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NOVE BIOLOGIKA V DERMATOLOGII

Simaljakova M.
1. Dermatovenerologickd klinika LF UK a UNB Bratislava

Suhrn. Psoriaza, je chronické imunitne mediované zapalové kozné ochorenie,
postihujice 2 aZz 4 % populdcie. LepSie pochopenie klucovej Ulohy IL-17 a IL-23 v jej
patogenéze psoriazy viedla k vyvoju cielenej terapii proti tymto cytokinom. Patoge-
néza psoriazy a pustuléznej psoriazy nie je identicka. Funkéna aktivacia IL-36R je viac
asociovana s patogenézou generalizovanej pustularnej psoriazy, tvorbou pustul a lo-
Ziskovej psoridzy a s palmoplantarnou pustulézou v porovnani s loZiskovou psoriazou.
Atopicka dermatitida je chronické, svrbivé, imunitne mediované zapalové ochorenie,
charakterizované Th2-imunitnou odpovedou a mézZe byt asociovand so systémovym
zdpalom. Dupilumab je monoklonova protilatka, ktora inhibuje signalizaciu IL-4 a IL-
13 blokadou alfa-podjednotky, ktoru oba cytokiny zdielaju.

Klacové slova: psoriasis vulgaris, pustuldrna psoriaza, dermatitis atopica, ixekizu-
mab, guselkumab, rizankizumab, dupilumab

Summary. Psoriasis is a chronic, immune mediated, inflammatory skin disease,
estimated to affect between 2% — 4% of the general population. A better understan-
ding of the pathogenesis of psoriasis has since allowed the development of several
highly effective biological therapies. The increased understanding of the significant
role of IL-17 and IL-23 in the pathogenesis of psoriasis has led to the development of
drugs targeting these cytokines. The pathogenesis of plaque psoriasis and pustular
psoriasis does not completely overlap. The “functional activation of IL-36R” is likely
to be more closely associated with pathogenesis in generalized pustular psoriasis,
pustule formation of plaque psoriasis and palmoplantar pustulosis than with plaque
psoriasis. Atopic dermatitis (AD) is a chronic, pruritic immune-mediated inflamma-
tory dermatosis characterized by Th2 immune response and may be associated with
systemic inflammation. Dupilumab a monoclonal antibody that inhibits IL-4 and IL-13
signaling through blockade of the shared IL-4a subunit. Blockade of 1L-4/13 is effecti-
ve in reducing Th2 response.

Key words: psoriasis vulgaris, pustular psoriasis, dermatitis atopica, ixekizumab,
guselkumab, rizankizumab, dupilumab
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Uvod

Nové poznatky v patogenéze niektorych koznych ochoreni ako psoridza, atopicka
dermatitida, a generalizovand pustuldzna psoridza viedli k objaveniu ich cielenejsej
liecby. Biologicka liecba patri v sicasnosti k najucinnejsej a podla dnesnych poznatkov
aj k najbezpecnejsej lieCbe, ktord vyznamne potlaca klinické prejavy ochoreni a vyraz-
ne zlepsuje kvalitu Zivota pacientov.

Psoriasis

Psoridza patri medzi T-bunkami mediovanu, imunitne podmienent chorobu, ktora
je provokovand endogénnymi a exogénnymi faktormi. Cytokinova dysregulacia a ini-
ciacia produkcie kaskady cytokinov vedie k zapalovej odpovedi. Dokazom imunopa-
togenetického mechanizmu psoriazy je pritomnost T-lymfocytov v perivaskularnych
infiltratoch a v epiderme psoriatickych loZisk a ich redukcia po imunosupresivnej liec-
be. Poznatok, Ze zakladom psoriatickej odpovede je prepojenie prirodzenej a adap-
tivnej imunity viedol k dokladnejSiemu objasneniu zapalovej podstaty psoridzy (1).
Aktivované dendritové bunky produkuju rad prozapalovych cytokinov vcitane TNF
a IL-23. IL-23 pomaha diferencovat naivné Th-lymfocyty do Th17-subpopulacie, ktora
produkuje dalSie prozapalové cytokiny IL-17A, IL-17F, IL-6, TNF a iné (2). Tieto cyto-
kiny indukuju, prostrednictvom IL-20 a oxidu dusika, zmeny keratinocytov a cievneho
zasobenia koze (3). Keratinocyty nie su pasivnymi bunkami, ako sa kedysi myslelo, ale
odpovedaju na uvedené zapalové signdly produkciou chemokinov, cytokinov a anti-
mikrobidlnych peptidov s naslednym influxom neutrofilov a dalSich zapalovych buniek
do koze (4).

IL-17A aktivuje a pritahuje neutrofily do loZiska psoridzy a zaroveri inhibuje ich
apoptdzu, podmieriuje angiogenézu a expresiu dalSich zapalovych cytokinov (TNF,
IL-1B, IL-6) a priamo aktivuje keratinocyty (5).

Ixekizumab

Ixekizumab, humanizovana IgG4 monoklonova protildtka, sa selektivne viaze a ne-
utralizuje IL-17A homodiméry a IL-17A/IL-17F heterodiméry a je indikovana na liecbu
pacientov so stredne zavaznou az zavaznou lozZiskovou psoriazou.

V pilotnych studiach bolo histologickou a molekulovou analyzou dokazané, ze in-
hibicia IL-17A ovplyvnuje akantézu a hyperkeratézu epidermalnych buniek, vyznamne
redukuje mnozstvo Th17-lymfocytov, ktoré produkuju prozapalové cytokiny IL-17A,
IL-17F, IL-21 a IL-22 (6). Po 6 tyzdrioch podavania ixekizumabu, biopsia koze potvrdila
skoro fyziologicky nalez (7).

Ucinnost ixekizumabu bola porovnavana s etanerceptom v klinickych $tadiach
UNCOVER 1-3. Ixekizumab v 12. tyzdni lieCby psoridzy dosiahol PASI 90 u 61 — 71 %
pacientov a PASI 100 u 31 — 41 % pacientov v porovnani s 5 — 7 % lieCenymi etaner-
ceptom (8).
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Signifikantne vyraznejsie zlepSenie klinického obrazu sa dosiahlo aj u tazko lieditel-
nych foriem psoriazy, ktoré sa udrzalo az do 60. tyzdna liecby (9).

Bezpecnost ixekizumabu bola preukazana bez ohladu na vek, pohlavie, rasu, teles-
nd hmotnost, inicialnu zdvaznost PASI, umiestnenie loZiska, su¢asnu psoriaticku artri-
tidu a predchadzajucu biologicku liecbu. Ixekizumab bol U¢inny u pacientov doteraz
nelie¢enych systémovou liecbou, doteraz neliecenych biologickou liecbou, u pacien-
tov, ktori podstupili anti-TNF liecbu a aj u pacientov, u ktorych tato zlyhala.

Vo vztahu k infekciam v klinickych $tudiach sa vyskytlo viac kvasinkovych infekcii
u pacientov lie¢enych ixekizumabom v porovnani s etanerceptom, resp. placebom,
ale infekcie neboli invazivne, ani ¢asté a dobre odpovedali na liecbu (10,11).

Pocas 60 tyzdnov klinického skusania ixekizumabu sa u 7 pacientov vyvinula ul-
cerdzna kolitida a pri Crohnovej chorobe, kym pacienti ktori brali placebo, uvedené
komplikacie nevyvinuli (12).

Medzi nové biologika indikované na liecbu stredne tazkej az tazkej loZiskovej pso-
ridzy patria guselkumab, plne humdanna monoklonova IgG1 protildtka a rizankizumab,
humanizovand monoklonova IgG1. Obe sa selektivne viazu s vysokou afinitou na p19-
podjednotku IL-23 a tak brania IL-23 vazbe na svoj receptor ¢im obmedzuju tvorbu
a uvolfiovanie prozapalovych cytokinov, napr. IL-17A a chemokinov. Guselkumab aj
rizankizumab su indikované na lie€bu stredne tazkej az tazkej loziskovej psoriazy. V kli-
nickej studii vykazali vysSiu ucinnost ako ustekinumab, ktory sa viaze na podjednotku
p40 a inhibuje sucasne aj IL-12 aj IL-23. Blokovanie p40-podjednotky redukuje nielen
Th17-bunky, ale aj Thl-bunkovu populaciu, ktora je délezitd pre udrzanie intrace-
luldarnej imunity hostitela, ale ma len limitovanu ulohu v rozvoji psoriazy. Vyhodou
blokovania p19-podjednotky IL-23, je inhibicia vyvoja patogénnych Th17 lymfocytov
zapojenych v patogenéze psoriazy (13).

V klinickej studii X-PLORE guselkumab dosiahol v 16. tyzdni liecby v porovnani
s adalimumabom signifikantne vysSie skdre PGA 0 alebo 1. Dlhodob4d Géinnost bola
sledovand v studii Voyage 2. Pocas 100 tyZdrnov sledovania si IGA 0/1 (Investigator
Global Assessment) udrzalo 84 % pacientov lieCenych guselkumabom. V klinickej stu-
dii Voyage 1 odpoved PASI 90 dosiahlo, a pocas 100- tyZzdriového sledovania si udr-
zalo, 82,1 % pacientov a PASI 100 52,1 % pacientov. V klinickej Studii VOYAGE 1 (14)
a VOYAGE 2 bol porovnavany guselkumab s adalimumabom a placebom. NeZiaduce
ucinky a zdvazné neziaduce ucinky boli porovnatelné naprie¢ vSetkymi studiami aj
pocas 48-tyzdriového sledovania. NajcastejSim neziaducim ucinkom bola nazofaryn-
gitida, bolesti hlavy a zapal hornych dychacich ciest (14). Niekolko (< 4 %) pacientov
z uvedeného dévodu prerusilo liecbu. Incidencia vaznych infekcii a kandidéza bola mi-
nimalna a nebolo hldsené Ziadne zdpalové ochorenie Creva. Vyskyt malignit a MACE
bol nizsi ak 1 % vo vsetkych skupinach. Bol hlaseny jeden suicidalny pokus u pacienta
uzivajuceho adalimumab. V $tudii VOYAGE 2 bola zistena vyssia nachylnost k pocitu
strachu ako v porovnavacich skupinach (15).

V studii NAVIGATE, v ktorej boli zaradeni pacienti s nedostacujucou klinickou
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odpovedou na ustekinumab, bol zisteny o nieco Castejsi vyskyt neZiaducich Gcinkov
(64,4 % vs. 55,6 %). Podiel malignit, vaznych infekcii a MACE bol nizky. Neboli potvr-
dené oportunne infekcie, aktivna tbc ani Crohnova choroba (16).

Rizankizumab je humanizovana monoklonova protilatka triedy 1gG1, ktora sa se-
lektivne viaze s vysokou afinitou na podjednotku p19 humanneho cytokinu IL-23 Je
produkovany v ovaridlnych bunkdch cinskeho Skre¢ka pomocou technoldgie rekombi-
nantnej DNA (1-3).

V klinickych skusaniach UltIMMa-1 a UltIMMa-2 rizankizumab preukazal vacsiu
uéinnost v porovani s placebom a ustekinumabom v lie¢be strednej tazkej az tazkej
chronickej loziskovej psoriazy u dospelych pacientov (17). Naprie¢ obomi Stddiami bol
rizankizumab konzistentne nadradeny placebu aj ustekinumabu s vys$imi hodnotami
trvalého vycistenia koze s rizankizumabom v 52. tyzdni (17).

Bezpecnostny profil rizankizumabu bol konzistentny s predchadzajucimi klinickymi
skasaniami. Vysledky zo skusani preukazali klinicky potencial rizankizumabu na do-
siahnutie trvalo udrzatelného vymiznutia koznych |ézii u pacientov so psoriazou (17).

Rizankizumab preukdzal vaésiu ucéinnost aj v porovnani s adalimumabom. Klinic-
ké skusanie splnilo svoje ko-primarne koncové ukazovatele — sPGA 0/1 (rizankizu-
mab vs. adalimumab, 84 % vs. 60 %; p< 0.001) a PASI9O0 (rizankizumab vs. adalimu-
mab, 72 % vs 47 %; p<0.001) v 16. tyzdni. VSetky sekundarne koncové ukazovatele
klinického skusania takisto dosiahli statisticky signifikantné vysledky s P hodnotou
<0.001 (18).

Cast B klinického skugania IMMvent preukazala trvaly vplyv rizankizumabu na udr-
Zatelnost Cistej koZze (na zaklade PASI90 a PASI100) do 44. tyzdria (rizankizumab vs.
adalimumab, 66% a 40% vs 21% a 7%; p<0.001). Bezpecnostny profil bol konzistentny
s predoslymi Stadiami v programe klinickych skusani rizankizumabu. Klinické skdsanie
IMMvent demonstruje slubné vysledky pre pacientov so stredne tazkou aZ tazkou
psoriazou, vdaka zlepSeniu miery vycistenia koznych prejavov

Bezpecnostny profil rizankizumabu bol konzistentny s pozorovaniami z predoslych
klinickych skuasani, neboli pozorované Ziadne neocakavané bezpecnostné signaly.

Cielenejsia terapia zdpalu u pacientov so psoridzou, vedie k vyraznejSiemu potla-
¢eniu klinickych prejavov choroby a tym podstatne zlepSuje kvalitu Zivota pacienta.

Pri zavedeni prvych biologik do lie¢by psoriazy bolo ciefom dosiahnut v 12. tyzdni
liecby PASI 75, v sucasnosti, vo svetle novych poznatkov a novych preparatov, sa PASI
90 stava novym Standardom pre lieCebny ciel psoridzy (19).

Psoriasis pustulosa

Patogenéza psoriasis vulgaris a psoriasis pustulosa nie je Uplne identicka ¢oho d6-
kazom je rozdielna odpoved na liecbu biologikami. Psoriasis pustulosa generalisata
(von Zumbusch) je akutne ochorenie s vyraznymi celkovymi priznakmi. V etiopatoge-
néze sa pripisuje vyznamna uloha akutnej infekcii dychacich ciest, niektorym liekom,
hormonalnym zmendm sprevadzajlucim graviditu, hormonadlnej antikoncepcii alebo

9
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rychlemu ukonceniu liecby kortikosteroidmi. V klinickom obraze vznikaju pocetné ste-
rilné drobné pustulky na rozsiahlych erytematéznych lozZiskach. Z celkovych priznakov
byva zvysena teplota, hnacky, artralgie, slabost a malatnost. V tazkych pripadoch vzni-
ka sepsa.

V patogenéze generalizovanej aj lokalizovanej pustuldznej psoridzy sa v zvySenej
miere uplatfiuje aktivovany IL-36 receptor. V klinickych $tadiach sa v stiéasnosti zistuje
ucinnost inhibitora IL-36R v lie¢be tohto ochorenia. Poskodenie koze a nasledne kera-
tinocytov vedie k uvolfiovaniu dvojvlaknovej RNK a katelicidinu, ktoré aktivuju okolité
keratinocyty k produkcii rodiny cytokinov IL-36. Zaroven aktivacia mitochondridalneho
antivirusového signalizujuceho proteinu v okolitych keratinocytoch vedie k uvolneniu
INF-B. Vazba IL-36 na receptor IL-36R zvysuje produkciu réznych chemokinov a zhro-
mazduje neutrofily, T- a dentritové bunky ako aj monocyty. Antagonista IL-36 recepto-
ra kompetitivne inhibuje IL-36R (20).

Expresia IL-1B, IL-36alfa a IL-36gama je u generelizovanej pustuldznej psoridzy vy-
razne vyssia ako pri loZiskovej psoriaze. Pri loZiskovej psoriaze sa patogenéza choroby
pohybuje prevaZzne na osi Th17/Th1, ku ktorej sa viazu IL-17A, IL-22, IL-23p19, IFN-y
a IL-18 (21). Obe tieto cesty su v blizkom vztahu a vzajomnym pésobenim vytvaraju
a uzatvdraju zdpalovu slucku, ktora podmienuje vznik loZiskovej aj pustuldznej psoria-
zy. Aj ked’ agonistické aktivity IL-36a, IL-36B a IL-36y alebo IL-36 sU nejasné, sucasny
vyskum podporuje vyznam IL-36y a IL-36a v psoriatickom zapale Biologicka déleZitost
jednotlivych izoforiem IL-36R agonistov si vyzaduje dalsi vyskum.

