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ANOTACE

Tato bakalatska prace se zamétuje na imunosupresiva a jejich vliv na biochemické
déje vorganismu. V avodu prace je strucné sepsan historicky vyvoj jednotlivych
imunosupresiv. Nasledné jsou vysvétleny zakladni pojmy, mezi které patii imunitni
systém, imunosuprese a imunosupresiva. Koncept celé prace je zaloZen na obecném popisu

vybraného imunosupresiva, jeho mechanismu uc¢inku a popisu nezddoucich u¢inkda.
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TITLE

The effects of immunosuppressants on biochemical processes in the body
ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on immunosuppressants and their influence on
biochemical processes in organism. In the introduction of the work the historical
development of individual immunosuppressants is briefly written. Subsequently, the basic
concepts are explained, including the immune system, immunosuppression and
immunosuppressants. The concept of the whole work is based on the general description of
the selected immunosuppressant, its mechanism of action and the description of the side
effects.
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1 UVOD

Nejvétsi pokrok v rozvoji terapeutického vyuziti imunosupresiv byl datovan do
obdobi po druhé svétové valce. Imunosuprese byla prillomova pfi 1é¢be nelécitelnych
chorob, kam spada revmatoidni artritida a dal$i autoimunitni choroby. Veskeré tyto
pokroky byly dobrym ptfedpokladem tspésného rozvoje v transplantacni medicing, kdy
byla do t¢ doby omezovana slozitym zajisténim akceptace $t€épu organismem piijemce a

velmi omezenym potransplantaénim piezitim. [1]

Mezi prvni vyznamné objevitele patii P. S. Hench, ktery roku 1949 objevil
kortikosteroidni hormon kortizol, coz je hormon produkovany klrou nadledvin. Posléze
roku 1950 obdrzel Nobelovu cenu za fyziologii a I€kafstvi. Byl to dilezity objev pro

ucinnou 1é¢bu revmatické artritidy. [2]

DalSimi objeviteli byli R. Y. Calne, P. R. Murray a C. F. Zukoski, kdy nezavisle na
sob¢ objevili azathioprin (1960). Tato latka byla efektivni imunosupresivni ¢inidlo pfi
prevenci odmitnuti alos$tépu ledvin v ¢asnych Sedesatych letech 20. stoleti. Mnoho

mechanismll imunitnich odpovédi zistalo nadale neobjasnéno. [2]

Sedesatid a sedmdesata 1éta byla prilomova ve vyuziti cyklofosfamidu z vyvoje
chemoterapie rakoviny pro vyuziti pfi nemocich imunitniho systému a transplantacich.
V tomto obdobi se také upravilo vyuziti antilymfocytového séra poskozujiciho lymfocyty
pro vyuziti pifi transplantacich ledvin. Pozdni sedmdesatd a cCasnd osmdesatd 1éta
znamenala revoluéni zmény ve vyvoji 1é¢iv. Dvéma klicovymi vyvojovymi trendy byla
technologie, kterd slouzila k vyvoji monoklondlni protilatky (mAbs) clovéka pro
terapeutické pouziti a objeveni imunosupresivnich G¢inkl cyklosporinu A z fermentacnich

extraktd hub Tolypocladium inflatum. [2]

90. 1éta byla vyznamnym obdobim pfi vyvoji imunosupresivnich 1é¢iv, z divodu
vetsiho pochopeni aktivace a proliferace B a T bun¢k, signalizace cytokinu a chemokinu a
komplementu. Aktivace vedla k cilené 1é¢bé zejména mAbs, které bylo posléze pouzivano
na lidech. Behem jednotlivych vyzkumi, probihajicich v tomto desetileti, se postupné
dafilo odhalovat dal$i mechanismy imunitniho systému, podobné jak tomu bylo u

cyklosporinu A (1982). [2]
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Dtlezitym milnikem byl také objev latky takrolimus (FK506), coz bylo
makrolidové antibiotikum odvozené od pudni houby Streptomyces tsukubaensis. M¢lo
velice silné in vitro i in vivo imunosupresivni vlastnosti a zpocatku slouzilo jako zachranna
1écba pti selhani alotransplantatti jater pod cyklosporinem A. Nasledné byla prokazana

uzitnost pfi primarni transplantaci jater (1994). [3]

Ve stejném desetileti byl objevem mykofenolat mofetil, coz je prolécivo kyseliny
mykofenolové a inhibuje inosinmonofosfatdehydrogenazu, enzym omezujici rychlost

syntézy guanosinovych nukleotidi. [4]

Dalsi latkou byl sirolimus (rapamycin, 1999), ktery byl objeven a vyvinut jako
antifungalni latka, ale bylo zjiSténo, Ze ma antineoplastické a imunosupresivni vlastnosti,
jejichZz mechanismy byly pozdé&ji ocenény a popsany jako sav¢i zdroj rapamycinu (mTOR).

[2]

V poslednich desetiletich byl vyvoj imunosupresivnich 1ékti zpomalen oproti 90.

1étam, ale stale je vykazovan stabilni rist vyvoje. [2]
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2 IMUNITNI SYSTEM A IMUNOSUPRESE

Imunitni systém je sit’ lidského organizmu, ktera slouzi k rozpoznavani patogennich
a pro ¢lovéka nebezpecnych latek a posléze k jejich samotné likvidaci. Ma za ukol také
rozpoznavat builkky sob¢ vlastni, aby nedochédzelo k samotné likvidaci. Mezi typické
spoustéée imunitniho systému patii napi. infekce zptisobené bakteriemi, viry, plisnémi a
mnohocetnymi parazity. Ke zniCeni patogend jsou selektivné rekrutovany chemické
mediatory a destrukéni enzymy. Imunitni systém lze rozdélit na nespecifickou vrozenou a
specifickou ziskanou imunitu. Nespecifickd imunita se d€li na bunénou a humoralni
imunitu. Do bunééné imunity patii mastocyty, NK buiiky, fagocyty a do humoralni patii
komplement a interferony. Stejné rozdéleni nachdzime u specifické imunity az na jiné
bunécné zastupce. Do bunééné imunity jsou fazeny T-lymfocyty a do humoralni jsou
fazeny B-lymfocyty a protilatky. Z pohledu funkce jsou zde 3 zékladni vlastnosti, kdy
prvni rozpoznéava a rozliSuje sob¢ vlastni a cizi bunky, druhd aktivuje cesty eliminujici
patogeny a treti obstarava dlouhodobou pamét vzniklou kontaktem mezi patogenem a
bunikou imunitniho systému. Specificky imunitni systém je klicovy v selektivnim
rozpoznavani a paméti infekénich patogenti. Krom& ochrany proti infekcim umoziuji
vlastnosti imunitniho systému sledovat poskozeni a mutace hostitelské tkané a tim mohou

chranit organismus pied vznikem malignit. [5, 6]

Imunosupresi Ize definovat jako jakykoliv d&j vedouci ke snizeni a potlaceni funkce
imunitniho sytému. Diky potlaceni funkci imunitniho syst¢ému mulzeme podpofit
organismus pii boji s infekci nebo autoimunitnim onemocnénim. Imunosuprese mize
vyplynout z onemocnéni, jako je AIDS, lymfom nebo plisobenim nékterych 1é¢iv pii 1é¢bé
rakoviny. Lze ji vyvolat také imysIné a to pomoci 1é¢iv imunosupresivniho charakteru.
Vyuziti potlaceni imunitniho systému miZeme pozorovat napiiklad pfi transplantaci kostni

dfené nebo jiné transplantace, aby se zabranilo odmitnuti transplantatu. [7]

16



3 IMUNOSUPRESIVA

Imunosupresiva jsou zjednodusené 1éCiva, ktera potlacuji, ¢i redukuji imunitni
systém a jeho aktivitu v lidském organismu. Jejich nejcastéjsi vyuziti je uplatiovano pfi
transplantacich, jakymi jsou napiiklad transplantace jater, srdce, kostni diené a také pfi
riznych autoimunitnich onemocnénich, kam mohou patiit onemocnéni gastrointestinalniho

traktu, napt. Crohnova choroba. [8, 9]

Tato 1éciva jako kazda jina maji svoje nezadouci ucinky. Jelikoz vime, ze cilem
imunosupresivni 1écby je preruSeni nezddouci aktivace T a B lymfocytd, které jsou
hlavnimi nositeli imunitni odpovédi na cizi antigen, tak mtze dojit k vyrazné inhibici T a B
lymfocytl a tim je spojena s moznym rozvojem virovych, mykotickych a protozoarnich

onemocnéni. V posledni fadé se imunosupresiva potykaji S vy$Sim vyskytem malignit

nejcastéji u lymfoproliferaci (tzv. toxicita spojena s imunosupresivnim ucinkem). [8, 9]

Je dobré si vuvodu zminit také, jaké nezddouci U¢inky muzeme zaznamenat u
neimunitniho systému. U kalcineurinovych inhibitorti zahrnuji hypertenzi, nefrotoxicitu a
hyperlipidemii. Muze také dojit k diabetogennimu ucinku ptisobenim s kortikosteroidy. Je
dilezité zminit, ze vétSina antiproliferacnich latek, mezi které patii imunosupresiva, je do

urcité miry hepatotoxicka. [8]

