco zvlastniho pfi testovani TGN1412 na buii-

Kéch in vitro?

Ptiddn{ ldtky TGN 1412 k PBMC (peripheral blood mononuclear cell) ani k plné krvi
nestimulovalo uvolfiovan{ cytokind, ani proliferaci lymfocytd.

Dramaticky neZadouci i¢inek nemuzZe byt vysvétlen prostym navazanim pro-
tilatky TGN 1412 na povrchovy receptor CD28.

Pétrani v laboratofi: miZeme udélat jeSté néjaké jiné testy pfi testovani
TGN1412 na bunikich in vitro?

Pokus s TGN 1412:

Rozpustna latka

Bunécna kultura PBMC,
T-bunék, plna krev

Zadny efekt

Latka ukotvena na nosici

Bunééna kultura PBMC,
T-bunék, plna krev

Cytokinova smrst’
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Zéavér:
Mozné pficiny fatdlnich vysledkd I. féze klinického hodnocent:

e Podcenéni rozdilu mezi opi¢im a lidskych receptorem CD28

e Podcenéni rozdilu v reaktivité lidského a opi¢tho imunitniho systému (protildtka se na
bunky makak{ vdZe slabéji)

e Vys3i reaktivita lidskych T-lymfocyth

e U lidi se molekuly CD28 vyskytuji nejen na T-lymfocytech, ale tako na eozinofilech
a neutrofilech

¢ Na rozdil od hlodavch a opic (ne-primatd) dochdz{ u ¢lovéka in vivo k zesitén{ (nebo
dimerizaci) volnych molekul rozpusténé 14tky, coZ md za nésledek prudkou cytokino-
vou smrst.

¢ Reakce imunitnfho systému zdravého jedince je odliSnd od reakce u zvitete, ale také
od reakce imunitnfho systému nemocného

Pfesny mechanismus toxicity latky TGN 1412 nenf dodnes zndm. Tragické nésledky
tohoto testu v§ak ihned iniciovaly navrh smérnice pro I. fiazi klinického hodnoce-
ni a jiZ v dnoru 2007 byla zavedena pfisnd opatfeni pro schvalovdni klinickych zkousek
pfi prvnim poddnf 1éku ¢lovéku s cilem minimalizovat rizika (napf. postupné poddvani
1éku subjektiim, diiraz na uréen{ skute¢né bezpe¢ného mnozstv{ pfi prvn{ ddvce aj.)

Zvlastni pozornost musi byt vénovana novym pfipravkim, pro néZ primarni
farmakologicky ucinek nemizZe byt prokdzan na zvifecim modelu.
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