Atopicka dermatitida

Klucovy faktor v etioldgii atopickej dermatitidy (AD) ja imunitna dysfunkcia. Vznik
koznych |ézii sprevadza zvySena systémova Th2 odpoved a aj kombinacia Th2 a Thl
odpovede. Imunologické charakteristiky koze bez |ézii aj s Iéziami sa liSia od koZe zdra-
vych jedincov a aj v koZi bez |ézii pretrvava subklinicky zapal.

Imunitnd dysreguldcia zvy3uje hyperreaktivitu koZe na vonkajSie spustace akutnej
fazy ochorenia (flare). Na etioldgii sa podiela aj genetika, dysfunkcia koznej bariéry
a mikrofléra koze (22).

Sucasné vedomosti ukazuju, ze dominantnu Ulohu pri AD hraju Th2 lymfocyty-
s produkciou asociovanych cytokinov IL-4 a IL-13 (23, 24). Nadprodukcia IL-4 a IL-
13 pri AD brani zvySenej produkcii antimikrobidlnych peptidov, prebieha reakcia na
baktériové a virusové podnety v koZi, o dalej vedie k poSkodeniu koznej bariéry a
exacerbacii zapalu.

Pacienti so stredne tazkou az tazkou AD ¢asto trpia recidivami ochorenia a lokalna
ani celkova dostupna terapia nie je dostacujuca. Novou mozZnostou cielenej lie¢by
moéze byt dupilumab, plne humanna monoklonova IgG4 protilatka, ktord sa viaze na
alfa-subjednotku IL-4 receptora a tak inhibuje IL-4 aj IL-13. Tieto cytokiny su primarne
produkované Th2 bunkami, ktoré su centralne v patogenéze atopickej dermatitidy.

Dupilumab signifikantne redukuje chemokin TARC (thymus a activation-regulated

10
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chemokine; CCL17) (25), Specificky biomarker aktivity AD (26) a redukuje gény, ktoré
su vo vztahu k AD (27).

Pri hodnoteni ucinku liecby bol dupilumab kladne hodnoteny v zmysle pruritu,
spanku, kvality Zivota a depresie. U¢innost dupilumabu bola hodnotena v klinickych
studiach na podklade merania Eczema Area and Severity Index (EASI), Investigator’s
Global Assessment (IGA; 0-4 scale) score, PROs pruritu a health-related quality of life
(HRQoL) (25, 28, 29).

Vo faze Ill klinickej Studie (SOLO 1 a SOLO 2) v 16. tyZdni 38 % pacientov dosiahlo
IGA 0az1, EASI-75 dosiahlo 51 % resp. 52 % pacientov. Rovnako signifikantne sa zniZzil
pruritus a zlepsila sa kvality Zivota pacientov (27). Este lepSie vysledky boli dosiahnu-
té aj v Studii CHRONOS, ktoré boli hodnotené v 52. tyzdni liecby (29).

V studii CHRONOS najcastejsimi neziaducimi ucinkami liecby dupilumabom bola
nazofaryngitida, bolesti hlavy a reakcia v mieste vpichu (22). Bol zisteny aj vyssi vyskyt
konjunktivitidy v porovnani s placebom, ktory nekoreloval s vyskytom konjunktivitidy
U pacientov s astmou a s polypmi v nose lie¢enych dupilumabom.

Dupilumab je indikovany u dospelych pacientov so stredne zdvaznou aZ zdvaznou
atopickou dermatitidou, refraktérnou na celkovu lieCbu. Podéva sa v indukénej davke
600 mg v s.c. injekcii a pokracuje sa kazdé 2 tyzdne 300 mg s.c. Méze sa kombinovat
s lokalnou liecbou (28).
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NANOPROTILATKY PROTI IL17A/F:
NOVA BIOLOGICKA LIECBA PSORIAZY

Svecova Danka
Dermatovenerologicka klinika LFUK v Bratislave

Abstrakt

Nanomedicina pouZiva nanotechnoldgiu, ktord sa zaobera nanocasticami. Tieto
Castice maji rozmer 0,1 —100 nm (10. PouZivaju sa v nanodiagnostike, nanofarmako-
|6gii, regenerativnej nanomedicine, v novych implantatoch a znami su aj terapeuticki
nanoboti. Pracuju v biologickych systémov na molekulovej Urovni. Nanofarmakoldgia
sa zaobera distribuciou lieciv a inych latok v tele pacienta. Pomocou nanotechnolégie
dochadza k cielenému uvolneniu lieciva do chorého tkaniva. Mnoho lie¢iv vyuZiva
nanocastice ako svoje nosice, napriklad antibiotika, antivirotika, antiparazitika, cyto-
statika, vitaminy, proteiny a peptidy, enzymy a hormdny. Nanotechnolégie v medicine
uZ zaujali svoje stale miesto a posuvaju Uroven nasho poznania na vyssi stupen. Prva
nanoprotilatka, ktord sa pouZiva na liecbu psoriazy je odvodena od tazkého retazca
tavich protilatok, ktoré su stabilné a funkéne plnohodnotné. Nanoprotilatky vdaka
svojim miniaturnym rozmerov rychlejSie penetruju do chorého tkaniva, v dosledku
¢oho maju rychlejsi nastup ucinku. V multicentrickej randomizovanej, dvojito zaslepe-
nej placebom kontrolovenej studii vykazali vynikajuci lie¢ebny ucinok a bezpecnostny
profil v lie€be miernej az tazkej psoriazy plakového typu.

KiG¢ové slova: nanoprotilatky, nanomedicina, IL-17 A/F, psoriaza

Summary

Nanomedicine uses nanotechnology proceeding with nanoparticles. These par-
ticles are nanometric in size (10°m) having 0.1 — 100 nm. Nanoparticles can be used
in various modalities as in nanodiagnostics, reconstruction of damaged tissue and to
control biologic systems at molecule level. Nanopharmacology proceeds distribution
of drugs and other substances in patient’s body. Nanotechnology facilitates target
release of drug into damaged tissue. Lot of drugs trade on nanoparticles as their car-
riers, for example, antibiotics, antivirotics, antiparasite drugs, cytostatics, vitamines,
proteins and peptides, enzymes and hormones. Nanotechnology proposes regular
place in medicine and shares our knowledge to higher level. The first nanobody used
to treat psoriasis is derived from haevy chain only camel antibody which are stabile
and fully functional. Nanobody having miniatur size may faster penetrate to affected
tissue and may rapidly evoke efficacy of the drug. Multicentric, randomized, double-
blind placebo-controlled study showed excellent therapeutic efficacy and safety profil
in treatment of mild to severe plaque psoriasis.

Key words: nanobody, nanomedicine, IL-17 A/F, psoriasis
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Uvod

Nanodastice si nanometrickych rozmerov (10° m), dosahuju velkost od 1 do 100
nanometrov. Maju velky povrch, zvy$enu reaktivnost a vacsiu zivotnost, ¢o im umoz-
fiuje uskutodnit rozsiahly transport v prostredi, ¢im mozu ovplyvnit biologické systé-
my v interakciach s bunkovym materidlom (1).

Nanotechnoldgie sa vyuzivaju v mnohych odvetviach véitane mediciny. M6zu sa
pouzivat na monitorovanie, rekonstrukciu poskodenych tkaniv, kontrolu humannych
biologickych systémov na molekulovej Urovni. Nanofarmakoldgia sa zaobera cielenym
uvolvanim lie¢iva do chorého tkaniva. K tomu je potrebné prepravit dostato¢nu davku
lieciva do lézie vhodnymi prenasac¢mi. Mnoho lieciv vyuziva nanocastice ako svoje no-
sice, napriklad antibiotikd, antivirotikd, antiparazitikd, cytostatikd, vitaminy, proteiny
a peptidy, enzymy a hormany. LieCivo je rozpustené, enkapsulované alebo pripevnené
do matrix nanocastice. Biodegradacné polymerické nanocastice su schopné kontrolo-
vane uvolfiovat liecivo do cielového organu alebo tkaniva (2) . Nanocastice nesu a na
svojom povrchu rozpoznavacie elementy, ktoré su pritahované $pecifickymi receptor-
mi na povrchu buniek cielovych tkaniv, miesta ucinku lieciva. Nanocastica zvolena pre
konkrétne lie¢ivo musi byt dostato¢ne velkd, stabilna a biokompatibilna, ¢o zname-
na netoxicka v krvnej cirkulacii za fyziologickych podmienok. Musi byt zabezpedené
kontrolované uvolfiovanie lieCiva v terapeutickom rozmedzi. Proces uvolfiovania musi
mat moznost natasovania a moze ho nastartovat napriklad zmena tvaru a konforma-
cie nanocastice v dosledku priaznivej interakcie s cielovym povrchom, zmenou pH,
teploty, alebo pritomnostou nejakej analytickej latky, napr. glukdzy (3). Farmakolo-
gické udaje o toxicite nanocastic su sporadické a limitované. Toxicita je najvacsie rizi-
ko pri pouZivani nanocastic, nakolko moézu viest k periférnej tkanivovej retencii a na-
slednej toxicite. Idedlny nanoliek je netoxicky, stabilny, neaktivuje imunitny systém,
je schopny presného zmerania a schopny preniest lieivo priamo do cielovej bunky.
Umoznuje podanie nizSej terapeutickej davky pri rovnakej klinickej ic¢innosti ako Stan-
dardnd terapia a vyznamne redukuje vedlajsSie ucinky liekov.

Nanoprotilatky predstavuju novi lie¢ebnt modalitu, ktord musi spifiat velmi pri-
sne kritéria.

Jedna sa o novu triedu protildtok odvonu od tazkého retazca protilatok, pochadza-
jucich z ¢eladi tavovité (Camelidae). Boli objavené v 90-tych rokoch ako prirodzené
protilatky, pozostéavajlce len z tazkého retazca, ktory tvoria segmenty CH2, CH3 a VH
z celkovou hmotnostou 90 kDa, nazyvaju sa ,Haevy-chain antibodies” (HcAbs) (4, 5)
(obr.1) . SU ovela mensie ako monoklondlne protildtky, nakolko maju velkost 12-15
kDa, ¢o je 1/10 velkosti monoklonalnych protilatok. Su to protilatky s plnohodnot-
ne vyvinutymi vlastnostami, napr. schopnostou viazat antigény rovnako ako klasické
protilatky. Ich sekvencna homoldgia je porovnatelnd s humanizovanymi a humanny-
mi monoklondlnymi protilatkami. Lahko sa produkuju v rozlicnych prokaryotickych
a eukaryotickych expresnych systémoch, napr. E.coli a Pichia pastoris a tiez v transgén-
nych rastlinach, a to Nicotiana tabacum a Nicotiana benthamiana, ale aj v kvasinkach
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a bunkach cicavcov pomocou zakddovanych jednotlivych génov (6). Daju sa vytvorit
vo vysokej koncentrdcii a pri nizkej viskozite. Vdaka svojim vlastnostiam rychlo pene-
truju do chorého takniva a tym navodzuju rychly ucinok lieCiva. Maju nizku aktivitu
voci zdravym bunkam. Navyse tzv. , kotviace” nanoprotilatky umoznuju lokalnu liecbu
uréitych tkaniv, napr. kibov alebo o&i, pricom dochéadza k vysokej koncentracii lie¢iva
v chorom tkanive a k minimalnej celkovej expozicii. Pomocou naviazania sa human-
neho sérového albuminu sa zvysuje polcas Zivota terapeutickej molekuly, vdaka comu
sa moZe pripravit nanoprotilatka s roznym poléasom Zivota od mélo hodin aZ po viac
ako 3 tyZdne. Tento spOsob Upravy polcasu prezitia je jedinencny pre nanoprotilatky.
Su tiez schopné rozpozndavat nestandardné kryptické epitopy, ktoré su ukryté alebo
ochranené pred konveénymi protilatkami. Nanoprotilatky st schopné sa viazat na via-
ceré ciele jednou terapeutickou molekulou vdaka stavebnému bloku, ktory pozostava
aZ zo 7 sucasti a moze sa tiez kombinovat s inou proteinovou doménou alebo inou
molekulou lieku (7). Jednotlivé stavebné bloky sa spolu spajaju pomocou glycinovych
a serinovych vazieb, ktoré maju flexibilnt dizku. Multi$pecifické nanoprotilatky sa via-
Zu na odlisné ciele, bispecifické na dva ciele, multivalentné sa viazu na identické ciele
a bi-paratopické na odlisné epitopy toho istého ciefu. Medzi ich dalSie vlastnosti patri
l[ahka solubilnost a termostabilita.

Nanoprotilatky maju Siroké pouZitie v medicine, a to v diagnostike, napr. pri detek-
cii aterosklerotickych lézii (8) alebo patogénov v tele hostitela, okrem iného na dokaz
HIV vyvolavatela (9), ale aj diagnostiku rakoviny prsnika pomocou expresie receptora
pre rastovy faktor (EGFR), a pre monitorovanie aktivity dendritickych buniek pocas
zdpalu (10, 11,12). VyuZiva sa tu oznacenie diagnostickych nanoprotilatok pomoco-
cu radioizotopov a fluorescencie. Nanoprotilatky majd svoju buduicnost pri pouZiti
diagnotickych metdd predovietkym v mikrobioldgii, onkoldgii a imunoldgii. Dalsie ich
vyuZitie je v terapii. Nanoprotilatky inhibujuce vaskularny endotelidlny rastovy faktor
(VEGF) sa vyutzili v lie€be rakoviny (13). Daju sa pouzit na neutralizaciu toxinov Cory-
nebacterium diphteriae (14). Technologicka priprava nanoprotilatok na terapeutické
pouZitie umoznuje viaceré spOsoby aplikacie vcitane intravendznej a subkutannej,
ktoré su jedinymi moznymi spdésobmi podania u konvenénych protilatok, navySe u
nanoprotilatok je mozna aj peroralna aplikacia pre lokalnu lieCbu v ¢reve, inhaldcia
priamo do respiracného traktu a okularna aplikacia (7).

Ciel' prace: predkladame prvu klinickd Studiu o ucinku nanoprotilatok proti IL-
17A/F v lie€be miernej az tazkej psoriazy plakového typu.

Material a metodika

V nasej praci predkladame stru¢né vysledky multicentrickej, randomizovanej, dvo-
jito-zaslepenej, placebom kontrolovanej studie, faze 1 u dospelych pacientov s mier-
nou az tazkou psoriazou plakového type, v ¢asovom obdobi august 2014 — august
2015. Klinicka $tudia sa uskutocnila v 4 $tatoch EU ( SR, CR, Pol'sko, Madarsko). Nano-
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protilatka proti 1I-17A/F sa podévala subkutanne v davkach 30, 60, 120 alebo 240 mg
kazdé 2 tyzdne, po dobu 6 tyZzdrov. Pacienti boli sledovani dalSich 6 tyzdrov.

Inkluzne kritéria zahriiovali chronicku psoriazu plakového typu trvajucu viac ako 6
mesiacov, BSA > 10%, PASI 212, PGA>3.

Medzi exklizne kritéria patrili psoridza indukovana liekmi, klinickd exacerbacia
pocas 4 tyZzdnov pred randomizaciou, predchadzajuca biologicka liecba, liecba imu-
nosupresivnymi liekmi, véitane kortikosteroidov, fototerapia a silné lokalne kortikos-
teroidy.

Zistovala sa bezpecnost liecby, jej tolerovanie, imunogenicita, farmakokinetika
a farmakodynamika a u¢innost nanoprotilatky anti-IL-17A/F.

Do klinickej studie bolo zaradenych 44 pacientov, z toho 38 liecbu ukoncilo. V kli-
nickej studii bolo 35 muZov a 6 Zien, priemerny vek 45,1 roka. Pacienti boli rozdeleni
do 4 skupin (30 mg, n=8), 60 mg (n=8), 120 mg (n=8), 240 mg (n=9) a placebo skupina
(n=8).