Diky Siroké skale uplatnéni téchto 1é¢iv mizeme fici, Ze se jedna o dynamicky se
rozvijejici skupinu léciv, kde kazdy vyvoj sméfuje k latkdm s maximalni selektivitou
ucinku. Ta jest nékdy vyjadfovana pomoci ISE (index imunitni u¢innosti), jenZ vyjadiuje
relativni u¢innost inhibice T a B lymfocytil, ku poméru ovlivnénych nespecifickych slozek

imunity. [8]

Imunosupresiva se déli do skupin, které jsou (véetné zastupcti jednotlivych skupin)

shrnuty v tabulce ¢. 1.
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Tabulka 1: Piehled hlavnich skupin imunosupresiv [1]

Skupina Piiklad
Kortikoidy Prednison, methylprednisolon, kortizol
Inhibitory kalcineurinu Cyklosporin, takrolimus
Antiproliferacni latky Mykofenolat mofetil
Antimetabolity Azathioprin
Inhibitory mTOR Sirolimus (rapamycin), Everolimus
Protilatky:
e monoklondlni protilatky Daklizumab, basiliximab, muromonab-CD3
e specifické monoklonalni | Infliximab, adalimumab, etanercept
protilatky (anti TNF-a
monoklonélni protilatky)

1.1  Glukokortikoidy, glukokortikosteroidy

vvvvvv

1é¢iv nejen u revmatickych onemocnéni, ale také u onemocnéni autoimunitniho systému,
astmatu, alergii, roztrouSené skler6zy, SLE (systémovy lupus erythematosus) a jinych
ucinku. O jejich davce rozhoduje ucinnost specifického GK, tj., ddvka GK, ktera je
potiebna pro vyvolani specifického ucinku. Tento ucinek zavisi na farmakokinetickych a

farmakodynamickych vlastnostech. [10, 11]

Glukokortikoidy patfi do skupiny steroidi, které také zahrnuji mineralokortikoidy,
androgeny, estrogeny, progestogeny a vitamin D. Jako takové jsou syntetizovany v lidském
organismu a to vkufe nadledvin vlivem pisobeni pfedniho laloku hypofyzy a jeho
hormonu, jakym je adrenokortikotropni hormon (ACTH). Tato syntéza je regulovana
hypotalamo-hypofyzarné-adrenalni  (HPA) osou, jejiz kortizol je primarnim
glukokortikoidem u lidi. Jakmile je lidsky organismus vystaven stresu, dojde

k cirkadiannimu zpusobu uvolnéni. GK inhibuji zanét tlumenim prozanétlivych signalnich
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drah a podporuji rozliSeni zanétlivé reakce prostfednictvim programovacich U¢inkli na

zanétlivé bunky. [12, 13]

Jakmile se za¢nou u pacienta podavat syntetické glukokortikoidy, mezi které patii
naptiklad prednison, dojde k naruseni homeostatické aktivity kortizolu, produkovaného
lidskym organizmem, z divodu poruchy HPA osy. Z tohoto diivodu zde existuje zajem o
rozvoj 1écby, kterd by minimalizovala tuto poruchu, aniz by byl sniZzen farmakologicky

ucinek téchto 1é¢iv. [12]

Na nasledujicim obrazku ¢. 1 jsou uvedeny strukturni vzorce dvou glukokortikoidi,
a to prednisonu, ktery patii mezi syntetické GK, a kortizolu, ktery patii mezi piirozené GK

vznikajici v lidském organismu.

—OH
L —OH
CHy[ -
e 3\_oH —O
N CH
HO 2—OH
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Obrazek 1: Strukturni vzorce prednisonu (vlevo), kortizolu (vpravo) [37, 38]

1.1.1 Mechanismus u¢inku

/////

mechanismy. Ty zahrnuji stabilizaci lysozomalnich membran, sniZzeni uvolfnovani
histaminu a bradykininu, Gtlum syntézy prostaglandinli a dale také sniZeni permeability
kapilar. Jejich lipofilni struktura a nizkd molekuldrni hmotnost umoZnuji GK prochazet
snadno bunéénou membranou a nadale se vazat na cytosolicky receptor pro GK (cGCR).
Dokud se ale v burice neobjevi GK, je dany receptor v inaktivnim stavu a to v proteinovém
komplexu nachazejicim se v cytoplazmé buiiky. Tento komplex je sloZzen ze dvou molekul
HSP 90 a jedné molekuly HSP 70 a samotného receptoru. Po vazbé GK v cytoplazmé
prochazi vazany komplex glukokortikoid-receptor transformacni zménou (dimerizaci za
vzniku homodimeri GR/GR) a translokuje se do jadra, kde nasledna regulace genové

transkripce probiha prostfednictvim glukokortikoidnich odpovédnich prvki. Soucasti
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tohoto déje je odStépeni obou HSP od receptoru. Tim, Ze se homodimer navéze na vazebna
mista pro GK oznacovand jako GRE, mohou tim aktivovat pozitivni promotor GRE
(pGRE) nebo negativni promotor (nGRE). Pokud dojde k vazbé na nGRE dojde k inhibici
genové transkripce, ale pii vazbé na pGRE dojde az k indukci genové transkripce gent
patiicich do skupiny jadernych aktivacnich faktorti T-bunék (NFAT). Zminéné geny jsou
velmi dilezité jednak z hlediska aktivace transkripce a také produkce prozanétlivych
cytokint. Vysledek je snizeni zanétlivé odpovedi v dasledku produkce cytokint, jejichz
soucasti jsou interleukiny 1 a 2 (IL-1, IL-2), interferony-y (INF-y) a tumor nekrotizujici
faktor o (TNF-a). Kortikoidy snizuji funkci také u monocytti/makrofagi a snizuji mnozstvi
CD4+ T-lymfocyti. GCR typ II reguluje protizanétlivé ucinky cirkulujiciho kortizolu
prostfednictvim transreprese. GCR typ I ma mineralokortikoidni aktivitu a je formujici
tekutinou pro homeostdzu elektrolytu. Nakonec to bud’ indikuje syntézu regulacnich
proteint (transaktivace), nebo inhibuje jejich syntézu (transreprese). Asi 10-100 genti na
bunice je pifimo regulovdno GK, ale mnoho jinych genti je regulovano nepiimo
prostfednictvim interakce s transkripénimi faktory a koaktivatory. Odhaduje se, ze GK

ovliviiuji pti transkripci 1 % celého genomu. [12, 14, 18]

1.1.2 Mechanismus pisobeni glukokortikoidi na buiiku

Na obrazku €. 2 je znazornén mechanismus pisobeni GK na bunku. Jelikoz jsou
GK lipofilni latky, prochazeji velice snadno bunéénou membranou piimo do bunky. Zde se
vaze na vSudypfitomné exprimovany cytosolicky glukokortikoidni receptor CGCR.
V nésledujici fazi dojde bud’ ke klasickému genomovému ucinku zprostiedkovanému
CGCR (na obrazku znazornéno ¢Cislem 1), nebo knegenomovému ucinku
zprostiedkovanému také c¢GCR (na obrazku znazornéno Cislem 2). Navic s nejveEtsi
pravdépodobnosti GK samy interaguji s bunéénou membranou, bud’ pfes membranové
vazané glukokortikoidni receptory mGCR (na obrdzku zndzornéno Ccislem 3), nebo
prostifednictvim nespecifickych negenomovych interakci (na obrazku znazornéno cislem

4). [14]

-----

imunomodula¢nim a také nezddoucim ucinkim. [14]
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Obrazek 2: Mechanismus pusobeni glukokortikoidu na buriku [14]

1.1.3 Nezadouci u¢inky glukokortikoidu

Je ndm samoziejmé znamo, Ze veSkerd léciva, kterd doposud zname, maji své
vedlejsi Gcinky. V tomto piipadé se nejednd o vyjimku. Mezi typické a zavazné vedlejsi
ucinky u téchto latek si mizeme uvést napiiklad zvyseni télesné hmotnosti, inzulinovou
rezistenci, diabetes, potlaceni funkce osteoblastli a tim vznik osteoporozy, kardiovaskularni
onemocnéni (hypertenze), Sedy zakal, poskozeni centrdlni nervové soustavy a s tim

souvisejici mozkova atrofie, deprese, atd. [12, 15]
Osteoporoza

Osteopordza indukovand GK je potencialni komplikaci dlouhodobé terapie GK.
Chronicka 1écba vede k rychlému a hlubokému sniZeni minerdlni hustoty kosti, pfi¢emz
nejvetsi ubytek kostni hmoty nastava béhem prvnich 6-12 mésici 1éCby. Piesny
mechanismus zpusobujici toto poSkozeni neni doposud zndm. Co vSak vime je, ze GK
snizuji absorpci vapniku, zvySuji ztratu rendlniho vapniku, snizuji produkci pohlavnich a
rastovych hormont, indukuji ztratu svalstva a moduluji signalizaci RANKL/OPG, NF-xB
a AP-1 v kostech. Bylo prokazano, ze peroralni davky prednisonu az 2,5 mg / den zptisobi

potlaceni sérového osteokalcinu, coz je marker tvorby kosti. GK déle také inhibuji expresi
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kolagenu | a redukuji preosteoblastickou replikaci. Koneéné¢ GK podporuji apoptozu
osteoblastii a osteocytli. NasStésti v dneSni dobé mame prostiedky na prevenci proti
osteoporoze zpusobené témito 1€Civy a to pouziti vapniku, vitaminu D a specifickych

osteotropnich ¢inidel (biofosfonaty). [14]
Kardiovaskularni onemocnéni

Hypertenze je snejvétsi pravdépodobnosti zplsobena retenci tekutin v dasledku
mineralokortikoidniho ucinku. Je to zavislé na davce a je méné pravdépodobné, Ze se to
bude vyskytovat u stfedni nebo nizké davky. Dale mlze zalezet na citlivosti pacienta a
ruznych faktorech, jako je pocatecni krevni tlak, pfijem soli ve stravé, renalni hmota.
Pokud nastane systémové uzivani GK béhem t€hotenstvi, miiZou nastat epigenetické

uc¢inky vedouci k hypertenzi dospélych v piisti generaci. [13]