Vysledky

Zistili sme rychly nastup ucinku liecby sledovanym liekom, a to uz 8. den po ap-
likovani davky vo vSetkych styroch kohortach. V 43. den (6. tyzder) priemerné PASI
skére dosahovalo 16% z bazalnej hodnoty pri davke 30 mg, 10% pri davke 60 mg, 10%
pri davke 120 mg, 12% pri davke 240 mg vs. 77 % v skupine palcebo. V der 85. (12.
tyzden) Ziaden pacient v skupine placebo neziskal PASI 75, 90 alebo 100. Vo vsetkych
kohortach bol pomer PASI 75, 90, a 100 priamo umerny davke lieku. PASI 75 ziskalo
100% pacientov na ddvke 120 mg a 240 mg. PASI 90 ziskalo 88% na davke 120 mg
a 100% pacientov na davke 240 mg. PASI 100 ziskalo 56% pacientov na davke 240 mg
a 50% pacientov na davke 120 mg (graf. 1). VSetky davky boli dobre tolerované. Nezia-
duce ucinky, ktoré sa vyskytli pocas liecby sledovanym liekom boli mierne a prechod-
né. Incidencia neziaducich ucinkov nebola zavisla na davke. Dvaja pacienti prerusili
liecbu, a to jeden pre lokalnu reakciu v mieste aplikacie subkutannej injekcie a jeden
pre zvySené hepatdlne testy. NajcastejSim neziaducim Gcinkom bolo svrbenie tela (4
pacienti, 12%) a bolest hlavy (3 pacienti, 9%), ostatné neZiaduce Gcinky sa vyskytli len
sporadicky u jedného alebo dvoch pacientov (nazofaryngitida, ospalost, broncitida,
artralgia, etc.) Lokalna tolerancia v mieste aplikacie subkutannej injekcie bola hod-
notena u vsetkych pacientov ako vyhovujuca. Vynimkou bol jeden pacient, ktory pre
silny opuch a zaervenaie v mieste aplikacie injekcie prerusil svoju ucast v klinickej
$tudii. Desat pacientov s aktivnou latkou a jeden s placebom pocitovali minimalnu
bolest v mieste aplikovania lieku. Nezistil sa vztah medzi lokalnou toleranciou a obje-
mom davky lieku. Nezistli sa Ziadne signifikantné zmeny v laboratérnych parametroch,
ani vo vitalnych funkciach, véitane ekg a telesnej hmotnosti.
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Diskusia

Predkladame vysledky prvej klinickej Studie o Uc¢innosti a bezpecnosti nanoprotila-
tok v dermatoldgii. Nanoprotilatky IL17A/F sme pouZili na lie¢bu pacientov s miernou
az tazkou psoriazou plakového typu. Najvyssia davka 240 mg vykazala najvyssi lie-
cebny ucinok; vSetci pacienti ziskali PASI 75 a PASI 90 a 56% pacientov PASI 100 v 85.
den (12 tyzden) liecby. Vysledky sme prezentovali na kongrese Americkej Akadémie
Dermatoldgie v roku 2017 (15) a publikovali v JAAD v roku 2019 (16).

Lie¢ba protilatkami proti IL-17 A/F vykazala vy$sie zlepSenie PASI skére v porov-
nani s literdrnymi udajmi inych antagonistov IL-17 secukinumabom, ixekizumabom
a brodalumabom. U tychto monoklonalnych protildtok PASI 75 dosiahlo 77-90% pa-
cientov, PASI 90 zistili u 54-71% pacientov a PASI 100 u 40- 44% pacientov (17, 18, 19).
Bimekizumab a NI-1401 su biSpecifické monoklonalne protilatky proti IL-17F a IL-17A
dosiahli PASI 100 priblizne u 87% pacientov, ktorych liecili najvysSou davkou na 8.
tyzden liecby (20) . V nasej klinickej Studii sme zaznamenali podobnu incidenciu neZia-
ducich Ucinkov u pacientov lie¢enych s nanoprotilatkami proti IL-17A/F ako u skupiny
pacientov lieCenych placebom, pricom najcastejSie neZiaduce ucinky boli podobné
ako u ostatnych antagonistov IL-17 v lieCbe psoriazy (17, 18, 19). Vyssi podiel ucinnosti
nanoprotilatok proti IL17 A/F zavisi od SirSieho zdsahu nanoprotilatky proti IL-17 A/F,
pretoZe blokuji IL-17A a IL-17F, ¢im zabezpecuju vy$siu protizapalovu Géinnost ako
blokovanie len samotného IL-17A. Tato formula ma navyse trivalentni Géinnost, na-
kolko neutralizuje homodiméry IL-17A, IL-17F a tiez heterodimér IL-17A/F. Albumin,
ktory predlZuje polcas Zivota nanoprotilatok prispieva k lepsej ucinnosti lieku ako aj
mala velkost molekuly (40kDa), ktord ma potencialne lepsiu penetraciu do chorého
takniva ako konvenéné monoklonalne protilatky, pouZivané v liecbe psoriazy.

Zaver

Nanotechnoldgie v medicine uz zaujali svoje stale miesto a posuvaju Uroven nasho
poznania na vyssi stupen. Nanoprotilatky proti IL17A/F st prvymi nanoprotilatkami
pouzitymi v dermatoldgii a vykazali vyborny liecebny ucinok a bezpecnostny profil
v liecbe miernej az tazkej psoriazy plakového typu. Ich fyzikalne vlastnosti umoziiuju
dobry prienik do chorého tkaniva a rychly nastup ucinku.
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Obrdazok ¢. 1 — Klasicka protilatka a nanoprotilatka

A Klasicka protilatka obsahuje lahké aj tazké retazce.
B nanoprotilatka je odvodend od tazkého retazca protilatky pochadzajicej od ¢elade
tavovité Camelidae.
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Graf ¢. 1 — Pomer pacientov s PASI 75, 90 a 100 v 85.den (tyZzden 12)
pri réznych davkach nanoprotilatky proti IL-17A/F.

20



Zbornik recenzovanych prispevkov

PSORIAZA AKO AUTOZAPALOVA CHOROBA

Javor J., Buc M., Bucova M.
Imunologicky ustav, Lekdrska fakulta Univerzity Komenského v Bratislave

Suhrn

Deregulovany zapalovy proces zohrdva vyznamnu Ulohu pri rozvoji chronickej pla-
kovej psoriazy a je hlavhym patogenetickym mechanizmom pri vzniku zriedkavych
pustularnych foriem choroby. Kftd¢ovymi hra¢mi v tomto procese su aj cytokiny IL-1,
IL-6, TNF, I1L-12/23, IL-17A a najma IL-36. Pri¢inou ich nadmernej aktivity alebo tvorby
moZu byt u niektorych pacientov s generalizovanou alebo lokalizovanou pustuldrnou
psoriazou mutacie v génoch, ktoré koduju molekuly podielajlce sa na inhibicii péso-
benia IL-36 (IL-36Ra) alebo na vnutrobunkovej zapalovej signalizacii (CARD14, AP1S3).
Poznatky o patologickej ulohe zapalovych cytokinov pri vzniku pustularnych foriem
psoriazy nasli svoje uplatnenie aj v biologickej liecbe pomocou monoklonovych pro-
tilatok, ktoré neutralizuju pdsobenie 1L-12/23, IL-17A, TNF ¢i IL-1B. Ako nadejné sa
ukazuju aj monoklonové protilatky proti receptoru pre interleukin 36, ktoré uz maju
uspesne za sebou prvu fazu klinickych skisok a momentalne sa testuje ich dlhodoba
udinnost, bezpecnost a tolerovatelnost.

Klacové slova: autozapalova choroba, biologicka liecba, interleukin 36, monoklo-
nové protilatky, pustularna psoriaza, spesolimab

Summary

The dysregulated inflammatory process plays an important role in the develop-
ment of chronic plaque psoriasis and is a major pathogenetic mechanism behind rare
pustular forms of the disease. The key players in this process include cytokines IL-15,
IL-6, TNF, 1L-12/23, IL-17A and especially IL-36. In some patients with generalized or
localized pustular psoriasis, mutations in genes that encode molecules involved in
inhibiting IL-36 (IL-36Ra) or intracellular inflammatory signaling (CARD14, AP1S3) may
be the cause of excessive cytokine activity or production. Knowledge of the patholo-
gical role of inflammatory cytokines in the development of pustular forms of psoriasis
has also found its application in biological therapy with monoclonal antibodies that
neutralize the action of IL-12/23, IL-17A, TNF or IL-1B. Other promising agents include
monoclonal antibodies against the interleukin 36 receptor, which have already suc-
cessfully completed the first phase of clinical trials and are currently being tested for
their long-term efficacy, safety and tolerability.

Key words: autoinflammatory disease, biological therapy, interleukin 36, monoc-
lonal antibodies, pustular psoriasis, spesolimab
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Uvod

Autoimunitné choroby su prototypom patologickych stavov, pri ktorych imunitny
systém pacienta cielene napdda vlastné tkaniva v dosledku straty schopnosti buniek
adaptivnej zlozky imunity tolerovat vlastné antigény. V poslednych rokoch sa postup-
ne rozsiruju nase poznatky aj o dalSej skupine imunitne podmienenych choréb s pri-
vlastkom ,auto”. Tieto tzv. autozapalové choroby sa liSia od autoimunitnych tym, ze
rozhodujucu ulohu v ich patogenéze zohrdvaju mechanizmy prirodzenej imunity v po-
dobe abnormalnej aktivécie zapalového procesu bez pritomnosti zjavného spustaca,
akym je napr. infekcia. Hranica medzi oboma skupinami chorob vsak nie je ani zdaleka
jednoznacna a v mnohych pripadoch sa na vzniku konkrétnej choroby podielaju au-
toimunitné aj autozapalové mechanizmy spoloc¢ne.! Jednym z prikladov takychto pa-
tologickych stavov je aj psoridza, ¢o je chronickd zapalova choroba koZe vyznacujuca
sa abnormalnou diferencidciou a proliferaciou keratinocytov a infiltraciou postihnutej
koZe r6znymi populdciami leukocytov v dosledku aktivacie mechanizmov adaptivnej
a prirodzenej imunity.? Psoridza je vo svojej podstate heterogénna skupina patologic-
kych stavov, u ktorych sa podiel autoimunitnych a autozdpalovych procesov na ich
rozvoji lisi v zavislosti od klinického podtypu choroby.'* NajéastejSou formou choroby
je chronicka plakova psoriaza (psoriasis vulgaris — PV), ktord postihuje priblizne 2
— 4 % kaukazoidnej populdcie a prejavuje sa tvorbou charakteristickych vyvysenych
a dobre ohranicenych lozisk zapdlenej koze so striebristym oSupovanim. V patogené-
ze tejto formy psoridzy dominuje autoimunitny proces vznikajuci na podklade kom-
plexnej interakcie mnozstva genetickych a environmentalnych faktorov. Rozpoznanie
autoantigénov exprimovanych najma na keratinocytoch a nasledna aktivacia autore-
aktivnych T-lymfocytov (Th17, Th22, Th1, Tc), ale aj prirodzenych lymfoidnych buniek
(ILC), NKT-lymfocytov a dalSich buniek imunitného systému vedu k tvorbe viacerych
cytokinov, ktoré pdsobia priamo na keratinocyty a zodpovedaju za vznik zapalu a cha-
rakteristickych zmien v epidermis a dermis.*®* Poznatky o rozhodujtcej tlohe imunit-
ného systému pri rozvoji plakovej psoriazy nasli svoje uplatnenie aj v liecbe, pretoze
jej neoddelitelnou sucastou sa stali biologické lie¢iva (monoklonové protilatky a fuzne
proteiny) neutralizujice p6sobenie kli¢ovych cytokinov IL-12/23, TNF a IL-17A.* Na
opacnom konci psoriatického spektra sa nachadza pustularna psoriaza (PP) a jej sub-
typy, ktoré sa v mnohych ohladoch vyrazne liSia od klasickej plakovej psoriazy.®

Klasifikacia a zakladné prejavy subtypov pustuldrnej psoriazy

Klinicky najzavaznejSou formou psoridzy je generalizovana pustularna psoriaza
(GPP), o je vzacna multisystémova choroba charakterizovana tvorbou sterilnych sub-
kornealnych pustul na erytematéznom podklade, ktoré postihuju rozsiahle plochy
koZe.”™® Prevalencia GPP v kaukazoidnych populaciich je priblizne 1 aZ 2 pacientov
na milion obyvatelov, priCom o nieco CastejSie sa vyskytuje u Zien ako u muzov.>”*°
U dvoch tretin pacientov sa stretdvame s akdtnym rekurentnym priebehom charak-
terizovanym nahlym vznikom erytematdznych plakov s difuznym vysevom pluzgierov
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velkosti Spendlikove] hlavicky, ktoré mozu splyvat do rozsiahlych, hnisom vyplnenych
loZisk, oznacovanych aj ako ,jazera hnisu”. Postihnuté mézu byt aj nechty, jazyk a sliz-
nica oci a Ust.>''? Pri tomto subtype GPP, zndmom aj ako von Zumbuschova choroba,
je postihnuta koZa citlivd aZ bolestiva na dotyk a kozné prejavy byvaju sprevadzané
systémovymi prejavmi zapalu, ako je vysoka horacka, triaska, bolest hlavy, schvate-
nost, nauzea a nechutenstvo.'? V najtazsich pripadoch sa mézu objavit aj Zivot ohro-
zujuce infekéné, zapalové, metabolické, hemodynamické a termoregulacné poruchy a
komplikacie v dosledku narusenia epidermovej bariéry, ako napr. sepsa, akutne renal-
ne zlyhanie, akutne kongestivne zlyhanie srdca ¢i syndrom akutnej respiracnej tiesne.
K dals$im prejavom a komplikaciam patria artralgia, myalgia, intersticidlna pneumoni-
tida, uveitida, tetania, delirium, priznaky podrazdenia traviaceho traktu a cholestatic-
ka Zltacka v dosledku neutrofilovej cholangitidy.>”*1112 Akatna GPP vznika prevaine
v 3. az 5. dekdde Zivota, ale mozZe sa objavit aj v detskom ¢i dokonca dojéenskom
veku.>*1013 Jyvenilné GPP mava Casto miernejsi priebeh so spontdannym odznenim
prejavov, dlhodobou remisiou a prejavmi pripominajucimi anuldrnu GPP, Co je su-
bakutna forma choroby charakterizovana chybajucimi alebo len miernymi systémo-
vymi prejavmi zapalu a progredujldcimi erytematdznymi loziskami s tvorbou pustul
na ich okrajoch.>*2 Akutny priebeh so systémovymi prejavmi ma aj GPP vznikajuca
pocas tehotenstva, zndma aj pod nazvom impetigo herpetiformis (IH), ktora sa spaja
so zvysenym rizikom insuficiencie placenty, pred¢asného porodu, potratu ¢i fetdlnych
abnormalit. Lokalizované formy pustularnej psoridzy zahfiaju palmoplantdrnu pus-
tuldrnu psoridzu (PPP) charakterizovanu vysevom pustul na dlaniach a chodidlach,
a acrodermatitis continua (AC), Co je extrémne vzacna forma choroby vyznacujlca
sa tvorbou pustul na prstoch rik a néh a na nechtovych 16zkach.”415

V histopatologickom obraze GPP a lokalizovanych foriem pustuldrnej psoridzy
dominuju zndmky intenzivnej zapalovej odpovede s vyraznou infiltraciou papildrnej
dermy a epidermy neutrofilmi, ktoré vytvaraju charakteristické subkornealne spon-
giformné (Kogojove) pustuly. Pritomné byvaju aj Munroove mikroabscesy, papilarny
a epidermovy edém, hyperplazia suprapapildrnych kapildr, perivaskularna infiltracia
dermy mononuklearnymi leukocytmi a znamky abnormalnej proliferacie a diferencia-
cie keratinocytov, ako je akantdza, hyperkeratéza, parakeratéza a redukcia stratum
granulosum. U PPP zvy¢ajne pozorujeme pritomnost eozinofilov a mastocytov vo vr-
chnej ¢asti dermy.”**?V laboratérnom obraze GPP mozno pozorovat znamky systémo-
vého zdpalu, ako je zvysena sedimentdcia erytrocyov, zvysené hladiny C-reaktivneho
proteinu a leukocytdza s neutrofiliou, dalej hypoalbuminémiu, hypokalciémiu ¢i hypo-
fosfatémiu, pripadne aj abnormalne vysledky peceniovych a renalnych testov a zmeny
v lipidovom profile.”*?

Etiopatogenéza pustuldrnej psoriazy
Etiopatogenéza pustuldrnej psoridazy zostdva aj napriek znacnym pokrokom do-

siahnutym v poslednej dekade stale nedostatocne objasnena. Priblizne v polovici pri-
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padov GPP a AC a u menej ako patiny pacientov s PPP sa stretdvame aj s prejavmi
chronickej plakovej psoridzy, ¢o naznacuje, Ze niektoré imunopatogenetické mecha-
idiopaticka, u niektorych pacientov je viak mozné vystopovat faktory, ktoré spustaju
ataky choroby alebo exacerbuju jej priebeh. Tieto zahffiaju virusové, baktériové a my-
kotické infekcie (cytomegalovirus, Epstein-Barr virus, varicella-zoster virus, strepto-
koky), lieky (aspirin, sulfénamidy, litium, propranolol, ramipril, amoxycilin, penicilin,
fenylbutazoén, terbinafin, interferén-alfa, morfin a iné), vakciny (BCG, HIN1), psycho-
emocny stres, UV-Ziarenie, menstruaciu, hormondlne a iné zmeny pocas tehotenstva
a hypokalciémiu. Z terapeutického hladiska je tiez zaujimava spojitost medzi vznikom
akdtnej GPP a nahlym ukoncéenim systémovej lieCby kortikosteroidmi alebo cyklo-
sporinom ¢i paradoxny vplyv inhibitorov TNF a ustekinumabu na indukciu choroby
u niektorych pacientov.>”9121¢ K faktorom, ktoré zvysuju riziko vzniku PPP, zaraduje-
me fajcenie, Zenské pohlavie, mechanicku traumu, stres, precitlivenost na kovy (nikel,
kobalt), infekcie (tonzilitida, gingivitida, periodontitida, sinusitida) a niektoré lieky,
vratane paradoxného vplyvu inhibitorov TNF.”*® Na vzniku AC sa zase podielaju lokali-
zované traumy a infekcie distalnych ¢lankov prstov.”

Podobne ako pri chronickej plakovej psoriaze aj pri GPP sa da pozorovat zvysena
expresia cytokinov IL-1pB, IL-17, IL-23, TNF, IL-8, IL-36 a IFN-y, pricom u druhej meno-
vanej formy choroby je zjavna vyraznejSia uloha mechanizmov prirodzenej imunity
sprostredkovanych cytokinmi IL-1B a IL-36.25Y7 V imunopatogenéze GPP, ale aj lokal-
nych foriem pustuldrnej psoridzy, zohrdva rozhodujicu ulohu autozapalovy proces s
abnormalnou aktivaciou pro-zapalovych signalizac¢nych kaskad.' Dnes je uz jasné, ze
kld€ovymi hraémi pri vzniku choroby si samotné keratinocyty. Hoci ich primarnou
funkciou je vytvarat mechanickd bariéru proti agensom z vonkajsieho prostredia, o ni¢
mensi vyznam nema ani ich Uloha pri obrannych reakciach prirodzenej imunity a roz-
voji zapalu. Pre tieto Ucely keratinocyty exprimuju viaceré vzorkové receptory, ktoré
dokazu zachytit pritomnost ligandov pochéadzajtcich z patogénnych mikroorganizmov
a poskodenych buniek, ako aj receptory pre cytokiny produkované bunkami imunit-
ného systému (napr. IL-1B, IL-17, IL-22, TNF, IFN-y, a pod.).®® Vysledkom stimulacie
vzorkovych a cytokinovych receptorov je okrem indukcie tvorby antimikrobidlnych
peptidov (katelicidinov, B-defenzinov, S100 proteinov) aj aktivacia signalizacnych drah
zodpovednych za indukciu tvorby pro-zapalovych cytokinov a chemokinov (IL-18, IL-6,
TNF, IL-36, IL-8, CXCL1, CXCL2, CXCL10, CCL2, CCL20). Tieto su potrebné pre spustenie
a udrziavanie lokalnej (a pripadne i systémovej) zapalovej reakcie a prisun leukocytov
do postihnutého loZiska.?*®

Jednymi z klucovych cytokinov produkovanych keratinocytmi, fibroblastmi, en-
dotelovymi bunkami, makrofagmi, lymfocytmi, Langerhansovymi bunkami a dendri-
tovymi bunkami v koZi v odpovedi na r6zne exo- aj endogénne stresové a zdpalové
signaly su interleukiny 36 (IL-36a, IL-36B a IL-36y). Vsetky tri formy IL-36 su ¢lenmi
IL-1 cytokinovej rodiny a podobne ako jej najzndmejsi ¢len IL-1B sa syntetizuju ako
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prekurzorové proteiny s minimalnou funkénou aktivitou, ktoré sa na svoju premenu
na plne aktivnu biologicku formu musia rozstiepit posobenim $pecifickych proteaz.>*
V pripade IL-36 sa tak deje v extraceluldrnom priestore posobenim proteaz produko-
vanych neutrofilmi (elastaza, proteaza, katepsin S a G) alebo samotnymi keratinocyt-
mi (katepsin S). Aktivne formy IL-36 sa nasledne viazu na receptor IL-36R (IL-1Rrp2)
v membréanach tercovych buniek, pricom mézu pdsobit autokrinne (na keratinocyty,
ktoré ich vytvorili) a parakrinne (na iné keratinocyty, makrofagy a dendritové bunky
v okoli).*® Vazba IL-36 na ich receptor vedie k jeho heterodimerizacii s akcesérnym
proteinom receptora pre IL-1 (IL-1RAcP) a k naslednej indukcii Specifickych vnutro-
bunkovych signalizacnych drah sprostredkovanych NF-kB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) a MAPK (mitogen-activated protein kinase). Tie-
to su priamo zodpovedné za indukciu expresie génov pre viaceré zdpalové cytokiny,
chemokiny a rastové faktory.21*2! Pod ich vplyvom, ako aj pod vplyvom samotného
IL-36, migruju do loZiska neutrofily, monocyty, dendritové bunky a lymfocyty a do-
chadza k ich aktivacii. Neutrofily zodpovedaju za vznik mikroabscesov, pustul a tvorbu
IL-17A, zatial ¢co makrofagy a dendritové bunky tvoria cytokiny (IL-1B, TNF, IL-6, IL-
36) a chemokiny, ktoré sa podielaju na dalSej amplifikacii zdpalového procesu. Na
nom sa do urcitej miery zucastnuju aj aktivované pomocné T lymfocyty (Th17, Th22,
Th1), y& T-lymfocyty a prirodzené lymfoidné bunky (ILC3), ktoré vznikaju pod vplyvom
IL-12, IL-23, IL-1f a IL-36 tvorenych aktivovanymi dendritovymi bunkami, makrofag-
mi a keratinocytmi. Cytokiny IL-17A, IL-22 a IFN-y sa ako produkty aktivovanych T,
ILC-buniek, neutrofilov a mastocytov nasledne viazu na svoje receptory v membrane
keratinocytov a spolu s IL-36 navodzuju ich nadmernu proliferaciu, abnormalnu di-
ferenciaciu a dalsiu tvorbu zapalovych cytokinov, vratane samotného IL-36, ¢im sa
vytvara akysi bludny kruh.25%2223 VVazba IL-36 na svoje receptory na endotelovych
bunkach a fibroblastoch tiez prispieva k angiogenéze a transmigracii leukocytov do
postihnutej koZe.? Pésobenie IL-36 je regulované dalsimi dvoma ¢lenmi IL-1 rodiny,
ktori sa dokazu viazat na rovnaky receptor IL-36R, a to prirodzenym antagonistom IL-
36Ra a IL-38. Ich vdzba na IL-36R vedie k potla¢eniu horeuvedenych pro-zapalovych
signalizacnych drah. Bez dostatocného protizapalového pbsobenia IL-36Ra alebo pri
poruchach reguldcie vnutrobunkovych signaliza¢nych drah sa cytokiny IL-36 vymykaju
spod kontroly a ich schopnost zvy$ovat tvorbu zapalovych cytokinov sa stava hlavnym
mechanizmom zodpovednym za vznik GPP a inych foriem pustuldrnej psoriazy.?
Vyznamnu ulohu pri vzniku abnormalit v signalizacii sprostredkovanej IL-36 a tak aj
pri vzniku pustuldrnej psoriazy zohrdvaju urcité genetické faktory, pricom ich identitu
sa Ciasto¢ne podarilo odhalit az v poslednom desatroé¢i. Nadmerna a nekontrolova-
na aktivita IL-36 sa u 21 — 82 % pacientov s familidrnou aj sporadickou GPP spdja
s tzv. loss-of-function mutdciami v géne IL36RN pre prirodzeného antagonistu re-
najma v kdédujucich oblastiach génu a vedu k Ciastocnej (hypomorfné mutacie) ale-
bo uUplnej (amorfné mutacie) strate tvorby alebo funkcie IL-36Ra. V désledku toho
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dochadza k nedostatocnej reguldcii signalizacie sprostredkovanej IL-36 a ndslednej
zvysenej tvorbe pro-zapalovych cytokinov a chemokinov v keratinocytoch a makro-
fagoch.'+?#?7 Dedi¢nost choroby je autozomovo-recesivna, pricom u vacsiny pacien-
tov sa stretdvame s homozygotnymi mutdciami (t. j. rovnakymi mutdciami na oboch
chromozémoch). Za mensiu ¢ast pripadov zodpovedaju tzv. zlozené heterozygotné
mutacie, kedy postihnuty jedinec ma na kazdom z paru chromozémov ini mutaciu.?
GPP spdsobenu genetickymi defektami IL36RN s jasnou monogénovou dedi¢nostou
oznacujeme ako syndrém DITRA (deficiency of interleukin-36 receptor antagonist),
ktory podla najnovsej klasifikacie 1UIS zaradujeme medzi tzv. autozapalové choroby.*
V niektorych pripadoch sa podarilo identifikovat aj pacientov s mutdciou /L36RN len
na jednom chromozdéme, ale aj zdravych jedincov s homozygotnymi i zlozenymi he-
terozygotnymi mutaciami. To naznacuje, Zze choroba moze mat aj oligogénovy zaklad
(t. j. pacienti budd mat eSte dalSiu mutaciu v inom géne alebo génoch), pripadne
budu k jej vzniku potrebné aj epigenetické a environmentalne faktory.201273! Gene-
ticky podmienena deficiencia IL-36Ra sa spaja so signifikantne skorsim nastupom GPP
(niekedy uz v rannom detstve a adolescencii), pritom sa da pozorovat tzv. efekt davky,
t. j. homozygoti a zloZeni heterozygoti zvacsa vyvijaju chorobu skér ako heterozygoti
a ti zase skor ako pacienti bez mutacii v IL36RN.%'%?7 Hoci sa s mutaciami v IL36RN
najcastejSie stretdvame u pacientov s GPP, postupne pribldaju aj poznatky o ich tUlohe
pri vzniku lokalizovanych foriem pustularnej psoridzy, najma AC.2011.27

U pacientov s GPP sa CastejSie ako v beznej populdcii vyskytuju aj heterozygotné
mutdcie v géne CARD14, ktory kéduje molekulu caspase recruitment domain-contai-
ning protein 14. CARD14 patri do rodiny proteinov pésobiacich ako akési molekulové
»lesenia” potrebné pre zostavovanie cytoplazmovych multiproteinovych komplexov,
ktoré su sucastou vnatrobunkovych signalizaénych kaskad. Komplex vznikajuci za po-
moci CARD14 po6sobi v keratinocytoch ako pozitivny regulator apoptdzy a pro-zépa-
lovej signalizacie sprostredkovanej NF-kB.° Gain-of-function (hypermorfné) mutacie
v CARD14 géne spOsobuju abnormalne zvysenu aktivitu CARD14 a teda aj nadmernu
aktivitu NF-kB v keratinocytoch. KedZe tento transkripény faktor sa podiela na ex-
presii viacerych zapalovych cytokinov a chemokinov (vratane TNF, IL-36 a IL-8) ako
aj moduldcii diferenciacie a proliferacie keratinocytov, geneticky podmienend poru-
cha posobenia CARD14 takto vedie k indukcii zapalovej reakcie a dalSich patologic-
kych zmien pozorovanych pri GPP.>%% Deficienciu CARD14 tieZ zaradujeme medzi mo-
nogénové autozdpalové choroby a oznacujeme nazvom CAMPS (CARD14-mediated
psoriasis).>° Okrem generalizovanej formy choroby sa méZzeme s mutaciami v CARD14
stretnut aj u niektorych pacientov s PPP a pityriasis rubra pilaris, ale aj u zriedkavej
formy plakovej psoridzy s autozémovo-dominantnou formou dedi¢nosti.!* Treti gén,
pri ktorom sa nasli mutdcie spajajuce sa so vznikom GPP, AC a PPP, je AP1S3. Kéduje
adaptorovy protein AP-1 complex subunit s1C, ktory je sic¢astou komplexu podielaju-
ceho sa v keratinocytoch na cytoplazmovom transporte proteinov z Golgiho aparatu
do endozdmov. Loss-of-function mutacie v AP153 vedu k abnormalitdm v transporte
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vzorkového receptoru TLR3, porucham autofagocytdzy a zvySenej aktivacii NF-kB a
transkripcii génu pre IL-36a.1323% Nedavne pomerne rozsiahle stidie ukazali, Ze cel-
kovy vplyv AP153 a CARD14 mutdcii na vznik GPP je v porovnani s IL36RN mutaciami
menej vyznamny.10?

Biologicka liecba pustuldrnej psoriazy

Liecbu pustularnych foriem psoriazy stazuju naSe pretrvavajlice medzery v poznat-
koch o ich etioldgii a imunopatogenéze a najma nedostatok kvalitnych objektivnych
udajov tykajucich sa ucinnosti jednotlivych preparatov. Volba lieCcebného postupu by
mala kazdopadne reflektovat stuperi zavaznosti choroby a pritomnost pripadnych
komplikacii. V liecbe akutnej GPP sa ako pripravky prvej linie uplatriuju retinoid acit-
retin, cyklosporin A, metotrexat a inhibitor TNF infliximab.”3* Naopak, pouZitie systé-
movych kortikosteroidov sa z dovodu rizika exacerbacie choroby pri ich vysadeni prilis
neodporuca. Ako druholiniové lie€iva pripadaju do uvahy adalimumab, etanercept
a lokalne kortikosteroidy, retinoidy, tacrolimus a PUVA fototerapia.”®3* Liecba GPP
v detskom veku sa podoba tej u dospelych pacientov, pricom ako lie€iva prvej linie
figuruju acitretin, cyklosporin A, metotrexat a etanercept. V druhej linii do Gvahy pri-
padaju adalimumab, infliximab a UVB fototerapia.”® KedZe pri rozvoji choroby zohra-
vaju centralnu Ulohu narusené mechanizmy prirodzenej imunity s nadmernou aktiva-
ciou zapalovej kaskady, v off-label liecbe GPP sa pouZzivaju aj dalSie biologické lieciva
posobiace proti zapalovym cytokinom IL-1B (anakinra, canakinumab, gevokizumab),
IL-6 (tocilizumab), IL-17A/IL-17RA (secukinumab, ixekizumab, brodalumab) a IL-12/23
(ustekinumab).”® Nedavne Studie, ktoré analyzovali dostupnu literatiru o cielenej
biologickej liebe GPP a vyhodnocovali jej uc¢innost ukazali, Ze biologické preparaty sa
mézu skutoéne efektivne pouzivat v liecbe GPP v dospelom veku® aj u deti s DITRA.%
Je zaujimavé, Ze v oboch vekovych skupindch sa ako najucinnejsie javili monoklonové
protilatky anti-IL-12/23 a anti-IL-17, kym naopak inhibitory IL-1 sa ukazovali ako me-
nej efektivne.>?® V liecbe impetigo herpetiformis sa najcastejsie pouZzivaju systémové
kortikosteroidy, cyklosporin A a infliximab spolu s lokdlnymi kortikosteroidmi a reti-
noidom kalcipotriénom. Po p6rode prichadza do Gvahy aj UVB a PUVA fototerapia.”®

V lieCbe lokalnych foriem pustuldrnej psoridzy su k dispozicii lokalne kortikostero-
idy, pripadne kalcipotrién ¢i kalcipotriol, tacrolimus, PUVA fototerapia a fotodynamic-
ka lie¢ba. V pripade, ak neddjde k remisii choroby, treba pristupit k systémovej liecbe
acitretinom, cyklosporinom, blokatormi TNF alebo ustekinumabom. Dal3ie systémové
lieciva potencidlne pouzitelné u pacientov s PPP zahfiaju inhibitory IL-17, IL-6 a IL-1[,
kym v pripade AC zase pripadaju do uvahy kortikosteroidy, metotrexat a rozne typy
fototerapie.”?