U nizké davky GK je moZzny piedcasny vznik ateroskler6zy. Tento jev se ale velice
Spatné zkouma a dokazuje, jelikoz nékteré studie prokazuji, ze GK mohou zvratit

neptiznivé zmény lipida. [14]
Utinky na gastrointestinalni trakt

GK jsou podstatné méné toxické pro horni cesty gastrointestinalniho traktu (GIT)
ve srovnani s nesteroidnim antiflogistikem (NSAID). Pokud GK nezavisle zvysuji riziko
gastrointestinalnich udalosti (napf. gastritida, ulcerace, krvaceni), je uc¢inek mirny. Existuji
také zminky o ruptufe stfeva a pankreatitidé pfisuzované nizké davce GK. Kombinaci GK
S NSAID u roztrousené sklerézy bylo prokazano, Ze spojeni téchto dvou 1€¢iv znamena
Vv mnoha ptipadech zvysSené riziko nezadoucich ucinkii pro GIT. Tento priikaz byl potvrzen

Vv rozsahlé studii zalozené na britské databazi General Practice Research Database. [14]

1.2 Inhibitory kalcineurinu

Do této kategorie kalcineurinovych inhibitord (CNI) patii cyklosporin A a
takrolimus. Cyklosporin A byl prvnim 1é¢ivem, které bylo schopné selektivné puisobit na
T-buniky. Nasledné byl vyvinut dalsi 1ék ztéto kategorie a to takrolimus, ktery byl
alternativou cyklosporinu A pfi transplantacich. Obecné kalcineurinové inhibitory jiz od
80. let pomahaji svymi vlastnostmi k tspéSnym orgdnovym transplantacim a to zejména
pii transplantacich ledvin. Postupem c¢asu bylo zjistovano, Ze pii kombinaci téchto

v

inhibitord spolu s mykofenoldtem a prednisonem dochdzi klepSim a piiznivéjSim
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vysledkim u samotnych transplantaci. Dalsi dulezitd funkce téchto 1é¢iv spociva v
prevenci akutni bunééné rejekce transplantovanych organi a také u nefrotického
syndromu. Nem¢li bychom opomenout také uplatnéni u autoimunitnich onemocnéni a to
napfiklad revmatoidni artritidu a lupusovou nefritidu, kde se pouziva cyklosporin A.
Funkce téchto 1é¢iv je v tomto piipadé naprosto jasna a to udrzet autoimunitni chorobu
v remisi. Co jest ale u téchto 1éCiv znepokojivé, je jejich nefrotoxicita a nachylnost ke
vzniku dlouhodobého renalniho selhavani jak u ledvin transplantovanych, tak ledvin
zdravych. [5]

1.2.1 Cyklosporin A

Cyklosporin A je zhlediska struktury cyklicky undekapeptid. Tuto strukturu
muzeme pozorovat na obrazku ¢. 3. V porovnéni s linearnimi peptidy se li§i tim, Ze nema
volnou karboxy ani amino skupinu. Zasluhou tohoto parametru je nerozpustny ve vodé, ale
velmi dobfe se rozpousti v tucich. Co jesté mlizeme dodat je, Ze jeho cyklicka struktura je
velice stald, avSak za puasobeni silnych kyselin a zvySené teploty dochazi

K jejimu rozpadu. [5]
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Obrazek 3: Chemicka struktura cyklosporinu A [16]

1.2.1.1 Mechanismus uéinku

Jednd se o molekularni mechanismus, ktery inhibuje aktivaci T-bunék. Pii vazbé
receptoru T-bunék s hlavnim histokompatibilnim komplexem peptidem déarce dojde ke
spuSténi  dependentni  intracelularni  signalizace, ktera vede az k aktivaci

kalcium/kalmodulin dependentni fosfatazy kalcineurinu. Tento postup smétfuje az
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k defosforylaci jaderného faktoru aktivujiciho T-bunky (NFAT) povolujici translokaci do
jadra, kde narGsta vazba transkripénich faktori pro geny, které koduji prozanétlivé
cytokiny jakymi jsou IL-2, IL-3, IL-4, INF-y a TNF-a. Pokud se zaméfime na vztah mezi
cyklosporinem A a revmatoidni artritidou, dojde zde ke kompletni ¢i ¢astecné blokaci
tvorby IL-15 a IL-17. Jakmile CNI vstoupi do cytoplazmy, vytvoii se CNI komplex spolu
s jejich imunofiliny. Cyklosporin A se vaze na cyklofilin a tato vazba vede ke vzniku
komplexu CNI-cyklofilin, ktery inhibuje kalcineurinovou aktivitu. To piedchazi
translokaci NFAT do jadra a transkripci gent cytokinl. Vysledek celého mechanismu je
takovy, ze CNI blokuji tvorbu cytokinti jakym je IL-2 a dale inhibuji aktivaci T-bun¢k a
proliferaci. Cyklosporin A ma lipofilni charakter a tudiz je schopen snadno prochézet pies

membrany a do tkani. [5]

1.2.1.2 Nezadouci ucinky

CNI jako kazda jina 1éciva maji své nezddouci ucinky. VétSina vyznamnych
nezadoucich U¢inki je zavisla na mnozstvi poddni a na vztahu k mistu, kde je mnozstvi
kalcineurinu nejvys$si. Mezi tato mista patii mozek a ledviny. Pii aplikaci cyklosporinu A
dochazi k nefrotoxicité, ktera patii mezi hlavni nezadouci UCinky a to nejvice po
transplantacich. Mezi typické projevy patii, bolesti hlavy, tremor i nespavost a mezi méné
obvyklé patii roz€ileni, neklid, kiece a jiné. Dale je zde intersticidlni fibréza a také
obliterativni arteriolarni zmény, které vznikaji dusledkem dlouhodobého uZzivéni
cyklosporinu A. Problémem je taka hypertenze. Metabolické uc¢inky obsahuji diabetogenni
efekt o rGzné citlivosti k diabetogennimu Uc¢inku kortikosteroidfi. Dals$i metabolické
vedlejsi u¢inky jsou naptiklad hyperkalemie a hyperurikemie. V posledni fadé se mize

vyskytovat hyperplazie dasni. [5]

1.2.2 Takrolimus

Takrolimus jinak také FK-506 patii mezi vysoce ucinnd imunosupresiva. Poprvé
tato latka byla izolovana v roce 1984 zjaponské houby Streptomyces tsukubaensis.
Strukturou se jedna o makrolidovy lakton lipofilniho charakteru. Strukturu mutzeme
pozorovat na obrazku €. 4. V 1éCivych ptipraveich se vyskytuje jako monohydrat, téz
lipofilniho charakteru. Latka je velmi dobfe rozpustna v alkoholech, halogenovanych
uhlovodicich a v éteru, naopak $patna rozpustnost je ve vod¢ a v alifatickych uhlovodicich.
Dulezity milnik byl rok 1994, kdy Spojené staty schvalily takrolimus a to k profylaxi

orgdnové rejekce u transplantace nejdiive jater a pozdé€ji ledvin. Dalsi uplatnéni pro toto
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1é¢ivo bylo nalezeno u dermatologické indikace jako lokalni 1éCba atopické dermatitidy.
Dnes je tato latka pouzivana také pii 1écbé autoimunitnich chorob, transplantacich

solidnich organu a kostni diené. [5, 17]

Obrazek 4: Chemicka struktura takrolimu [16]

1.2.2.1 Mechanismus a¢inku

Takrolimus mé podobny mechanismus ucinku jako cyklosporin A. Zména nastava
tehdy, kdy se takrolimus vaze na cytosolovy protein FK binding protein 12 (FKBP12), coz
je enzym patiici mezi rotamazy, ktery ma na starost nitrobuné¢nou akumulaci sloucenin.
Jejich aktivita je velice dlleZitd pro spravné sloZeni struktury syntetizovanych bilkovin.
Komplex takrolimus spolu s FKBP12 se vaze svoji specifickou vazbou na kalcineurin, kdy
dojde ke kalcium-dependentni inhibici signalu v prabéhu transdukcni cesty T-bunék.
Takrolimus zpusobi inhibici cytotoxickych lymfocytl, dale potlaci aktivaci T-bunck a
proliferaci B-bun¢k, tvorbu cytokinii a posléze expresi receptort IL-2. Takrolimus
pfednostné zasahuje celularni imunitni odpovéd’ celého organismu, jenZ odpovidd za

rejekei transplantatu. [5,17]