Vzhladom na svoju kltucovu dlohu pri indukcii patologickych zmien pri pustularnej
psoriaze sa stali IL-36, resp. ich receptor IL-36R atraktivnymi ter¢mi pre biologicku
lieCbu monoklonovymi protilatkami.2 Prvé fazy klinickych skidsok s dvoma takymito
preparatmi uz priniesli slubné vysledky. Spesolimab (Bl 655130) je humanizovana
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monoklonova protilatka proti IL-36R, ktora sa v klinickej studii fazy 1 na overenie kon-
ceptu aplikovala intravendzne 7 pacientom s GPP v jedinej davke 10 mg/kg.* Zavai-
nost choroby (tvorba pustul, erytému a oSupovanie |ézii) sa na zaciatku $tadie u kaz-
dého z pacientov kvantifikovala pomocou tzv. Generalized Pustular Psoriasis Physician
Global Assessment (GPPGA) skdre v stupnici od 0 do 4, pricom priemerné skore u pa-
cientov bolo 3 (stredne zdvazna choroba). Po prvom tyZdni od podania monoklonove;j
protilatky dosiahlo skére 0 alebo 1 (Cista alebo takmer Cista koZza) pat pacientov a po
4 tyzdnoch vsetci siedmi. Pacienti sa hodnotili aj pomocou Generalized Pustular Pso-
riasis Area and Severity Index (GPPASI) skdre v stupnici od 0 po 72, pricom do konca
prvého tyzdna doslo k jeho zlepSeniu v priemere 0 59 % a po 4 tyZzdrioch o 80 %. Efekt
lieCby pretrvaval aj po 20 tyZzdnoch, pricom nezavisel od pritomnosti mutdcii v IL36RN.
U Ziadneho z pacientov sa neobjavili zdvaznejsSie vedlajsie Ucinky lie¢by.*® Spesolimab
sa ako perspektivny preparat pre liecbu GPP momentalne testuje v multicentrickej,
dvojito zaslepenej, randomizovanej, placebom kontrolovanej studii fazy 2, ktora vy-
hodnocuje G¢innost, bezpecénost a tolerovatelnost jednorazovej intravendznej davky
lieCiva u pacientov s GPP*¢ a v open-label, nerandomizovanej studii fazy 3 vyhodnocu-
jucej jeho dlhodobu bezpecnost a Géinnost prii.v./s.c. aplikacii kazdych 6 resp. 12 tyz-
driov.¥” Daldou moznou indikaciou pre spesolimab je PPP; momentélne prebieha mul-
ticentrickd, dvojito zaslepena, randomizovana, placebom kontrolovana Studia fazy 2b,
ktorej cielom je vyhodnotit Gcinnost a bezpeénost pri roznych subkutannych davkach
lieciva.*® ANBO19 je dalsia humanizovand monoklonova protildtka proti IL-36R, ktorej
ucinnost a bezpecnost pri subkutannej aplikacii kazdé 4 tyzdne sa aktudlne testuje v
dvoch $tadiach s pacientami s GPP,* resp. PPP.4° Dal$im sp&sobom inhibicie IL-36 by
mohlo byt pouZitie nizkomolekulovych inhibitorov neutrofilovych a keratinocytovych
proteaz (katepsinov S a G, elastazy, proteinazy 3), ktoré su potrebné na premenu IL-36
na jeho bioaktivne formy. Vo faze predklinickych skisok sa ako sflubné ukazali viace-
ré takéto latky, ktoré by perspektivne pripadali do Uvahy ako lokdlne preparaty pre
liecbu lokalizovanych foriem PP ¢i plakovej psoridzy, pri ktorej su hladiny IL-36 tiez
zvysené a podielaju sa na rozvoji zapalového procesu.t*!

Zaver

Zapalovy proces, ktory sa vymkol spod kontroly, zohrdva vyznamnu dlohu pri roz-
voji chronickej plakovej psoridzy a je dokonca hlavnym patogenetickym mechanizmom
pri vzniku pustularnych foriem choroby. Poznatky o ulohe zdpalovych cytokinov v tom-
to procese nasli svoje uplatnenie aj v biologickej lie¢be tychto zriedkavych podtypov
psoridzy, pricom ako najucinnejsie sa ukazuju monoklonové protilatky neutralizujuce
pbsobenie cytokinov IL-12/1L-23, IL-17A a TNF. Identifikacia IL-36 a geneticky podmie-
nenej deficiencie receptorového antagonistu IL-36Ra ako klu¢ovych faktorov pri rozvoji
pustuldrnych foriem psoriazy viedla k vyvoju novych biologik a nizkomolekulovych pre-
paratov, ktoré by sa v pripade Uspesného absolvovania klinickych skusok mohli v na-
sledujucich rokoch stat zakladom novej cielenej lie¢by pustularnych foriem psoriazy.
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BIOLOGICKA LIECBA SYSTEMOVEHO LUPUS ERYTHEMATOSUS

Kluckova Kristina
Imunologicky ustav LF UK, Bratislava

Abstrakt

Systémovy lupus erythematosus (SLE) je chronickd autoimunitna choroba, charak-
terizovana dysregulaciou imunity a stratou tolerancie k autoantigénom. Doterajsia
liecba viedla k vyraznému zlepSeniu prezivania pacientov aj k zlepseniu kvality Zivota,
avsak pouzivanie liekov je spojené s vysokou toxicitou a mnozstvom neziaducich ucin-
kov. Je snaha o pouzivanie lieciv, ktoré maju selektivny mechanizmus téinku. Clanok
prindsa prehlad doteraz ukoncenych a vyhodnotenych studii s réznymi biologickymi
lieCivami, ktoré ovplyviuju patofyzioldgiu choroby. Jedinym schvalenym biologickym
liekom je od r. 1955 belimumab. Zda sa, Ze niektoré biologika su Ucinné u Uzkej sku-
piny pacientov s presne definovanymi klinickymi a imunologickymi kritériami. Pocet
klinickych studii na lieCbu SLE sa zvySuje a tym rastie predpoklad, Ze vyskum autoimu-
nitnych choréb nakoniec povedie k efektivnej liecbe SLE.

Klacové slova: autoprotilatky, B-lymfocyty, belimumab, systémovy lupus erythe-
matosus

Summary

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease, which is
characterized by immune dysregulation and the loss of tolerance to autoantigens.
Advances in treatment over the last decades, have improved life expectancy of SLE
sufferers. Unfortunately, in many cases effective management of SLE is still related to
severe drug-induced toxicity and adverse events. There is a need for implementation
of drugs with a better and selective mode of action. This article reviews the current
biological therapies being tested in the treatment of SLE. A range of different biologic
agents have been proposed and subjected to clinical trials. Belimumab is the only
targeted therapy approved for the treatment of SLE since 1955. To the best of the cur-
rent knowledge, some biotherapies can at most be used in narrow subsets of patients
in terms of clinical and immunological features. There has been a significant increase
in the number of clinical trials conducted using innovative methods of treatment in
patients with SLE in recent years. It remains to be hoped that the extremely dynamic
development of research in autoimmune diseases will finally allow an effective tre-
atment of SLE.

Key words: systemic lupus erythematosus, autoantibodies, biological treatment,
B-lymphocytes
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1. Uvod

Systémovy lupus erythematosus (SLE) je chronickd autoimunitna choroba, cha-
rakterizovana produkciou viacerych autoprotilatok, depoziciou imunokomplexov a
poskodenim organov ako su obli¢ky, koza, srdce, plica, CNS, kiby a aj bunky hema-
topoézy. Poskodenie je spdsobené dysregulaciou imunity a stratou tolerancie k telu
vlastnym antigénom. Terajsie liecebné rezimy viedli k zlepSeniu preZivania pacientov
so SLE, ale ich pouzivanie je spojené s vysokou toxicitou a mnozstvom neziaducich
ucinkov. Vyskum v oblasti SLE vedie k lepSiemu pochopeniu patofyzioldgie vzniku tejto
choroby a tym k zavadzaniu novych cielenych liekov. Je snaha o pouzivanie lieciv, ktoré
maju selektivny mechanizmus ucinku, a tym menej neziaducich ucinkov.

2. Biologické lieciva ovplyviujuce B-lymfocyty

Zvysena aktivita B-lymfocytov sa dokazala tak na zvieracich modeloch ako aj u ludi
(1, 2). SLE je charakterizovany abnormalnou aktivaciou a diferenciaciou B-buniek, ta-
kisto je znizena eliminacia autoreaktivnych B-lymfocytov (3). Tato zvySena aktivacia
vedie k polyklonovej hypergamaglobulinémii a produkcii autoprotilatok, ktoré péso-
bia proti nerozpustnym (histdny, nativna DNA) aj solubilnym nukledrnym antigénom.
Uloha B-lymfocytov pri SLE nie je len produkcia autoprotilatok, ale aj ich schopnost
prezentovat autoantigény T-lymfocytom cez B-bunkové receptory a sekréciu cytoki-
nov, takisto je dolezity ich vplyv na aktivitu dendritovych buniek (4, 5).

Protein BLyS (stimuldtor B-lymfocytov), tieZ nazyvany BAFF (B cell-activating fac-
tor) patri do superrodiny ligandov TNF (faktor nekrotizujuci nadory) (6 ,7). Je to so-
lubilny membranovy protein, ktory produkuji monocyty, neutrofily, T-lymfocyty aj
dendritové bunky (8). BLyS sa viaze len na receptory na povrchu B-buniek. Doteraz
sa opisali 3 typy receptorov pre BLyS: BR3 (BLyS receptor 3), TACI (transmembrane
activator-1 and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor) a BCMA (B cell
maturation antigen). Na BR3 sa viaZe len BLyS, na TACI a BCMA sa m0Zu tiez viazat
APRIL (a proliferation-inducing ligand). BLyS ma dolezitu ulohu v diferencidcii, aktivacii
a prezivani B-lymfocytov (9). ZvySend koncentracia BLyS ovplyviuje preZivanie B-lym-
focytov, ktoré produkuju autoprotildtky, inhibiciou ich apoptdzy (10). Cielena liecba
blokujuca BLyS zniZuje pocet CD20* lymfocytov a kratkozijucich plazmatickych buniek
aj titer anti-dsDNA protilatok v sérach od pacientov so SLE. Tato lie¢ba neovplyviiu-
je pocet dlhozijucich plazmatickych buniek ani pamatovych buniek (11). Objasnenie
dolezitej ulohy tejto molekuly v patogenéze SLE viedlo k vyvoju lie€iv zameranych na
blokovanie BLyS, ich Gcinok sa zda slubny aj v klinickych Studiach.

Belimumab je prvy a jediny liek, ktory bol registrovany v liecbe SLE, od roku 1955
(12). Belimumab v intravendznej forme, podavany v davke 10 mg/kg v drioch 0, 14
a 28 a potom kazdych 28 dni bol schvaleny organizaciami FDA (Food and Drug Admi-
nistration) a EMA (European Medicines Agency) (13, 14). Belimumab je indikovany
u dospelych so séropozitivnym SLE, s aktivnym koznym a kibovym postihnutim, ktori
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neodpovedaju na Standardnu liecbu; vyluceni su pacienti s lupusovou nefritidou (LN)
a postihnutim centrdlnej nervovej sustavy (CNS) (15).

Belimumab je ludska 1gG1A monoklonovda protildtka schopnd viazat solubilny BLyS
receptor a tym brdni preZivaniu B-lymfocytov. TieZ blokuje ich diferencidciu na plaz-
matické bunky, ktoré produkuju protildtky. BAFF blokujuca liecba belimumabom do-
siahla primdrny koncovy bod v dvoch klinickych Studidch fazy Il na viac ako 1 600
pacientoch (16, 17). Aj post hoc analyzy preukazali signifikantny benefit pri liecbe be-
limumabom, najma u pacientov s aktivnejSou chorobou, liecenych vyssimi davkami
kortikosteroidov, pri pritomnosti anti-dsDNA protilatok a nizkych koncentraciach C3
a C4 zloziek komplementu (18). Uz predchdadzajuce studie fazy | a Il ukazali sfubné
vysledky. Vo faze Il bolo zahrnutych 449 pacientov, ktori dostavali liek v davke 1, 4
a 10 mg/kg versus placebo; obe skupiny pridanim k standardnej lie¢be v drioch 0, 14
a 28 a nasledne kazdych 28 dni po dobu 52 tyZzdnov. Skupina pacientov so sérologicky
aktivnou chorobou, t. j. potvrdenymi antinukledarnymi alebo anti-dsDNA protilatka-
mi, bola analyzovana zvlast, tychto pacientov bolo 71,5 %. U tychto pacientov bol
dokazany Statisticky vyznamny pokles SELENA-SLEDAI (Safety of Estrogens in Lupus
Erythematosus National Assessment-Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity
Index) skére, znizenie PGA (Physician Global Assessment) skére a zlepSenie kvality
Zivota. V studii tieZ potvrdili depléciu CD20* buniek o 60 - 70 % a znizZenie poctu na-
ivnych a aktivovanych B-lymfocytov a plazmacytoidnych dendritovych buniek. Studia
tiez preukazala zniZenie titra anti-dsDNA protilatok o 29 % a zniZenie hladiny celko-
vych protilatok. Pocet neziaducich vedlajsich ucinkov, vratane zavaznych, bol podobny
v skupine dostavajlcej aj liek aj placebo (19).

Fazy 1l klinickych Studii (BLISS-52 a BLISS-76) su zaloZzené na podobnom protokole
podavania, ale Studie prebehli v roznych geografickych oblastiach. Pacienti so séro-
pozitivnym SLE boli randomizovani do 3 skupin: placebo, skupina dostavajuca beli-
mumab v didvke 1 mg/kg, alebo v davke 10 mg/kg. Liek dostavali v diioch 0, 14 a 28
a nasledne kazdych 28 dni. Studie dosiahli svoj primarny koncovy bod, t. j. percento
pacientov, ktori dosiahli SRI-4 (Systemic Lupus Erythematosus Responder Index 4)
bolo signifikantne vyssie v skupine dostavajlcej belimumab v davke 10 mg/kg versus
placebo (58% vs. 44 % v Studii BLISS-52 a 43 % vs. 34 % v BLISS-76). Signifikantne
vysSie percento pacientov liecenych belimumabom vykazovalo zlepsenie muskuloske-
letalnych a mukokutannych symptédmov (20). Belimumab takisto preukazal zlepsenie
imunitnych ukazovatelov choroby ako redukciu koncentracie imunoglobulinov, zvy-
Senie zloziek komplementu, zniZzenie tvorby autoprotilatok aj zlepSenie kvality Zivota
a znizenie Unavy (21). V studii ,,BLISS-52 study“ bolo mozné znizovanie davky kortikos-
teroidov o 50 % u signifikantne vysSieho percenta pacientov pri liecbe belimumabom
v davke 10 mg/kg. Tento efekt ale nepotvrdila Stidia BLISS-76. NavySe dalsia Studia
s belimumabom preukazala, Ze jeho podavanie subkutanne v davke 200 mg kazdych
7 dni v kombindcii so Standardnou liecbou u pacientov, ktori mali SELENA-SLEDAI sko-
re > 8 sposobilo SRI-4 odpoved v 52. tyzdni signifikantne vyssiu v skupine s lieCivom

34



Zbornik recenzovanych prispevkov

v porovnani s placebom (65 % a 47 %). Pacienti lieceni belimumabom mali 0 62 % niz-
Sie riziko exacerbacie v porovnani s placebom. Oba rezimy, t. j. belimumab podavany
intravendzne aj subkutanne v kombindcii so Standardnymi liecebnymi rezimami, boli
ucinné v liecbe aktivneho SLE a neboli spojené s vyskytom zavaznych neziaducich re-
akcii (22). Napriek pomerne vysokej cene liecby, farmakoekonomické studie vykonané
v Grécku, Spanielsku a Taliansku preukazali, ze lie¢ba je finanéne vyhodnd. Standardy
schvalené panelom eurdpskych expertov a publikované r. 2017 odporucaju pouZitie
belimumabu v lieCbe rezistentného a na terapii kortikoidmi zavislého SLE, ak nie je pri-
tomné renalne alebo CNS postihnutie alebo zdvazind autoimunitna trombocytopénia
(23). Castou indikaciou na pridanie belimumabu je aj progresia a pretrvavanie poziti-
vity imunitnych markerov choroby. Experti odporucaju, aby bol ucinok belimumabu
revidovany najskor po 16 tyzdnoch liecby. Ak nie je pritomny efekt liecby po 6 mesia-
coch podavania, je to indikacia na ukoncenie liecby (23).

Tabalumab je plne humanizovana IgG4 monoklonova protilatka, ktora neutralizu-
je solubilnd aj membranovo-viazanu formu BAFF, ale neviaZe sa na APRIL (24). Tato
biologicka latka bola skimana vo faze lll randomizovanej dvojito zaslepenej place-
bom-kontrolovanej studii v trvani 52 tyzdrfiov u pacientov s aktivnym SLE, neboli za-
radeni pacienti so zdvaznym renalnym a neuropsychickym postihnutim. Prva studia
(ILLUMINATE-1) zaradila 1 164 pacientov s miernou az tazkou formou SLE (SELENA-
SLEDAI skére > 6 bodov). V 52- tyzdni, percento pacientov, ktori dosiahli primarny
koncovy bod, teda SRI-5, nebolo signifikantne vyssie u skupiny dostavajucej liek vs.
placebo. Sekunddarne koncové body tiez neboli dosiahnuté. Napriek tomu mal tabalu-
mab vyrazny vplyv na imunitné parametre aktivity choroby; znizZenie anti-dsDNA pro-
tilatok, zvysenie C3 a C4 zloziek komplementu, zniZenie absolutneho poctu B-lymfocy-
tov, koncentracie imunoglobulinov (Ig) a BAFF proteinu. Frekvencia vedlajsich ucinkov
a mortalita sa neliSila v podskupinach dostavajucich liek a placebo (25, 26).

Druha studia (ILLUMINATE-2) zaradila 1 124 pacientov s aktivnym SLE. Primarny
koncovy bod (dosiahnutie SRI-5) sa dosiahol v 52. tyZdni v podskupine dostavajuce;j
120 mg kazdé 2 tyzdne (38 % vs. 28 % v skupine lieCiva resp. placeba; p = 0,002).
Ziadny sekundarny koncovy bod splneny nebol. V post hoc analyzach, kde hodno-
tili odpoved' na liecbu podobnymi kritériami ako vo faze Ill Studie s belimumabom
(napr. SRI-4 namiesto SRI-5), Statisticky signifikantne lepSie obstdla skupina liecena
tabalumabom v porovnani s placebom (26). Dal3ie $tudie s tabalumabom sa doteraz
neuskutocnili.

Blisibimod je protein zloZeny zo Styroch domén viazucich BAFF, na ktoré je pri-
pojeny N-terminalny Fc-fragment ludského IgG1. Tato latka je teda BAFF inhibitor;
podava sa subkutanne. V dvojito zaslepenej placebom-kontrolovanej studii (PEARL-
SC), randomizovali 547 pacientov so sérologicky aktivnym SLE, SELENA-SLEDAI skére
> 6 bodov do 3 skupin s réznym davkovanim lieku. V 24. tyzdni, pacienti s najvyssimi
davkami lieku mali signifikantne vyssiu SRI-5 odpoved' ako pri podavani placeba. Blisi-
bimod taktiez zlepsil hladiny biomarkerov choroby: zniZenie anti-dsDNA protilatok,
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zvysenie C3 a C4 zloZiek a zniZenie poctov B-buniek. Liek navyse pacienti dobre tole-
rovali v kazdej davke (27).

DalSia multicentrickd randomizovana placebom-kontrolovana $tudia (CHABLIS-
SC1) viak nesplnila primérne ani sekundarne koncové body. Pokracovanim bola sttdia
CHABLIS7.5 (alebo CHABLIS-SC2), ale ta bola pred¢asne ukonéena (28).

Atacicept (TACI-Ig) je plne humanizovany protein, ktory neutralizuje BAFF aj AP-
RIL. Je to inhibitor solubilnej aj membranovo-viazanej formy BAFF. Placebom kontro-
lovana studia fazy Ib u pacientov so SLE ukazala biologickd Uéinnost lieku, potvrdenu
znizenim poctu B-buniek a znizenim hladiny imunoglobulinov (29). Nasledne prebehla
52 tyzdriov trvajica studia 1l/1ll (podavanie 150 mg s.c. dvakrat tyZzdenne pocas 4 tyz-
driov, nasledne jedenkrat tyzdenne), dvojito-zaslepend, randomizovana, placebom-
kontrolovana, u pacientov s aktivnou lupusovou nefritidou, ktori dostavali zaroven
vysoké dévky kortikosteroidov a mykofenoldtmofetilu (MMF). Stadiu museli viak
predcasne ukoncit, pretoZe doslo k zdvaznému poklesu hladin 1gG a vyskytu vaznych
infekcii (30).

Daldia dvojito zaslepena randomizovana $tudia s ataciceptom fazy 11/l sa robila
na 461 pacientoch. Primarny koncovy bod ale nebol dosiahnuty, navyse pri vysSom
davkovani ataciceptu doslo k zavaznym neZziaducim Gcinkom (31). Oproti tomu, 24
tyZzdriova placebom kontrolovana faza llb studie ADDRESS Il, u pacientov s aktivnym
SLE (SLEDAI-2K skére > 6 bodov) nepotvrdila vyssi vyskyt zavaznych neZiaducich ucin-
kov pri oboch davkach ataciceptu ani v porovnani s placebom. Percento odpovedi na
liecbu vyjadrené ako SRI-4 bolo vyssie v skupine s liecivom v porovnani s placebom.
Zaujimavé bolo, Ze pacienti s vysSou aktivitou choroby pri zaciatku liecby (SLEDAI-2K
skére 210 bodov) neprofitovali z tejto liecby (32).

Post hoc analyzy potvrdili vztah medzi davkou lieku a redukciou koncentracie imu-
noglobulinov a frekvenciou exacerbacii SLE. Potvrdila sa aj vstupna hypotéza, Ze pa-
cienti so zvySenym BLyS a APRIL odpovedali na liecbu lepsie, ¢o bolo dokumentované
znizenim frekvencie vzplanuti choroby (33).

3. Biologické lieCiva navodzujlce imunitnu toleranciu (tolerogény)

Abetimus (abetimus sodium alebo LIP-394) je synteticka latka, ktoru tvoria mole-
kuly podobné deoxynukleotidom. Tato latka pripomina telu vlastné imunokomplexy
obsahujuce dsDNA. Md schopnost viazat sa na antigénovy receptor v membranach
B-lymfocytov. To ovplyvriuje intracelularnu transmisiu signalu a sposobi anergiu alebo
apoptdzu tychto buniek. Dalej sa navodi B-bunkovd tolerancia na vlastné antigény,
ktoré pochadzaju z nativnej DNA — preto sa lie¢ba nazyva tolerogénna. U¢inok abe-
timu na zniZenie anti-dsDNA protilatok pretrvava dlho po podani, aj ked uZ nie je
pritomny v cirkulacii (34).

Efekt lieku dokazala randomizovana dvojito zaslepend placebom-kontrolovana
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studia fazy 11/11l u pacientov s lupusovou nefritidou, ale faza Ill u pacientov s anti-dsD-
NA protilatkami efekt lieku nepotvrdila (35). Napriek tomu, tento liek znizuje koncen-
tracie anti-dsDNA protildtok, zvysSuje C3 zlozku komplementu a je dobre tolerovany.
Nasledovala dalSia dvojito-zaslepena randomizovana placebom-kontrolovand studia
ASPEN, kde sa pouzili vysSie davky lieku u pacientov s vysokym rizikom vzplanutia
lupusovej nefritidy. Bola vSak predcasne ukoncend, pretoze predbezné vysledky ne-
preukdzali benefit pouzivania tejto molekuly (36).

4. Biologické liecCiva cielene pdsobiace na povrchové antigény B-lymfocytov

Rituximab (RTX) je chimérova monoklonova protilatka, ktord sa viaZe selektivne
na CD20 transmembranovy antigén pritomny na povrchu B-lymfocytov (od pre-B bu-
niek az po pamatové B-lymfocyty). To vedie k zastaveniu bunkového cyklu a k apop-
toze. Dosledkom toho je zniZenie produkcie patologickych autoprotildtok: anti-dsDNA
a antinukleozémych. Dochadza k deplécii zrelych B-lymfocytov, ale nie plazmatickych
buniek. Opakované podanie RTX moze spdsobit hypogamaglobulinémiu (37).

Prvé slfubné vysledky o Gcinnosti RTX pri SLE prisli v roku 2002. V nasledujucich
$tudiach sa jeho efekt preukazal u pacientov so SLE a lupusovou nefritidou, s kibovymi
a mukokutannymi symptédmami, serozitidou, cytopéniami a pri postihnuti CNS. Dve
velké studie u pacientov bez rendlneho SLE (EXPLORER, faza II/lll) a s rendlnym SLE
(LUNAR, faza lll) nepreukazali ich najdolezitejsie primarne koncové body (38,39). Vy-
sledky tychto Studii nepreukazali signifikantny benefit pouZzivania rituximabu v liecbe
SLE, napriek tomu sa stale pouZziva pri ,off-label” indikacii na potlacenie symptéomov
rezistentnych na lieCbu (napr. lupusova nefritida). U pacientov s lupusovou nefritidou
sa Casto podava v kombindcii s inymi imunosupresivami, ako je cyklofosfamid, MMF,
azatioprin alebo metotrexat (40). Data z French Autolmmunity and Rituximab registry,
kde bolo hodnotenych 136 pacientov liecenych RTX ukazali odpoved u 71 % pacientov
pri hodnoteni SELENA-SLEDAI skére; kibové, mukokutanne, rendlne a hematologické
zlepsenie bolo zaznamenané u 72 %, 70 %, 74 % a 88 % pacientov )respectively sa po-
uziva v angli¢tine). Zaujimavé je, Ze monoterapia RTX sa vo vysledku vyznamne nelisila
od kombinacie s inymi imunosupresivami (41).

Studia na pediatrickej populdcii preukazala Géinnost RTX bez si¢asného denného
podavania kortikoidov u pacientov s lupusovou nefritidou (42).

Deplécia B-lymfocytov po anti-CD20 terapii je individudlna. Fenomén horsej od-
povede sa vyskytuje u pacientov, u ktorych dochadza k rychlej obnove populacie pa-
matovych buniek a plazmablastov. Vys$Sia vstupna hladina BLyS a objavenie sa RTX-
neutralizujucich protilatok su spojené s horsou klinickou odpovedou. Vzhladom na
to, ze sa pomerne Casto vyskytuje zvySenie hladiny BLyS po terapii RTX, v roku 2018
zacCala Studia, kde sa po zaciatocnej liecbe RTX + cyklofosfamid aplikuje aj belimumab,
prebieha u pacientov s lupusovou nefritidou (Studia CALIBRATE) (43).
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RTX ako chimérova protilatka méze sposobovat hypersenzitivne reakcie, ktoré sa
vyskytni u 10 - 15 % lie¢enych pacientov. Dalsia podstatna komplikacia po podévani
RTX je objavenie sa antichimérovych protilatok (HACAs), avsak ich presny klinicky vy-
znam nie je eSte objasneny (44).

Ocrelizumab je plne humanizovand anti-CD20 monoklonova protilatka, ktorda ma
mensiu imunogénnost a lepsiu tolerabilitu. Dve klinické studie fazy Il boli ukoncené.
Studia BEGIN zahfiiala pacientov bez renalneho postihnutia a bola predéasne ukonée-
na kvodli nizkej odpovedi na lie¢bu. Stidia BELONG zahrnula aj pacientov s renalnym
postihnutim. TieZ bola ukon&end skoro, vzhladom na vyskyt zavaZnych infekcii. Stddia
nepreukazala ani signifikantné zlepsenie rendlneho nalezu u skupiny dostdvajlcej oc-
relizumab (45, 46).

Ofatumumab je plne humdnna IgG1lk monoklonova protilatka, ktord viaze jedi-
necny epitop na CD20 molekule. Ofatumumab bol ¢asto pouZivany v off-label indikacii
pri SLE, najma u pacientov s hypersenzitivitou na RTX (47). Studie s tymto liekom zatial
neprebehli.

Obinutuzumab je nova plne humanizovana IgG1 monoklonova protilatka proti
CD20, ktora sa pouziva pri liecbe chronickej lymfocytarnej leukémie. Prave prebieha
faza Il klinickej studie, kde su zaradeni pacienti s lupusovou nefritidou (48).

Epratuzumab je humanizovana anti-CD22 monoklonova protildtka. Prebehli Stu-
die aZ po fazu lll, ale primarne ani sekundarne koncové body sa nedosiahli, a preto sa
epratuzumab v liecbe SLE uz nepoutziva (49).

5. Biologické lie€iva blokujtice interferon

Interferdny typu | hraju v patogenéze SLE velmi délezitu ulohu. Po vdzbe na svoj
receptor IFNAR (type | IFN-a/8/w receptor), vzniknuté signaly indukuju transkripciu
pocetnych génov. Blokada IFNAR méZe takto utimit patologicky prebiehajicu imunit-
nu odpoved (50). IFN-a produkovany plazmacytoidnymi dendritovymi bunkami je dé-
leZity v patogenéze SLE. Jeho produkciu indukuju imunokomplexy, ktoré pozostdavaju z
DNA/RNA-obsahujucich autoantigénoy, tie su prostrednictvom FcyR internalizované,
¢o nasledne spusti sa aktivaciu TLR-7 (Toll-like receptor) a TLR-9. IFN-a spusta tvorbu
dendritovych buniek, aktivaciu T-lymfocytov a produkciu autoprotilatok B-lymfocytmi.
Zvysené hladiny IFN-a a od neho zavislych cytokinov, a tieZ expresia IFN-regulovanych
génov koreluju so sérologickou aktivitou choroby, ako napr. s hladinou anti-dsDNA
autoprotilatok, zlozkami komplementu a hladinou IL-10 (51).

Rontalizumab je humanna monoklonova IgG1 protilatka, ktora neutralizuje vSetky
zname subtypy IFN-q, ale neviaZe sa na IFN-8, IFN-w, IFN-£ ani IFN-. Prebehli studie po
fazu ll, ale nepreukazala sa terapeuticky vy$sia Géinnost v porovnani s placebom (52).

Sifalimumab je plne humanizovana IgGlk monoklonova protilatka, ktora viaze
a neutralizuje vsetkych 13 znamych podtypov IFN-a. Faza Il klinickej Studie potvrdila
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ucinnost lieku na 431 pacientoch. Hodnotend bola po 52 tyzdrioch percentualne ako
zlepsenie SRI-4, pricom bola signifikantne lepsia odpoved' v skupine, kde bol podava-
ny liek oproti placebu (59.8% vs. 45.4%; p = 0,03). Zaujimavé je, Ze Studia nepotvrdila
vplyv lieku na imunitné markery choroby (53). Napriek tymto vysledkom, sa vo vyvoji
tohto lieku dalej nepokracuje.

Anifrolumab je plne humanizovand IgG1lk monoklonova protildtka, ktord blokuje
ucinok IFN typu I. Studia fazy llb zahfiiala pacientov bez rendlneho postihnutia. Do-
siahla primarne aj sekundarne koncové body, hodnotila sa SRI-4 odpoved a signifikan-
tne lepsie boli vysledky v skupine dostavajuce;j liek (34.3 % vs. 17.6 %; p = 0,01) (54).
Liek pacienti dobre toleruju; planuju sa dalsie studie fazy Il a lll.

6. Biologické lieciva ovplyviujlce cytokiny a komplement

Uloha TNF pri SLE je kontroverznd. Na jednej strane boli najdené zvysené hladiny
tohto cytokinu v sére a rendlnej biopsii pri aktivnej chorobe, na druhej strane pri po-
davani

TNF-antagonistov mozu vznikat okrem antinuklearnych protilatok a aj iné prejavy
choroby (55). Z uvedenych dévodov sa anti TNF-biologikd v lieCbe SLE neodporucaju.

Tocilizumab je humanizovana 1gG1 monoklonova protilatka, ktora viaze solubil-
né aj membranovo-viazané receptory pre IL-6. Predpoklada sa, Ze IL-6 mdze byt pri
SLE hlavnou stimula¢nou latkou pre B-lymfocyty, vedicou k produkcii autoprotilatok.
Zvysené hladiny tohto cytokinu v sére od pacientov, pri renalnej a koznej biopsii ko-
relovali s aktivitou choroby a titrom anti-dsDNA protilatok (56). Zatial prebehla faza
| klinickej $tudie a potvrdend bola G¢innost lieku (57).