1.2.2.2 Nezadouci uinky

Pusobenim takrolimu na lidsky organismus vznika imunosuprese, kterd ma za
nasledek zvySeni vyskytu infekénich komplikaci, mezi které patii virové, bakteridlni,
mykotické a parazitarni komplikace. Déle se mohou také vyskytovat malignity. Velmi
Casto se jedna o vyskyt lymfomu v ramci posttransplantani lymfoproliferativni poruchy

nebo malignity ktize. Muze dojit k selhani vakcinace, kdy takrolimus funguje jako
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kontraindikator. Tyto nezéddouci ucinky jsou nespecifické a souvisi s intenzitou a délkou
imunosuprese. Dalsi nezadouci ucinek je replikace BK-viru, zde je riziko nefropatie a

Vv neposledni fadé infekce cytomegalovirem a herpes virem. [5, 17]

Velké mnozstvi nezadoucich ucinki je reverzibilnich nebo reaguji na snizeni davky
podéavanych 1é€iv. Pfi pozorovani zptisobu indikace se zda, ze pokud bude 1é¢ivo podavano
peroralné, bude vyskyt nezadoucich ucinki nizsi, nez pti podani intravendznim. NejCastéji
mezi nezadouci U¢inky vyskytujici se u vice nez 10 % pacientli patii nefrotoxicita,
neurotoxicita, diabetes mellitus, kardiovaskularni toxicita, hypertenze, poruchy a infekce
GIT. Velmi casto je spojovan také s koznimi vyraZkami, prijmem ¢i nauzeou, jaternimi

poskozenimi, hypomagnezémii, alopécii a S myelosupresi. [5, 17]
1.3  Antiproliferacni latky

1.3.1 Mykofenolat mofetil

Mykofenolat mofetil (MMF, obr. 5) je biologicky neaktivni esterova sloucenina,
kterda je v lidském organizmu metabolizovana za vzniku aktivniho lé¢iva kyseliny
mykofenolové (MPA, obr. 6). Samotny metabolismus mizeme pozorovat na obrazku ¢. 7.
Reakce probiha diky plsobeni esterdzy po perordlnim podani. Jednd se o inhibitor
inosinmonofosfat dehydrogenazy (IMPDH), coZz je enzym omezujici rychlost noveé
syntetizovanych guaninovych nukleotidii. Na této reakci jsou pievdzné zavislé
B-lymfocyty oproti jinym bunkdm. MPA je navic pétinasobné Uc¢innéjSim inhibitorem
isoformy IMPDH typu I, ktera je exprimovana v aktivovanych lymfocytech, nez isoformy
typu I, ktera je exprimovana ve vétsing€ typt bunék. Proto ma MPA silngjsi cytostaticky
ucinek na lymfocyty nez na jiné typy bunck. Takto je struéné popsan hlavni mechanismus,
kterym MPA vykazuje imunosupresivni u¢inky. MMF je S nejvétsi pravdépodobnosti
ucinny diky jeho charakteru pasobnosti na B-buinky. Od chvile, kdy byla samotna latka
uvedena do praxe, MMF nahradil azatioprin pii organovych transplantacich. Jeho vyuziti
je mozné také zaznamenat u tézkych forem systémového lupu, jakym je lupus
erythematosus. Dale jeho popularita stoupla, kdyz zacal byt Gispé§né pouzivan jako steroid-

Setfici latka v udrzovaci fazi mnoha imunitnich poruch, hlavné pti vaskulitide. [5, 19, 20]
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Obrazek 5: Chemicka struktura MMF [20]
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Obrazek 6: Chemicka struktura MPA [20]

1.3.1.1 Mechanismus uéinku

MMF je konvertovan v jatrech na aktivni latku, kterou je MPA, jejimZ cilem je
IMPDH, cozZ je enzym limitujici rychlostné de novo syntézu guanosinovych nukleotidi
nezbytnych a esencidlnich pro syntézu DNA. U veétsi ¢asti bunck muzou byt
guanosinované nukleotidy tvofeny dvéma cestami, a to IMPDH a néhradni cestou.
Dtlezité u lymfocytl je, Ze neovladaji ndhradni cestu, tudiZ zablokovanim IMPDH cesty

dojde k selektivni blokadé pti proliferaci lymfocytu. [5, 19]

Jsou zde dilezité 2 enzymy, kdy typ | byl objeven z vétsi ¢asti na lymfocytech
klidového stadia a typ II je mozné nalézt na aktivovanych T-lymfocytech, jelikoZ se zde
indukuji a jsou dale exprimovany. Za zminku stoji dal$i mechanismy, kdy MPA mize
indukovat apoptézu aktivovanych T-lymfocytd, coz muze eliminovat klony bunck
reagujicich na antigenni stimulaci. Dalsi je zaloZen na depleci guanosinovych nukleotidd,
kdy MPA potlacuje glykosylaci a expresi nékterych adhezivnich molekul, ¢imz se snizuje
hromadéni lymfocyti a monocytd do mist zanétu i Stépu. V celkovém shrnuti MMF,
respektive jeho metabolit MPA, potlacuje T-lymfocytarni reakce na alogenni buriky a jiné

antigeny. Dochézi k potlaceni primarni, nikoli sekundarni protilatkové reakce. [5, 19]
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Obrazek 7: Metabolismus MMF [19]

1.3.1.2 Antimikrobialni aktivita MPA a MMF

Za zminku stoji jejich antimikrobidlni aktivita, kdy MPA je o mnohem uc¢inn&;si
inhibitor IMPDH eukaryoti nez-li u prokaryout. Proto se u této slouceniny ocekava, Ze
bude slabé inhibovat replikaci bakterii, alesilné ptisobit proti prvokiim a houbam. Depleci
dGTP m& MPA také synergicky ucinek s inhibitory virové polymeridzy a reverzni
transkripci. U paraziti byla prokdzana ucinna aktivita a to u Leishmania tropica, coz je
prvok zpusobujici kozni leishmaniozu, dale Tritrichomonas foetus (chronicky prijem u

kocek) a Eimeria tenella (napada pievazné slepé stievo kura domaciho). [19]

U viru HIV byla také prokdzana ucinnost MPA, kdy aktivace proviru
v lymfocytech je korelovana s jejich proliferacci, takze 1ze ocekavat, ze cytostaticky uc¢inek
MPA bude mit urcitou anti-HIV aktivitu. Déle v roce v roce 1995 bylo zjisténo, ze MPA
Vv klinicky dosazitelnych koncentracich 1-10 mM potlacuje replikaci HIV. [19]
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Je zde také zavislost na viru HSV, kdy samotné MPA ma slabou aktivitu proti
tomuto viru, ale potencuje anti-HSV aktivity acykloviru, gancikloviru a pencikloviru in

Vitro a na pokusnych zvitratech. [19]

1.3.1.3 Nezadouci Gcinky

Mezi specifické nezddouci u€inky u MMF patii prijem, ktery je zavisly na dévce,
dale se cCasto vyskytuje nauzea, zvraceni spolu s bolesti bficha. Mize dochazet k utlumu
kostni dfené. Dokonce byl zaznamenan zvyseny vyskyt virovych infekci, jakymi jsou
cytomegalovirus, candida a herpes simplex a to pfi nékterych klinickych pokusech.
Nezadouci GCinky najdeme také u kombinace MMF spolu s cyklosporinem a
kortikosteroidem zahrnujici priijem, leukopenii, sepsi a zvraceni. Vyskytuji se také vyvoje
lymfomt a malignit, pfedev§im kiize. Za Casté ptiznaky toxicity miizeme povazovat suchy
kaSel, dusnost a muize dojit az ke vzniku bronchiektdzii, coz jsou chronickd plicni

onemocnéni. [5, 21]

1.4  Antimetabolity

Antimetabolity pfedstavuji relativné velkou skupinu protinadorovych €inidel, ktera
se sice strukturdln€ podobaji pfirodnim substratiim, ale lisi se v tom, ze dokaZzi interferovat
s jejich metabolismem, ¢imz inhibuji esencialni metabolické cesty. Hlavni funkci téchto
latek je naruSeni syntézy nukleovych kyselin tim zpisobem, Ze interferuji s produkci
hlavniho metabolitu nebo nahrazuji pfirodni metabolit. Podobn¢ jako vétSina
cytotoxickych latek jsou antimetabolity toxické pro normalni bunky, zejména pro ty které

se nachazeji v kostni dfeni a gastrointestinalnim traktu. [22, 23]

1.4.1 Azathioprin

Azathioprin (AZA) patii mezi Vv soucasnosti nejstarsi farmakologicky pouzivana
imunosupresiva. Obecné se jedna o imunosupresivni antimetabolitové prolécivo.
Chemicku strukturu si mizeme prohlédnout na obrazku ¢. 8. Zpocatku se vyvinulo jako
dlouhotrvajici prolécivo imidazolylového derivatu 6-merkaptopurinu (6-MP), ale bylo
nahle zjisténo, Ze ma priznivEjsi terapeuticky index. Mezi prvni uplatnéni
6-merkaptopurinu patfilo vyvolani remise v akutni leukémii v détstvi a pozdéji, ze samotny
azathioprin muze prodlouzit pteziti ledvinového alo$tépu. Za poslednich 50 let se

azathioprin pouziva nejcastéji pii 1écbé hematologickych malignit, revmatologickych
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onemocnéni, transplantaci pevnych orgénid a zanétlivych stfevnich onemocnéni, kam patii

Crohnova choroba a ulcer6zni kolitida. [24, 26]