Sirukumab sa priamo viaZe na IL-6. Stddie prebehli po fazu Il, ale nepreukazali
bezpecnost a ucinnost lieku, pretoze az 48 % pacientov malo neziaduce ucinky (58).

Interleukin 2 ma dodleZitu ulohu v aktivacii a stimulacii proliferacie T-lymfocytov.
U pacientov s SLE su hladiny tohto cytokinu znizené. V malej studii na 38 pacientoch
bol preukdzany efekt malych davok podavaného IL-2. Tieto vysledky sa musia potvrdit
dalsimi studiami.

V patogenéze SLE hrd nemald Ulohu aj komplement, najma jeho zlozky, ktoré su
zodpovedné za odstranovanie imunokomplexov. Jeho aktivacia je spojend so vzplanu-
tim choroby a priamo zodpoveda za tkanivové poskodenie najma pri lupusovej nefriti-
de. Eculizumab je humanizovana monoklonova protilatka, ktora sa viaze na C5 zlozku
komplementu, a tym brani jej Stiepeniu na C5a a C5b a dalsej tvorbe komplexu C5b-9.
TakZe tato molekula brani aj konzumpcii zloZiek C1 — C4. Eculizumab je registrovany
v liecbe paroxyzmalnej nocnej hemoglobindrie a hemolyticko-uremického syndromu.
Slubné vysledky na zvieracich modeloch viedli k faze | studie SLE-pacientov, ale blo-
kada komplementu sa zaznamenala len pri vyssich davkach lieku a len prvé dni liecby
(59).
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7. Biologické lieciva blokujuce kostimulaéné molekuly

Ruplizumab je humanizovana monoklonova protilatka proti ligandu CD40 (CD40L),
ktord svojou vazbou brani aktivacii T-lymfocytov a od nej zavislu aktivaciu B-lymfo-
cytov. Klinicka Studia u pacientov s lupusovou nefritidou bola predc¢asne ukoncena,
vzhladom na zavazné neZiaduce Ucinky (60).

Dapirolizumab je nova anti-CD40L protilatka, ktord obsahuje pegylovany Fab-frag-
ment a neobsahuje Fc Cast. Faza | klinickej studie preukdzala Gc¢innost lieku bez vaz-
nych neziaducich ucinkov (61). Momentélne prebieha zaradovanie pacientov do fazy
Il Studie.

Abatacept (CTLA4-Ig) je rekombinantny protein, ktory obsahuje extracelularnu
doménu fudského CTLA-4 (T-lymphocyte-associated antigen 4) a modifikovany Fc-
fragment ludského 1gG1. Abatacept ma schopnost viazat sa a blokovat CD80 alebo
CD86 s vyssou afinitou ako CD28 a tym selektivne blokuje klticovy kostimulaény signal
potrebny na aktivaciu CD28* T-buniek. Sttdie na zvieratdch so SLE ukazali pomalsi
rozvoj autoimunitnych procesov a zniZzenie mortality tym, Ze liek zniZzuje mnozstvo
autoreaktivnych B-lymfocytov, redukuje tvorbu autoprotilatok a zniZuje zavaznost lu-
pusovej nefritidy (62).

V randomizovane] dvojito-zaslepene]j placebom-kontrolovanej studii fazy Il nebol
dosiahnuty primarny ani sekundarny koncovy bod; tieZ bol vyssi vyskyt zavaznych
nezZiaducich ucinkov (63). V dal$ej multicentrickej studii fazy 11/1ll bol efekt skimany
u pacientov s lupusovou nefritidou. Pri hodnoteni v 52. tyzdni lieCby sa primarny kon-
covy bod studie tiez nedosiahol (64).

Ako prospesna sa zda kombindcia abataceptu a cyklofosfamidu. Prebehla faza Il
randomizovanej, dvojito-zaslepenej placebom-kontrolovanej Studie u 134 pacientov
s lupusovou nefritidou (ACCESS). Vysledky studie nesplnili primarny ani sekundarny
koncovy bod, ale asi polovica pacientov, ktori dosiahli kompletnu renalnu remisiu
nepotrebovala dalSie imunosupresivne lieky v tyZzdni 24 a odpoved pretrvdvala aj v
52. tyzdni. Pacienti liecbu dobre tolerovali (65). Prebieha faza Ill randomizovanej, dvo-
jito-zaslepenej, placebom-kontrolovanej studie (66).

8. Suhrn

Vysledky doterajsich studii nie su velmi povzbudivé. Jedinym schvalenym biolo-
gickym liekom je doteraz belimumab. Zda sa, Ze niektoré biologika su Gcinné u uzkej
skupiny pacientov s presne definovanymi klinickymi a imunitnymi kritériami.

SLE je choroba s vaznou progndzou a casto zZivot ohrozujicimi komplikaciami. Pre-
to je zaradenie pacientov s tazkym priebehom ¢asto komplikované. Uprednostriovani
s pacienti s lahim priebehom choroby. Daléim problémom zaradenia do $tudii je
heterogénnost klinickych priznakov, je takmer nemozné vytvorit homogénne skupiny
pacientov.
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Tiez existuje niekolko hodnotiacich systémov na aktivitu choroby a tym na lieCebnu

odpoved. Je potrebné zjednotenie, aby bolo mozné jasne vyhodnotit vysledky studii.

SL
na

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

Napriek tymto prekazkam treba konstatovat, Ze pocet klinickych $tudii na liecbu
E sa zvySuje a tym rastie predpoklad, Ze bazadlny vyskum autoimunitnych choréb
koniec povedie k efektivnej lieCbe SLE.
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SUCASNY POHLAD NA IMUNOTERAPIU NADOROV

Durmanova V., Buc M.
Imunologicky ustav LF UK, Bratislava

Abstrakt

Imunoterapia nadorov, ktorej ciefom je aktivovat efektorové mechanizmy imunit-
ného systému, dosiahla v poslednom desatroci vyznamné Uspechy. Rozvoj imunotera-
pie sa zacal pred viac ako 40 rokmi, kedy bola u pacientov s nadorom mocového me-
chura aplikovana BCG vakcina. Odvtedy sa do klinickej praxe zaviedli viaceré efektivne
terapeutické postupy zaloZené na aktivacii imunitného systému pacienta s nadorovym
procesom. Sucasné moznosti imunoterapie nadorov zahfnaju aplikaciu monoklono-
vych protilatok (mAb), inhibitory imunitnych kontrolnych bodov, vakcinaciu a bunkovu
terapiu vyuZivajucu modifikované T-lymfocyty exprimujice chimérovy antigénovy re-
ceptor (CAR). Vyznamny pokrok v imunoterapii nadorov zaznamenala aplikacia inhibi-
torov imunitnych kontrolnych bodov. mAb proti inhibiénym receptorom CTLA-4 a PD-1
na T-lymfocytoch a PD-L1 na bunkach nadoru sp6sobuju aktivaciu T-bunkovej imunit-
nej odpovede a nasledné znicenie nadorovej bunky. Inhibicia CTLA-4 (ipilimumab) sa
pouZiva v lie¢be maligneho melanému koze a blokdda PD-1/PD-L1 (pembrolizumab,
nivolumab, alemtuzumab, durvalumab) v liecbe maligneho melanému koze, nema-
lobunkového karcindmu pluc, Hodgkinovho lymfému, karcinomu hlavy a krku, karci-
nému mocového mechura a hepatoceluldrneho karcinému. Dalsiu stratégiu v terapii
nadorov predstavuje vakcinacia. Sipuleucel-T je jedina terapeuticka vakcina schvalena
pre liecbu pacientov s karcindmom prostaty. Vakcinu tvoria dendritové bunky pacien-
ta stimulované ex vivo fuznym proteinom PAP (prostaticka kysla fosfataza) a GM-CSF.
Median celkového prezivania (OS — overall survival) u pacientov po aplikacii vakciny bol
25,8 mesiaca vs. 21,7 v skupine s placebom. Imunoterapia CAR T-lymfocytmi predsta-
vuje dalSiu perspektivnu moznost v liecbe nadorov. T-lymfocyty s modifikovanym CAR
receptorom su pripravené metédami molekularnej bioldgie in vitro a obsahuju extra-
celuldrnu cast, ktord je tvorena variabilnymi doménami protilatky pre dany antigén,
transmembranovu Cast a intracelularnu signdlnu cast. Intraceluldrna éast receptora
mbZe obsahovat signalne domény pre aktivaciu T-lymfocytov (napr. zeta retazec CD3-
molekuly), ako aj domény kostimulacnych receptorov (napr. CD28, 4—-1BB). Postupne
bolo vyvinutych niekolko generacii CAR T-lymfocytov. Stvrtd generacia CAR T-lymfocy-
tov umoznuje odstrafiovanie nadorovych buniek pomocou cytokinov (TRUCK). CAR T-
lymfocyty sa pouzivaju v liecbe akitnej lymfoblastovej leukémie (TISAGENLECLEUCEL,
cielovy antigén je CD19) a v lieCbe pacientov s velkobunkovym lymfémom B-lymfocy-
tového pévodu (AXICABTAGENE CILOLEUCEL; cielovy antigén je CD19). Buducnost lie¢-
by nadorov je v personalizovane;j lieCbe, ktora zahfria kombinované pristupy terapie,
ako napr. chemoterapiu a cielend imunoterapiu. Vyhodnotenie optimalnych kombina-
cii a nacasovania terapie je vyznamnym cielom klinickej praxe v buducnosti.
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Uvod

Imunitny systém predstavuje komplexny systém, ktory je schopny rozpoznat a od-
stranit z ndsho organizmu cudzorodé antigény vratane antigénov nadorovych buniek.
Koncept imunitného dohladu nad rozvojom rakoviny (cancer immune surveillance)
bol navrhnuty v sedemdesiatych rokoch Burnetom a Thomasom [1]. Opisali, Ze imu-
nitny systém je schopny rozpoznat $pecifické nadorové antigény a aktivovat cytotoxic-
ké mechanizmy vratane CD8* T lymfocytov. Tato imunitna odpoved viak moze zlyhat,
¢o vedie k rozvoju nddorového procesu. Koncept imunitného dohladu nad rozvojom
rakoviny bol doplneny o dalSie poznatky a vznikla tedria imunoeditacie nadorov (can-
cer immunoediting theory), ktora lepsie vysvetluje vztahy medzi nddorom a imunit-
nym systémom. Tato tedria pozostdva z troch ,E“ faz: faza eliminacie (elimination),
faza rovnovahy (equilibrium) a faza uniku (escape). Vo faze elimindacie su antigény
nadoru rozpoznavané mechanizmami prirodzenej aj ziskanej imunity. V¢asné odstra-
nenie nadoru zabezpecuju mechanizmy prirodzenej imunity, ako napr. NK-bunky,
makrofagy, NKT-bunky a LAK-bunky. K mechanizmom adaptivnej imunitnej odpove-
de voci nadorom patri aktivacia cytotoxickych CD8* T-lymfocytov, tvorba protilatok
proti Specifickym antigénom a ADCC-reakcia (protildtkami sprostredkovana bunkova
cytotoxicita) a y6 T-lymfocyty. Cytokiny produkované prevazne T-lymfocytmi (IL-2, IL-
12, IFN-y, TNF) sa tiez vyznamne podielaju na odstraneni nadoru. Pravdepodobne
aktivacia ziskanej T-bunkovej imunitnej odpovede vedie ku konecnej elimindcii na-
dorovych buniek. Vo faze rovnovahy su v ekvivalentnom mnoZstve nddorové bunky
a bunky imunitného systému. V tomto $tadiu mozno najst tzv. okultny alebo klinicky
tichy nador. Faza rovnovahy byva najdlhsia a méze trvat aj niekolko rokov. Pocas tej-
to fazy vznikaju zmeny v nddorovych bunkach, ktoré aktivuju imunosupresivne mik-
roprostredie (cancer immunoediting). V poslednej faze uniku nadorové bunky nie su
rozpozndvané imunitnym systémom a nastava rozvoj nddorového procesu. Analyza
imunosupresivnych mechanizmov v mikroprostredi nadorov vyznamne napomohla
k pokrokom v imunoterapii [2, 3].

Sucasné moznosti imunoterapie

Imunoterapia nadorov, ktorej cielom je aktivovat efektorové mechanizmy imunit-
ného systému, dosiahla v poslednom desatro¢i vyznamny pokrok. Rozvoj imunote-
rapie sa zacal pred viac ako 40 rokmi, kedy bola u pacientov s nddorom mocového
mechura aplikovana BCG vakcina. Odvtedy boli do klinickej praxe zavedené viaceré
efektivne terapeutické postupy zaloZzené na aktivacii imunitného systému pacienta s
nadorovym procesom. Sucasné moznosti imunoterapie nadorov zahfiaju aplikaciu
monoklonovych protilatok (mAb), inhibitory imunitnych kontrolnych bodov, vakcina-
ciu a bunkovu terapiu vyuzivajucu modifikované T-lymfocyty exprimujuce chimérovy
antigénovy receptor (CAR).

47



Biologicka liecba v tedrii a praxi V — Bratislava 2019

Monoklonové protildtky v liecbe nadorov

Terapia mAb je najviac vyuZivanou imunoterapiou sucasnosti. Podavanie mAb je
sucastou pasivnej imunoterapie a zaklada sa na rozpoznavani antigénov na povrchu
nadorovych buniek. Monoklonové protilatky po vdzbe na teréovd molekulu bud' pria-
mo inhibuju jej funkciu alebo sa aktivuju cytotoxické imunitné mechanizmy (napr.
komplement, ADCC reakcia), ktoré priamo navodia destrukciu teréovej bunky. U¢inok
mAb sa zvysuje ich spojenim s radioizotopmi, toxickymi molekulami, ¢i protinadoro-
vymi liekmi.

Monoklonové protilatky maju v liecbe nadorov nespochybnitelné miesto. Z klinic-
kej praxe je zndme, Ze mAb podporuju remisiu, t. j. predlZuju ¢as do progresie cho-
roby a zvysuju tak celkové prezivanie pacientov. V sucasnosti sa v liecbe pouziva viac
ako 75 mAb zacielenych na rozlicné antigény nadorov a viac ako 570 IgG, resp. ich
konjugatov je v klinickej faze | alebo II. V protinddorovej liecbe sa najcastejSie vyuzi-
vaju nasledujuce mAb: rituximab a ofatumumab (mAb proti CD20) schvélena v liecbe
chronickej lymfocytovej leukémie (CLL) a non-Hodgkinovho lymfému, trastuzumab
(mAb proti HER/neu) schvélend v liecbe karcindmu prsnika, alemtuzumab (mAb pro-
ti CD52) schvélena v liecbe CLL, gemtuzumab ozogamycin (mAb proti CD33 znacdena
kalicheamicinom) schvalend v liecbe AML (akudtna myeloidna leukémia), cetuximab a
panitumumab (mAb proti EGFR) schvélena v lie¢be kolorektalneho karcinému, karci-
nému hlavy a krku a bevacizumab (mAb proti VEGF) schvélena v liecbe kolorektalneho
karcindmu [4].