Lécivo je purinovy analog a mechanismus G¢inku je na urovni DNA. Jak in vitro
tak in vivo je azathioprin metabolizovan na 6-MP prostfednictvim redukce glutathionem a
jinymi slou¢eninami obsahujicimi sulhydryl. Azathioprin mize byt za¢lenén do replikujici
se DNA a muze také blokovat de novo cestu syntézy purinu. Je to pravé tento déj, o kterém
se predpoklada, ze prispiva k relativni specifit¢ vici lymfocytim. Doposud Zzadné

laboratofe ani klinické nalezy nevysvétlily ony G¢inky na blokadu replikace DNA. [24]
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Obrazek 8: Chemicka struktura azathioprinu [25]

1.4.1.1 Mechanismus a¢inku

Azathioprin antagonizuje metabolismus purinu a mize inhibovat syntézu DNA,
RNA a proteinii. Mlze také ovliviiovat bunéény metabolismus a inhibovat mitézu. Jeho
mechanismus ucinku je pravdépodobné zptsoben zabudovanim thiopurinovych analogti do

struktury DNA, coz zpusobuje ukonéeni fetézce a cytotoxicitu. [26]

Metabolizmus azathioprinu zacina v jatrech dfive, nez zacne byt aktivni. Jednou
metabolickou cestou je jeho konverze na 6-merkaptopurin redukci glutathionem, pficemz
aktivnim metabolitem je 6-thioinosinova kyselina. Pfed vznikem aktivniho metabolitu je
6-MP redukci konvertovan na kyselinu 6-thiomoCovou a latky, jakymi jsou
6-metylmerkaptopurin a 6-thioguanin. Azathioprin je také metabolizovan jinymi cestami
nezavisle na 6-MP. Dale pak dojde K inhibici syntézy DNA a RNA tim, ze aktivni

metabolit zabranuje interkonverzi mezi prekurzory syntézy purinu a tim blokuje
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metabolickou cestu de novo purinové syntézy. Nasledn¢ azathioprin a 6-MP blokuji
proliferaci lymfocytt in vitro a produkci IL-2, coz je pravdépodobné dulezity aspekt jeho

antiprolifera¢niho Géinku. [18, 27]

Nedavné poznatky naznacuji, ze AZA interferuje se stimulaci CD28 aloreaktivnich
T-lymfocyti. Signalizace CD28 receptoru je mediovana fosfatazami, mezi které patii
GTP-aza Racl. Zde hraje dilezitou roli metabolit 6-MP a to je 6-TG, ktery vede k tvorbé
6-thioguanintrifosfatu. Tato latka se vaze na GTP-azu Racl v mist¢ GTP. Tim dochazi
k blokad¢ Racl a méni se stimula¢ni signal CD28 na signal apoptozy, ¢imz dojde k niceni
aktivovanych T-lymfocytd. Dulezitou roli zde hraje také enzym xanthinoxidaza, ktera ma
dilezitou tlohu v katabolismu 6-MP. Pro tento enzym je zde ale jedno tuskali a to takové,
ze v piipadé kombinace azathioprinu s allopurinolem muze dojit k inhibici jeho drahy.
Z tohoto dlivodu se pfi této kombinaci musi nezbytné snizit ddvkovani azathioprinu. Tato
inhibice snizuje nejen imunosupresivni uc¢innost, ale také hlavni vedlejsi Gcinek a to
deprese dekubitu. V posledni fadé jsou metabolity vylu¢ovany moci a to v neaktivni
podobé. Diky tomuto stavu pii nefunkénosti ledvin nemusime snizovat davku. Co muize ale
nastat, je polymorfismus u enzymu thiopurin S-methyltransferazy, coz je polymorfni
enzym podilejici se na biotransformaci azathioprinu, ktery katalyzuje S-methylaci 6-MP a

azothioprinu. To miZze vést az ke vzniku myelotoxicity a leukopenie. [18, 27]

1.4.1.2 Nezadouci ucinky

Hlavni komplikaci 1é¢by je aplazie kostni diené, ktera se nejCastéji vyskytuje jako
degenerace kostni dien¢, kde miZe byt pfitomna anemie a trombocytopenie. Pti leukopenii
pod 3x10%1 se davka snizuje. V souvislosti byla také pozorovana megaloblastick4 anémie,
hepatotoxicita, dysfunkce jater a cholestaticka zloutenka. Dalsim vlivem je vypadavani
vlasi a to v pfipadé, ze se pouziva v terapeutickych davkach. Jako u vétSiny imunosupresiv
je zde zvysené riziko rozvoje infekéniho onemocnéni a vyssi vyskyt malignit a to pfevazné

hematologickych a lymforetikularniho systému. [18, 27]

1.5 Inhibitory mTOR

mTOR je proteinkinaza, fidici bunécny riist a proliferaci. Misto ptisobeni se nachazi
Vv katalytické podjednotce dvou odlisnych multiproteinovych komplexii: mTOR komplexy
1 a2 (MTORC1 / 2). Kazdy hraje klicovou roli v buné¢né regulaci. Signalizace mTORC1
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je aktivovéana né¢kolika onkogennimi signdlnimi cestami a je proto hyperaktivni u vétSiny
rakovin. Z tohoto diivodu inhibice signalizace mTORCI1 prtitahovala velkou pozornost jako
protinadorova terapie. Nicméné pokrok v pouzivani inhibitort signalizace mTOR jako
terapeutickych ¢inidel v onkologii byl omezen z divodu inhibice pouze nékterych uc¢inku
MTOR. Mezi tyto latky patii napiiklad sirolimus (jinak také rapamycin) a everolimus.
[28, 29]

mTORCI1 tidi mnoho anabolickych drah, vcetné syntézy proteinti, produkce
ribozomi, lipogeneze a syntézy nukleotidi. Mnoho informaci o této latce vime diky
sirolimu, jenZ je snadno dostupny v pfirod¢ a je inhibitorem pro tento komplex. VSechny
zminéné déje jsou velice dilezité pro rust bunék a tkani. Jeho dalsi funkce je potlacovani
klicovych katabolickych procest, autofagie a produkce lysozomu souvisejici s autofagii,

coz je pohlcovani protein pomoci lysozomu. [28, 30]

mTORC?2 se 1i8i od mTORCT strukturou, ktera zahrnuje PKB, coz je proteinkindza
podilejici se na anabolickém plisobeni signalizace napiiklad pii aktivaci mTORC1 nebo u
preziti bunék. Vzhledem Kk nedostatku specifického inhibitoru je o kontrole mTORC2
znamo mnohem mén¢é nez o mTORCI. S ¢im je ale Casto spojovan, je draha PI3K, kterd je
Casto dysregulovana a to u rakoviny prsu, plic a prostaty. Mize to byt zptisobeno napiiklad

ztratou proteinu potlacujici nadory PTEN. [28]

1.5.1 Sirolimus

Sirolimus spada do skupiny imunosupresivnich 1é¢iv nazyvanych inhibitory mTOR.
Jeho strukturni vzorec je mozné vidét na obrazku ¢. 9. Tato latka byla objevena jako
antifungalni metabolit produkovany Streptomyces hydroscopicus ze vzorku pudy
Velikono¢niho ostrovu. Nasledné bylo zjiSténo, Ze méa imunosupresivni a antiproliferacni
ucinky, coz vyvolalo zajem o identifikaci zpiisobu ucinku. Ukdzalo se, Ze je u¢innym
inhibitorem S6K1, serin/threonin kindzy aktivované riznymi agonisty a je dulezitym
mediatorem PI3K. Pfiblizné¢ od roku 2000 se zacal v mediciné aplikovat a to jako
imunosupresivum pro blokaci T-bun¢k pro zamezeni odmitnuti §t€pu ledvin. Dnes se tento
Iek uziva pii 1écbé karcinomii a to pokrocilého karcinomu ledvin, karcinomu
pankreatického puvodu, karcinomu zaludku a mnoha dalSich. Mezi dal$i uplatnéni patii

1é¢ba lymfangioleiomyomatdzy. [5, 28, 31, 32]
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Obrazek 9: Chemicka struktura sirolimu [32]

1.5.1.1 Mechanismus a¢inku

Sirolimus tvofi vazbu na intracelularni imunofilin FK506 vézajici protein FKBP12
stejné tak jako takrolimus. Rozdil od takrolimu je takovy, ze neinhibuje kalcineurinovou
aktivitu. Komplex sirolimus/FKBP12 je vysoce specifickym inhibitorem mTOR a nema
zadny vliv na aktivitu kalcineurinu. mTOR je popisovan jako serinové/treoninova kinaza
zapojend do signaliza¢ni drahy PI3K/PKB. Zavérem této reakce je blokada T-bunck,
B-bunék a jejich aktivity zabranénim postupu pfi bunééném cyklu a to z faze G1 do faze
S inhibici kinazy p70S6, kterda ma téz za nasledek blokaci indukce IL-2 a IL-15. Samotny
ucinek sirolimu nastdva v pozd€jsi fazi alloimunitni reakce nez pii pouziti inhibitora
kalcineurinu. Vedle jejich zminéného imunosupresivniho u¢inku je dulezité zminit, Ze
navic mTOR inhibitory inhibuji fibroblastovy ristovy faktor nutny pro obnovu tkéani a také

inhibuje produkci protilatek. [5, 32, 33]

1.5.1.2 Nezadouci u¢inky

Vedlejsi ucinky se zde mohou délit na hematologické, metabolické, dermatologické
a ucinky spojené s inhibici riistového faktoru. Mezi nejbéznéj$i metabolické nezédouci
ucinky patii hyperlipidemie. Zde se jedna o nartst cholesterolu a to v séru (celkového,
HDL i LDL). Navzdory zvySenému mnozstvi lipida a triglyceridt zviteci modely ukazaly,
ze sirolimus snizuje vznik aterosklerozy. Jako dalsi se zde vyskytuje cytopenie v disledku
pusobeni sirolimu na bunéény cyklus a bunécnou proliferaci. Cytopenie se muze tykat

vSech 3 krevnich elementi a to erytrocytil, leukocytl a trombocytii. Za zminku také stoji
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zhorSené hojeni ran z diivodu snizeni syntézy RNA kolagenu typu 1 a snizeni proliferace

fibroblastl. Dale se muze vyskytovat proteinurie, afty, kozni vyrazky a akné. [5, 33]

1.5.2 Everolimus

Jedna se o 2-hydroxyethylovy derivat sirolimu a poprvé byl zaveden na evropsky
trh v roce 2003. Jeho chemicka struktura je uvedena na obrazku ¢. 10. Everolimus ma
vetsi polaritu nez sirolimus a jeho samotny vyvoj byl zaveden z divodu zlepSeni
farmakokinetickych vlastnosti sirolimu, zejména pro zvyseni jeho peroralni biologické
dosazitelnosti. Nejvétsi rozdil mezi everolimem a dal§imi derivaty sirolimu je ve
vyhodnéjsich fyzikalné chemickych vlastnostech. Stejné tak jako u sirolimu se jedna o

imunosupresivum a ma protinadorové ucinky. [33-35]

Obrazek 10: Chemicka struktura everolimu [36]

1.5.2.1 Mechanismus uéinku

Jelikoz se jednd o derivat sirolimu maji podobny mechanismus ucinku. Nejdiive
dojde na vazbu imunofilinu FKBP-12 a tento komplex everolimus/FKBP12 je vysoce
specificky inhibitor IL-2 a IL-15 indukci proliferace T a B-buné€k prostiednictvim inhibice
p70S6 kinazy. Touto cestou dojde k blokaci bunécného cyklu z faze G1 do S a tim se
blokuje signal 3 aktivace bungk. [5, 33]
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1.5.2.2 Nezadouci u¢inky

Mezi nezadouci ucinky spojené s timto 1é¢ivem patii leukopenie, trombocytopenie,
alergické reakce a infekéni komplikace. Byl zaznamenan také vyskyt hypertenze,

poskozeni jater a ledvin. [5, 33]

NejCastéjsi  vedlejsi ucinek je, stejné¢ jako u jinych mTOR inhibitort,
hyperlipidémie a hypertriglyceridemie. Pokud se jedna o hyperlipidémii, 1é¢ba probihd za
indikace statinem a pokud jde o hypertriglyceridemii, aplikuji se tablety obsahujici rybi
tuk. Dale bychom mohli pokracovat jako u nezadoucich G¢inka sirolimu a to proteinurii a

zhorSenym hojenim ran. [33]

1.6 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky (mAbs) jsou protilatky, které jsou ziskany z klondlni
populace jedné plazmatické bunky. Tyto protilatky vznikaji z tzv. hybridomu. Z pocatku
tato populace bunék vznika fazi B-lymfocytu a myelomové bunky. Jakmile dojde ke
spojeni téchto bunék, vznikne hybridni buika, jenz ma schopnost tvofit a produkovat
shodné molekuly daného imunoglobulinu. Po rozmnoZeni hybridni bunky vznika
hybridom, ktery jak uz bylo zminé€no vyse, produkuje specifické mAbs. Monoklonalni
protilatky (mADbS) maji ve srovnani s polyklonalnimi protilatkami individualné lépe
definovanou specifitu. Jsou daleko vice standardizované a nenachazime u nich vedlejsi
proteiny. Jakmile se objevi nové mAbs, jsou navrzeny tak, aby se snizovalo riziko jejich
stimulace odpovédi na lidské protimys$i protilatky. Zminénd stimulace miize byt tim
faktorem, ktery omezi ucinnost terapie mAb a nasledné znemozni opakované podani.
Z vétsi Casti u mAbs se jednd o IgG, které obsahuji rGzné izotopy s propljcenymi
vlastnostmi. Pouziti mySich protilatek proti CD3 znakim T-lymfocytt je mozné pozorovat

predevsim u 1é¢by profylaxi akutnich rejekci. [39-41]
Monoklonalni protilatky jsou klasifikovany dle koncovky:

e Ximab — chimerické protilatky (napf. rituximab)
e zumab — humanizované protilatky (napf. alemtuzumab)
e umab — pIn€ humanni protilatky (napf. adalimumab)

e cept — produkt fuze solubilniho receptoru a Ig (napf. etanercept) [18]
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1.6.1 Muromonab-CD3

Jedna se o prvni terapeuticky uzivanou mAb mysiho ptivodu, ktera byla zavedena do
klinické praxe v roce 1987. Obecné jde o biochemicky purifikované IgG2 imunoglobuliny

skladajici se ze dvou fetézcu lisici se molekulovou hmotnosti. [40, 41, 43]

1.6.1.1 Mechanismus a¢inku

Protilditka je zaméfend piedevS§im proti lidskym diferencidlnim znakiim
T-lymfocytil, kde se vaze na vnitini podjednotku CD3 receptoru nachazejici se na jejich
samotném povrchu a zabranuje tak vazbé bunék predkladajicich antigen. Tento komplex je
nezbytné dulezity pro pfenos intracelularniho signalu, ktery vyplyne ze spojeni TCR
s antigenem. Timto postupem dale dochazi k opsonizaci T-lymfocytl a jejich postupnym
odstranovanim pomoci retikuloendotelidlniho systému. Koncem tohoto procesu je
modifikace imunitni odpovédi, kdy je zde pokles zralych T-lymfocytd (CD3+) i
pomocnych (CD4+) a cytotoxickych (CD8+) lymfocyti. Lymfocyty obsahujici CD3 znaky
uplné vymizi a zacnou se znovu vyskytovat az béhem tydne po ukonceni 1écby. Z hlediska
vyuZiti, je mozné jej hledat naptiklad u prevence, ¢i 1é€by akutni rejekce transplantovaného

organu a je pouzivan také pii indukci imunosuprese. [40, 41, 43]

1.6.1.2 Nezadouci ucinky

wevr

uvolnénim nadmérného mnozstvi cytokinti (IL-2, TNF-a, INF y) z rozpadlych lymfocytt.
Je to zapficinéno pocateéni vazbou 1é¢iva na CD3, kdy dojde k aktivaci T-bun¢k a to vede
az k lyze buné€k za masivniho uvolnéni cytokinti. Mezi jeho typické projevy patii horecka,
tresavka, nauzea, dusnost, zvraceni a prijem. Tento stav mize nastat do 6 hodin po podani
injekce a jde mu zabrdnit preventivnim podanim antihistaminik, antipyretik a
kortikosteroidl, jakym je naptiklad methylprednisolon. Velkou komplikaci pii 1écbé je
také vznik plicniho edému a to u hyperhydratovanych pacientti. Pficina vzniku tohoto
nezadouciho uc¢inku je spojovana s cytokinem TNF-a a zadrzovanim neutrofila v plicich.
Nasledné mize vzniknout akutni respiracni selhani, aseptickd meningitida a vzacné také

tromboza graftu. [41- 45]

1.6.2 Basiliximab

Tato monoklonalni protilatka je specificka tim, Zze je chimérni povahy a je

produkovana rekombinantni DNA technologii. Zminéna technologie se zabyva slozenim
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lidského konstantniho fragmentu a mysiho variabilniho fragmentu. Procentuélni sloZeni
¢inni 75 % lidské protilatky a 25 % mysi protilatky. Cilem piisobeni této protilatky je alfa
fetézec receptoru pro IL-2, ktery je mozné zaznamenat na povrchu T-lymfocytli po
nasledné aktivaci antigenem. Funkce je tedy blokace tohoto receptoru a to vede az
k inhibici proliferace T-lymfocytu. Blokada samotného déje vydrzi 2-4 tydny. Basiliximab
je indikovan pii profylaxi akutni rejekce v indukénich rezimech u nemocnych po
transplantaci ledvin, kdy je kombinovan spolu s cyklosporinem a kortikoidy. Zde funguje
jako imunosupresivum. Vyhodou oproti pfedchozi mAb je, Ze nevyvolava piiznaky
cytokinového syndromu. Mezi dal$i obecné vyhody patii nezvysujici se vyskyt infekénich
ani lymfoproliferativnich onemocnéni a nebyly doposud uvedeny Zadné 1ékové interakce.

Obdobou této latky je daklizumab a to z hlediska mechanismu G¢inku. [40-42]

1.6.2.1 Mechanismus ucinku

Mechanismus Ucinku je zaloZen na inhibici proliferace asociovanych bunék, kdy se
v tomto piipad¢ jedna o T-lymfocyty. Samotna proliferace aktivovanych T-lymfocytl je
nezbytny krok ve vyvoji akutni transplantace z kategorie rejekci. Spusténi proliferace
nastane tehdy, kdyz se IL-2 vaze k subunitnimu receptoru daného cytokinu pfitomného na
povrchu téchto bunék. Z tohoto dé&je vyplyva samotna funkce mAb. Basiliximab se spolu
s vysokou specifitou a afinitou vaze na podjednotku o (také zndmou jako CD25) receptoru
IL-2. Jakmile vznika komplex receptor-basiliximab na T-lymfocytech nastava situace, kdy
samotné receptory nejsou k dispozici pro vazbu IL-2. Timto zpGsobem je inhibovana

proliferace T-lymfocytd vedouci ke snizené funkce imunitniho systému. [46, 47]
1.6.2.2 Nezadouci uc¢inky

Doposud nebyly prokdzany ani zaznamendny piipadné typické nezadouci ucinky
spojované s aplikaci mAb basiliximab. [47, 48]

1.7 Specifické monoklonalni  protilitky (anti  TNF-a

monoklonalni protilatky)

Jedna se o specifické monoklonalni protilatky ptisobici proti TNF-a, ktery je jednim
z hlavnich prozanétlivych cytokini. Do této Kategorie fadime latky, jakymi jsou
infliximab, u které se jedna o prvni klinicky hodnocenou protilatku tohoto typu, dale sem
patfi adalimumab a solubilni receptor etanercept, ktery blokuje TNF-a pomoci

neutralizace. [4]
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1.7.1 Infliximab

Jedna se také o chimerickou protilatku skladajici se ze 75 % lidského a 25 % mysiho
proteinu. Prvni schvélena aplikace probé&hla v roce 1998 pro pacienty, ktefi neméli odezvu
mezi prvni klinicky hodnocené protilatky této kategorie. Lécba se zacala velmi rychle
osvédCovat u pacientd trpicich revmatoidni artritidou v kombinaci s metotrexatem, coz je
protinadorové 1éCivo ze skupiny cytostatik. Zvolena kombinace se vyuziva z divodu
pohotového uCinku. Infliximab je vtomto pfipadé indikovan k redukci symptomui
onemocnéni v pripadé, kdy predchozi 1é¢ba jinymi léky nebyla dostacujici. Dale se
setkavame s indikaci u pacientd trpicich ankylozujici spondylitidou se zavaznymi

axialnimi symptomy odolavajici konvenéni terapii. [49-51]

Veliky pokrok byl zaznamenan v terapii Crohnovy choroby, i kdyz blokace TNF-a
zasahuje pouze jeden z mnoha faktort zptsobujici vznik zanétu. Lidé postizeni Crohnovou
chorobou a stzv. fenotypem ulcerézni kolitidy reaguji hife na danou terapii. PO
opakovaném podani dochézi k tvorbé lidskych protichimerickych protilatek, které mohou
vést az k vyvolani alergicko-toxickych projevli nebo snizit u¢innost 1é¢by. Jakmile se
zacne podavat infiximab, musime vénovat pozornost kontraindikacim, mezi které patii
sepse, abscesy a oportunni infekty. Z tohoto divodu je tfeba pfed samotnou lécbou
podrobné zaznamenat infekce véetné tuberkulézy (TBC), na kterou se provede
screeningoveé vySetieni. Pokud se vyskytne inaktivni forma tuberkulézy je nezbytné pied

zahajenim samotné 1é¢by provést profylaktickou antituberkulozni terapii. [49, 50, 52]

Na nasledujicim obrdzku ¢. 11 je moZné pozorovat schématicky diagram
infliximabu. Jak uZ bylo zminéno, jedna se o chimerickou monoklonélni protilatku proti
TNF-a skladajici se z mySiho a lidského proteinu. Infliximab je konstruovan spojenim
variabilniho (V) kappa (k) lehkého a gama y; t€Zkého fetézce mysi anti-lidského TNF-a ke
konstantni (C) lidské « lehkého a 7y tézkého fetézce, které jsou spolecné spojeny

disulfidickymi vazbami. [53, 54]
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Obrazek 11: Schématicky diagram infliximabu [54]

1.7.1.1 Mechanismus a¢inku

Hlavnim mechanismem Uc¢inku infiximabu je inhibice TNF-a. Vazba probiha jak na
rozpustné, tak na transmembranové formy TNF-a in vitro v pikomolarni koncentraci.
Vazba na rozpustny TNF-a vede ke ztraté biologické aktivity, zatimco vazba na
transmembranovy TNF-a vede k cytotoxicité komplementu. Obecné se jedna o d¢j, kdy se
tato protilatka pi1 vzniku potencionalniho zanétu navaZe na cytokiny typu TNF-a a tim
zabrani aktivaci bunééné imunity. Co se tyka prikazu in vivo, tak doposud nebyl popsan

relevantni mechanismus pro samotny infliximab. [53-55]

1.7.1.2 Nezadouci ucinky

Lymfom

Mezi nezadouci Ucinky infliximabu patfi lymfomy. Spole¢nost FDA (Food and
Drug Administration) v roce 2002 zaznamenala vyskyt lymfom u 8 pacientt uzivajici
infliximab. Dalsi pfedpoklady vedly k tomu, Ze pouZiti 1é¢iva u Crohnovy choroby muze
zpusobit az  pétindsobek  zvySeni rizika vyskytu lymfomu ve srovnani
S neimunosupresivnim pouzitim. Dalsi ptipady nastaly pifi 1é€bé pacientl s refrakterni

dermatomyositidou, kdy se zacal vyskytovat non-Hodgkintv lymfom. [56, 57]

39



Non-lymfom rakoviny

Doposud neexistuje zadnd jasnd vazba mezi pouzitim infliximabu a rozvojem
nelymfomového karcinomu kiize. Ve studiich doslo k zaznamenani vyskytu rakoviny,
vcetné karcinomu prsu, melanomu, rektdlniho adenokarcinomu a karcinomu bazalnich
bunék. Tato onemocnéni vSak nepiekracovala miru vyskytu v bézné populaci. Co se Casto
objevovalo po 1écbé, byla akutni leukémie a u revmatoidni artritidy dochdzelo v n¢kterych
pfipadech ke vzniku akutniho vyvoje mnohocetnych karcinomt dlazdicovych bunék.
[58, 59]

Infekce

U pacientli uzivajici infliximab hrozi zvySeny vyskyt infekci. Hluboké houbové a
mykobakterialni infekce slouzi jako kontraindikace pro dané 1é¢ivo, tudiz na mistech kde
jsou tyto infekce endemické, by mélo vyvolat opatrnéjsi uzivani. Infliximab byl také
spojen s virovymi infekcemi, kam patii Kaposiho sarkom, herpes zoster a diseminovany
cytomegalovirus. Z hlediska bakterialnich onemocnéni byly evidovany infekce Legionella,

Moraxella catarrhalis a rod Listeria. [60-62]
Kardiovaskularni onemocnéni

Existuji dikazy, ze 1éc¢ba infliximabem muze zvysit pravdépodobnost srde¢niho
selhavani. Ve studii nezddoucich u¢inki infliximabu, se Gcastnilo 150 pacientd se stiedné
tézkym az t€zkym méstnanym srde¢nim selhanim (CHF). Tito pacienti byli lé¢eni tiemi
infuzemi po dobu 6 tydntl. V jedné se nachazelo 5 mg 1é¢iva, v dalsi 10 mg a v posledni se
nachdzelo placebo. U pacientll s ddvkou 10 mg se vysledky daleko zhorSily. Vysledna
zprava ukazala, ze 7/101 pacientll 1é¢enych infliximabem zemielo oproti Zddnému ze 49
pacientim uzivajicich placebo. Diky tomuto vyzkumu byl piibalovy letak zménén tak, aby
odréazel informaci o nebezpecném pouziti pro pacienty trpici stfedné t€Zkym nebo tézkym
CHF. Pacienti s mirnym CHF mohou uzivat infliximab, ale pouze se zvySenou opatrnosti.
Zavaznost CHF délime do 5 tfid dle NYHA (New York Heart Association), kdy I-II tfida
je mirné CHF a III-V tfida je stiedni az t¢zka CHF. [63, 64]

1.7.2 Adalimumab

Po infliximabu nésledovala tato protilatka adalimumab slouZzici hned od poc¢atku jako

1ék pro revmatoidni artritidu. Jedna se o pln¢ humanni (protilatky cCisté lidské povahy)
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IgG1 monoklonalni protilatku vazici se ptimo na TNF-a cytokin, ktery byl rozpoznan jako
klicovy faktor pfi vzniku a progrese zmén pii revmatoidni artritidé. Ve vétSing piipadii ma
dobrou toleranci a né€kolik nezadoucich ucinkl. Spole¢né s infliximabem maji podobny

efekt na symptomatologii onemocnéni a rentgenové progresi u revmatoidni artritidy.

[65-68]

1.7.2.1 Mechanismus uéinku

Velkym pokrokem u revmatoidni artritidy bylo pochopeni patologickych déju
samotné¢ho onemocnéni, které vedlo k vysvétleni dileZitosti role TNF-a jakoZzto klicového
cytokinu v aktivaci a 0drzbé zanétu vedle jinych cytokini. Mezi jiné cytokiny patii
naptiklad IL-1. Blokace TNF-a pomoci adalimumabu vede k potlacdeni strukturalniho
poskozeni, zmirnéni pfiznakli a zlepSeni zivota z pohledu kvality. Adalimumab blokuje
funkci TNF-a a to biologickou. Blokace zabrafuje jeho interakci s bunéénymi receptory
p55 a p75. Vytvofena vazba na TNF-o, at uz solubilni nebo membranova, probiha
s vysokou afinitou a specifitou. Co se tykd lymfotoxinu TNF-B, s tim samotna protilatka

nereaguje. [70-72]

1.7.2.2 Nezadouci u¢inky

v

Pii 1é¢bé pomoci adalimumabu je profil vedlejSich Gcinkil pfiznivéjsi, nez u 1écby
systémové. Mezi nejbé€znéjsi nezadouci vlivy patii vznik infekce v misté vpichu injekci.
Zde mohou vznikat aZ vzacnd infekéni onemocnéni. Nejvyznamnéjsi infekei tohoto typu
byva reaktivace tuberkulozy. Déle se mize jednat o infekce houbového charakteru a jinou
atypickou infekci, kdy se mohou vyskytovat také vyrazky. V ojedinélych ptipadech byly
zaznamenany také dal$i GCinky a to zhorSeni nebo zahdjeni kongestivniho srde¢niho
selhavani, syndrom podobny lupusu, tvorba lymfomu, lékatsky vyznamné cytopenie a
zhorSeni nebo zahdjeni roztrousené skler6zy (neurologické onemocnéni). Pfi podavani
adalimumabu byli hlaSeny pancytopenie a zvySené transaminy, coz sveéd¢i o tom, ze
laboratorni monitorovani krevniho obrazu a jaternich funkci je pfinejmensim pferusované.
U pacientil s n€kterymi z vySe uvedenych problémt by mélo byt jeho pouziti velmi peclivé
zvazeno. Adalimumab je uzitecny 1€k, ktery 1ze bezpecné pouzit, pokud jsou rozpoznany

jeho vedlejsi ucinky. [69, 73]
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Infekce

Riziko infekci u revmatoidni artritidy se zvysuje jak v diisledku 1é¢by, tak samotné
choroby. VétSinou se jedna o infekce zavazného charakteru. Nezavazné vznikaji
maximaln¢ jen okrajové, pokud viibec. Dalsi z fady vedlejsSich u¢inkt jsou infekce hornich
dychacich cest, sinusitida, chiipkovy syndrom a infekce mocovych cest. Nejvice zavazné
infek¢éni onemocnéni spojené s blokddou TNF-a je reaktivace tuberkulozy. V pocateénich
klinickych studiich se pfed podanim analimumabu provedl screening na TBC. V prvni fazi
byl analimumab podavéan ve dvacetinasobném soucasném davkovani (40 mg), kdy dalsi
tyden u pacientli bez screeningu rentgenového snimku bylo z piivodnich 198 pacienti 5
pripadi TBC. Ve druhé fazi pii davce Ctyinasobné z 284 pacientt byli 3 pozitivni na TBC.
Po zahijeni 1é¢by se TBC objevovalo nejcastéji po 8 mésicich. Jiné zavazné infekce
vyskytujici se zvySenou frekvenci jsou zejména hluboké houbové infekce. V Ohiu v USA

se vyskytovaly ptipady histoplazmézy a kokcidiomykozy. [74-77]
Kozni a alergické reakce

Adalimumab souvisi 1 s koZznimi a alergickymi reakcemi. Uvadi se, ze mizZe
zpusobit infekéni vyrazku (celulitida, erysipel a herpes zoster) u 0,3 % lécenych
pacienti a alergické kozni reakce jako vyrazku, anafylaktoidni reakce a nespecifikované
drogové reakce a koptivka. Miize se také vyskytnout svédéni spolu s vyrazkou v misté
vpichu injekce. V pfipadé pfitomnosti anafylaktické nebo jiné alergické reakce musi byt

ihned adalimumab vysazen a zavedena vhodna 1é¢ba. [77-79]

1.7.3 Etanercept

Tato protildtka ma odliSnou blokadu TNF-a neZ u piedchozich zastupcti. Pro klinické
ucely byl schvilen v roce 1998. Jedna se o neutralizaci geneticky solubilnim
receptorem, kterym je samotny etanercept. Obecné se jednd o molekulu, kdy jejim
obsahem jsou dvé extracelularni domény TNF-receptoru (TNF-R p75). Ty jsou piipojené
na krystalizujici fragment (Fc) ¢asti lidského IgG1. V pribéhu dvou studii, multicentricky
kontrolovanych placebem, byla zaznamenéna a prokézéana klinicka Gc¢innost této protilatky
u refrakterni revmatoidni artritidy. Skvély efekt byl také prokazan u 1écby ankylozujici

spondilitidy, psoriatické artritidy a juvenilni revmatoidni artritidy. [80-83]

42



1.7.3.1 Mechanismus uéinku

Etanercept inhibuje aktivitu TNF-o kompetitivni vazbou na tento prozanétlivy
cytokin a preventivné také vytvofi interakci s jeho receptory na povrchu bun¢k. Dimerni
povaha etanerceptu umozni navazani protilatky (proteinu) na dvé volné nebo receptorove
vazané molekuly TNF v afinit¢ 50 az 1000 nasobku rozpustnych monomernich forem
TNF-receptoru. Zvysend vazebna afinita etanerceptu pravdépodobné hraje klicovou roli ve
zvySené inhibicni aktivit¢ TNF-a pozorované u dimernich forem rekombinantniho
receptoru ve srovnani s pfirozené¢ se vyskytujicimi monovalentnimi formami. ZvySena
hladina TNF-a, byla nalezena u psoriatickych koznich 1ézi synovidlnich explantatii a u
tekutin pacientl s psoriatickou artritidou. Etanerceptor moduluje biologické reakce, které
jsou indukovéany nebo regulovany TNF-a. Tudiz inhibice aktivity TNF-a etanerceptem
muze slouzit ke sniZzeni zanétu v placich poruSeni tohoto cyklu. Obecné etanercept
napodobuje aktivitu pfirozené se vyskytujiciho rozpustného TNF-a a zabranuje tak vazbé

na jeho receptor. [84-88]

1.7.3.2 Nezadouci u¢inky

Infekce

Nejbéznéjsi nezddouci UCinky spojené s uzivanim etanerceptu jsou infekce dolnich
cest dychacich, nasledované infekci hornich cest dychacich. Celkové procento infekei pii
uzivani tohoto lé&iva ¢inni 35 % v placebem kontrolovanych studiich. Casto se zde
vykytuji zavazné bakteridlni infekce. Piasobenim streptokokli skupiny A doslo
k multifokalni septické artritidé spolu s osteomyelitidou. Dale byla zaznamenana orbitalni
myozitida u pacientli s revmatoidni artritidou. Etanercept miize také usnadnit virové
infekce jako napfiklad pneumonie. Také souvisi s plistiovymi infekcemi, kam zejména

patii histoplazmoéza a toxoplazmoza. [89-92]
Systémové komplikace

Byly zaznamenany vzéacné systémové nezddouci UCinky etanerceptu. Do této
kategorie patii aplastickd anémie, poranéni plic a ticha thyroiditida. Vzhledem k potencialu
pro aplastickou anémii by pacienti mé¢li byt pouceni, aby vyhledali okamzitou lékatskou
pomoc, pokud zaznamenaji znadmky a pfiznaky svéd¢ici o krevni dyskrazii nebo infekci

(napf. pfetrvavajici horecka, modfiny, krvéaceni, bledost). Existuje zde n€kolik tidaja, které
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poukazuji na moznou spojitost mezi stievni perforaci a etanerceptem, ale neni dostatek

ditkazi. [93-95]

44



4 ZAVER

Bakalatska prace byla zaméfena na vliv imunosupresiv na biochemické déje
v organismu. V prvni fadé byla popsana historie a nasledn¢ jednotlivé zakladni pojmy
nezbytné pro toto téma. Imunitni systém a imunosuprese jsou dualezité pojmy k ujasnéni, co
jsou to imunosupresiva a jakou maji funkci. Imunosupresiva jsou definovana jako latky
slouzici k potlaceni nadmérné aktivity imunitniho systému napiiklad u chronickych

zanétlivych onemocnéni nebo rtiznych transplantaci.

V praci je zaznamenano 6 skupin imunosupresiv a to jsou kortikoidy, inhibitory
kalcineurinu, antiproliferacni latky, antimetabolity, inhibitory mTOR a protilatky. U kazdé
skupiny bylo uvedeno nékolik zastupct, které byly podrobné popsany od obecného popisu

pies mechanismus ucinku az po nezadouci G¢inky vznikajici v organismu.

U vétSiny zminénych imunosupresiv se jednalo o potlaceni T nebo B-lymfocytl
stojicich za aktivaci imunitniho systému a to bud’ apoptézou nebo blokaci receptorti pro
T-lymfocyty. Jednotlivd imunosupresiva se vdzala na cytokiny, jakym je naptiklad CD3
vyskytujici se na povrchu T-lymfocytd. Jak strukturou, tak mechanismem tucinku, se od
jinych imunosupresiv 1i§i monoklonélni protilatky. Jedna se o Castice sloZzené bud jen
z lidskych (humanni) nebo zmySich c¢asti (chimrni) proteinu. Zde se liSil i onen
mechanismus u¢inku, kdy principem je zamezeni TNF-a komunikovat mezi jednotlivymi
buiikami a to vazbou protilatek na samotny TNF-o a jeho receptor nachazejici na burice.
TNF-a jsou prozanétlivé cytokiny zplisobujici vznik zanétu. Velky rozdil mezi klasickymi
imunosupresivy a protilatkami je v mnozstvi vedlejSich ucinkd, kdy u protilatek je jejich

vyskyt daleko mensi z divodu jejich biologického charakteru.
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