Inhibicia imunitnych kontrolnych bodov (checkpoints)

Funkcna blokada inhibi¢nych receptorov CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associa-
ted antigen) a PD-1 (programmed cell death protein 1) priniesla v imunoterapii nddo-
rov prelomové vysledky. CTLA-4 a PD-1 sa nachadzaju v membrane T-lymfocytov a po
ich interakcii s ligandmi B7 (CD80) a PD-L1 (programmed death-ligand 1) na bunkach
prezentujucich antigén inhibuju T-bunkovd imunitnd odpoved. Tymto sp6sobom si
imunitny systém reguluje odpoved na antigény a zabranuje autoimunitnym procesom
[5]. Skimanim mikroprostredia nddoru sa zistilo, Ze prevladaju T-lymfocyty so zvyse-
nou expresiou inhibi¢nych receptorov vratane PD-1 a zniZzenou expresiou cytokinov
ako su IL-2, IFN-y, TNF a rovnako perforinov a granzymov [6]. V roku 2011 boli publi-
kované vysledky klinickej Studie fazy Il MDX010-20, ktora dokdazala vplyv anti-CTLA-4
protilatky ipilimumabu na predizenie celkového preZivania u pacientov s metasta-
tickym melanémom (median OS bol 10 mesiacov u imunizovanych vs. 6,4 mesiaca
u kontrol) [7]. Uspegnost klinickych $tudii po aplikécii blokatorov CTLA-4 a PD-1 viedla
k ich zavedeniu do praxe. V sucasnosti su v klinickej praxi schvalené dve zakladné
skupiny monoklonovych protilatok proti imunitnym kontrolnym bodom (checkpoint
inhibitors). Do prvej skupiny patri inhibitor CTLA-4 receptora, ipilimumab. Ipilimu-
mab je humanna mAb izotypu IgG1 proti CTLA-4 na zrelych T-lymfocytoch, ktoru roku
2011 schvdlil regulacnym arad FDA v USA na liecbu metastatického melanému a od
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roku 2015 v adjuvantnej liecbe vysokorizikového melanému. Do druhej skupiny pat-
ria blokatory PD-1 receptora pembrolizumab a nivolumab a blokatory PD-L1 ligandu
atezolizumab, durvalumab a avelumab [8, 9, 10]. Nivolumab (humanna mAb izotypu
IgG4 proti PD-1) je schvaleny v liecbe melandmu, nemalobunkového karcindmu pltc,
rendlneho karcindmu, karcindmu mocového mechdura, epidermoidného karcindmu
hlavy a krku, Hodgkinovho lymfému, hepatocelularneho karcindmu a metastatické-
ho kolorektalneho adenokarcindmu s MSI (microsatellite instability) pozitivnym na-
lezom. Pembrolizumab je blokator PD-1 receptora (humanizovana mAb izotypu IgG4
proti PD-1), ktory bol schvaleny v roku 2014 v liecbe maligneho melanému, neskér
v liecbe karcinému hlavy a krku, v liecbe Hodgkinovho lymfému, urotelidineho kar-
cindmu, v liecbe adenokarcindmu zaludka s expresiou PD-L1 a inych tumorov s MSI
pozitivnym ndlezom alebo s deficitom ,,mismatch repair”. Atezolizumab je plne huma-
nizovana protilatka izotypu IgG1 proti PD-L1 ligandu, ktora je od roku 2016 schvalend
FDA v liecbe metastatického urotelidineho karcindmu a metastatického nemalobun-
kového karcindmu pluc po zlyhani prvej linie liecby na baze platiny. Durvalumab (hu-
manna mAb izotypu IgG1lk proti PD-L1 ligandu) sa pouZiva v liecbe metastatického
urotelidlneho karcindmu a Avelumab (humanna mAb izotypu IgG1A proti PD-L1 li-
gandu) v lieCbe metastatického karcindmu z Merkelovych buniek a metastatického
urotelidlneho karcinému [11]. DalSie terapeutické stratégie st zalozené na kombino-
vanej aplikdcii blokatorov imunitnych kontrolnych bodov. Na zaklade vysledkov klinic-
kej studie CHECKMATE 067 FDA v januari 2016 schvdlila kombinovanu imunoterapiu
ipilimumab + nivolumab v 1. linii u pacientov s metastatickym melandmom. Terapia
viedla k zvysenej miere celkového prezivania pocas 3 rokov u pacientov s kombinova-
nou stratégiou liecby (58 % kombinovana terapia vs. 34 % monoterapia). Nevyhodou
kombinovanej imunoterapie su vsak jej zvySené toxické ucinky. Tieto zahfnaju diareu,
kolitidu, hepatitidu, koZné vyrazky a r6zne endokrinopatie [12]. V liecbe nemalobun-
kového karcinému pluc sa skisaju kombinované terapie zaloZzené na inhibicii viace-
rych kontrolnych bodov, napr. nivolumab a ipilimumab, alebo chemoterapia na baze
cis-platiny v kombinacii s anti-PD-1 pembrolizumab, resp. anti-PD-L1 atezolizumab
a anti -VEGF bevacizumab.

Adoptivna terapia CAR T-lymfocytmi

Adoptivna terapia lymfocytmi predstavuje dalSiu z moznych stratégii v liecbe na-
dorov. Pociatoc¢né klinické skusky vyuzili v lieCbe TIL-bunky (tumor-infiltrating lympho-
cytes), ktoré boli izolované z nddoru pacienta, kultivované in vitro a nasledne spatne
aplikované pacientovi. Aplikacia TIL buniek dosahovala slubné vysledky najma v lie¢-
be melanému [13]. Tazkosti spojené s izolaciou a expanziou TIL buniek in vitro a ich
réznoroda efektivita viedli k vyvoju novych metdd adoptivnej terapie.

Imunoterapia CAR T-lymfocytmi predstavuje novu perspektivnu formu adoptiv-
nej terapie nadorov. CAR T-lymfocyty su geneticky modifikované T-lymfocyty, ktoré
exprimuju povrchovy receptor CAR (chimérovy antigénovy receptor), Specificky roz-
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poznavajuci nadorovy antigén. Technoldgia pripravy CAR T-lymfocytov bola vytvorena
priblizne pred 20 rokmi a neustale sa zdokonaluje [14]. Postupne bolo vyvinutych nie-
kolko generacii CAR T-lymfocytov a v sucasnosti bola pripravena uz Stvrtd generdcia
[15]. Vo vSeobecnosti CAR T-lymfocyty exprimuju receptor, ktory sa sklada z extracelu-
larnej Casti, transmembranovej ¢asti a intraceluldrnej signdlnej Casti, ktord aktivuje cy-
totoxicku odpoved' [16]. Extracelularna vazbova doména obsahuje variabilné oblasti
V,, a V_ monoklonovej protilatky Specifické k danému antigénu (tzv. scFy, single chain
variable fragment). Niektoré CAR obsahuju tzv. extracelularny spacer, ktory spaja scFv
s transmembranovou a cytoplazmovou signalnou doménou. Intraceluldrnu &ast tvo-
ri aktivacna doména retazca CD3C z T-bunkového receptora (TCR), bud samostatne
alebo v spojeni s doménami kostimula¢nych receptorov (napr. CD28, 4-1BB, 0X40).
Prva generacia receptorov CAR obsahovala len intracelularnu doménu retazca CD3{,
ktord je hlavnym prenasacom signalu z TCR. Druha generacia obsahuje navyse dalsiu
doménu z roznych kostimulaénych receptorov (napr. CD28, 4-1BB /CD137/), ktora
zosilfuje signalizaciu T-lymfocytov. Tretiu generaciu CARov tvoria viaceré signalizacné
domény (CD37/CD28/4-1BB, CD37/CD28/0X40 atd.), ktoré dalej zvysuju aktivitu CAR
T-lymfocytov. Napokon Stvrtd generacia CAR T-lymfocytov oznacovand ako TRUCK (T
cells redirected for universal cytokine killing) obsahuje vektor kédujuci sekvenciu pre
cytokin (napr. IL-12), ktory sa po vdazbe CAR na svoj antigén uvolfiuje z bunky do pro-
stredia a podporuje protinddorovt odpoved [15]. Struktira CAR receptorov sa moze
menit v zavislosti od typu nadorovych antigénov, resp. subpopulacie T-lymfocytov,
ktoré exprimuju CAR. Vyhodou CAR receptora je to, Ze rozpozndva antigén sposobom,
ktory je nezavisly od imunitnej restrikcie pomocou HLA molekdl.

Vychodiskovym materialom pre geneticki modifikaciu su T-lymfocyty izolované
od pacienta leukaferézou. Priprava CAR T-lymfocytov je zaloZend na ich transfekcii/
transdukcii pomocou retrovirusového vektora alebo transpozoaz. Po genetickej ma-
nipulacii in vitro su T-lymfocyty kultivované v prostredi IL-2 a kostimula¢nych signalov
(napr. anti-CD3/CD28 protilatky), ktoré umoznia ich expanziu. Pripravené CAR T-lym-
focyty sa po komplexnej kontrole kvality uchovavaju kryokonzervéaciou a st vhodné
ku klinickej aplikacii. CAR T-lymfocyty po intravendznej aplikacii pacientovi proliferuju
a mozu dlhodobo preZivat (mesiace az roky) [17].

V sucasnosti sa v klinickej praxi pouzivaju CAR T-lymfocyty, ktoré Specificky roz-
poznavaju antigén CD19. CD19 sa nachadza na B-lymfocytoch, a preto je Specifickym
ciefovym antigénom v lie¢be hematologickych malignit ako napr. akdtna B-lymfoblas-
tova leukémia (B-ALL), chronicka lymfocytova leukémia (CLL), a non-Hodgkinové lym-
fomy B povodu (B-NHL). FDA schvalil 2 modifikacie CAR T-lymfocytov v liecbe hema-
tologickych malignit: TISAGENLECLEUCEL (Kymriah™) sa pouZiva v liecbe pacientov
starSich ako 25 rokov trpiacich na B-ALL a AXICABTAGENE CILOLEUCEL (Yescarta™) je
urceny pre lieCbu dospelych pacientov s velkobunkovym lymfémom B-lymfocytového
povodu. Liecba CAR T-lymfocytmi proti CD19 dosiahla mieru celkového prezivania 40
% — 60 % pri agresivnych lymféomoch a 60 % — 90 % pri B-ALL [18, 19].
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Medzi komplikacie liecby CAR T-lymfocytmi patri zvySené riziko toxicity spdsobe-
né syndrémom z uvolnenia velkého mnozstva cytokinov (cytokine release syndrome,
CRS).-Symptomy CRS su u vacsiny pacientov mierne vo forme vysokej horucky a my-
algie. U niektorych pacientov sa viak moze vyvinut tazky inflamacny syndrém s hypo-
tenziou, koagulopatiou a plicnym edémom veducim az k multiorgdnovému zlyhaniu,
ktoré vyzaduje resuscitaciu [20].

V sucasnej dobe prebieha vo svete viac nez 50 klinickych Studii testujucich dalsie
varianty CAR T-lymfocytov, ktoré sa venuju liecbe nielen hematologickych malignit,
ale i solidnych nadorov (www.clinicaltrial.gov). V lieCbe hematologickych malignit sa
testuju CAR T-lymfocyty namierené proti CD30 pri Hodgkinovom lymféme [21], proti
CD123 pri AML [22], proti CD22 pri B-ALL a napokon proti BCMA (B cell maturation
antigen) pri viacpo¢etnom myeldme [23]. Pri solidnych nadoroch liecba pomocou CAR
T-lymfocytov zatial Uspesna nebola. Jednym z problémov je najdenie cielového anti-
génu na konstrukciu CAR. Ako mozné antigény pre lieCbu prichddzaju do uvahy napr.
gangliozid GD2 pri neuroblastome [24], ludsky receptor 2 pre epidermovy rastovy fak-
tor (HER2) pri HER2-pozitivnom sarkdome [25], mezotelin pri mezotelidlnom sarkéme
[26], EGFR pri nadoroch hlavy a krku a malobunkovom karcinéme pluc [27], PSMA pri
karcinéme prostaty [28] a CAIX pri karcindme obliciek [29].

Dalsi vyvoj CAR T-lymfocytov smeruje k vyuzitiu novych ciefovych antigénov a sig-
nalnych domén, ktoré moézu rozsirit oblast aplikacie tejto terapie a zvysit jej ucinnost.
Dalsie vyskumy st zamerané na zlep3enie migracie T-lymfocytov do miesta nadoru
(napr. transfekciou génov pre CXCR2, CCR4), prediZenie ich perzistencie (selekcia sub-
typov CAR T-lymfocytov, aktivdcia tvorby IL-12, IL-15), prekonanie imunosupresivne-
ho prostredia nddoru (supresia Treg-lymfocytov a indolamindeaminizy /IDO/, TRUCK
CAR IL-12, chimérové ,switch” receptory PD-1 — CD28). U niektorych pacientov bude
vhodna kombindcia viacerych stratégii liecby, napr. mAb proti PD-1, CTLA-4 a imuno-
terapia CAR T-lymfocytmi [15].

Vakcindcia

Aktivna imunizacia predstavuje dalSiu perspektivnu stratégiu v liecbe nadorov. |
napriek dlhoroénému vyskumu je vyuzitie protinddorovych vakcin v praxi limitované.
Na pripravu Uspesnej protinddorovej vakciny je dolezita spravna kombinacia réznych
faktorov, ktoré zahfiaju typ nadorovych antigénov, typ adjuvansu, resp. optimalnu
cestu a nacCasovanie imunizacie [6]. Vakcina tvorena atenuovanym kmeriom BCG (The-
raCys, Tice) je prva terapeuticka vakcina, ktora bola schvalena dradom FDA v roku 1990
na lie¢bu karcindmu mocového mechura. Klinicka Studia fazy lll poukazala u 45 % imu-
nizovanych pacientov na 5-rocné prezivanie bez relapsu v porovnani s 18 % pacientov
lieenych doxorubicinom [30]. Terapeuticky ucinok vakciny bol potvrdeny metaanaly-
zou, ktord poukazala na zniZenie rizika progresie choroby o0 27 % po BCG vakcinacii [31].

Ako protinadorové vakciny sa dalej testovali celobunkové vakciny, nadorové pro-
teiny (nativne alebo rekombinantné), dendritové bunky stimulované nadorovymi
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antigénmi, onkolytické virusy a DNA/ RNA plazmidy exprimujlice nadorové antigény.
Celobunkové vakciny su tvorené Sirokym spektrom nadorovych proteinov a delime ich
na autoldgne a alogénne. Podanie celobunkovych vakcin si vyZzaduje pritomnost adju-
vansu, napr. GM-CSF alebo BCG. Prva celobunkova protinddorova vakcina pripravena
oziarenim sa klinicky testovala uz v roku 1978 [32]. Odvtedy bolo pripravenych viacero
autolégnych a alogénnych vakcin, ale Ziadna nenasla vyuzitie v klinickej praxi [33].
Ako dalSie protinadorové vakciny boli testované nadorové antigény, nativne alebo re-
kombinantné. Boli pripravené a testované nadorovo-asociované antigény (TAA), ako
napr. CEA, AFP, p53, MUC-1 (mucin-1), EGFR, VEGF a nadorovo-Specifické antigény
(TSA), ako napr. PAP (prostaticka kysla fosfatdza), PSA (prostaticky Specificky antigén),
MART-1 (melandmovy antigén rozpoznavany T bunkami) a MAGE-1 (s melanémom
asociovany antigén 1) [34].

Rekombinantné vektory exprimujice nadorové antigény su dalSou stratégiou pro-
tinadorovej terapie. Medzi najcastejSie vektory patria poxvirusy, adenovirusy a virus
vakcinie [34]. V klinickej studii fazy Il u pacientov s metastazujicim kastracne rezis-
tentnym karcinédmom prostaty bol testovany rekombinantny virus vakcinie exprimu-
juci PSA (vakcina PROSTVAC) kombinovany s TRICOM-vektorom pre kostimulacné
molekuly CD54 (ICAM-1), CD58 (LFA3), a CD80 (B7.1). Napriek uspesnym vysledkom
fazy Il pokracujuca faza lll nepriniesla pozadovanu efektivitu lie¢by [35]. Podobne bol
testovany rekombinantny virus vakcinie exprimujuci ludsky 5T4 (MVA-h5T4, TroVax)
u pacientov s kolorektalnym a oblickovym karcindmom a karcindomom prostaty [36].

Priprava DNA vakcin tvorenych samotnym plazmidom zacala uz v 90-tych rokoch
a pokracuje dodnes. V sucasnej dobe prebieha vo svete viac nez 48 klinickych stadii
testujucich rozne formy DNA plazmidov exprimujlcich Specifické antigény réznych so-
lidnych nadorov, najma prsnika, maternice, prostaty, koze a hematologickych malignit
(www.clinicaltrials.gov). Vacsina prebiehajucich alebo ukoncenych klinickych stadii
poukazala len na mierne neziaduce ucinky po DNA imunizacii, ale najma na zvySenu
tvorbu CD8"* T-lymfocytov rozpoznavajucich Specifické antigény nadorov kédovanych
DNA vakcinou. Niektoré vysledky klinického testovania DNA vakcin su uvedené nizsie.
V klinickej $tudii fazy |l bola testovand bezpecnost a efektivita DNA vakciny VGX-3100,
kédujuca proteiny E6 a E7 HPV16 a 17 (NCT01304524). DNA vakcina bola podana
intramuskularne elektroporaciou v 3 davkach (1., 4., 12. tyzden) Zzendm s cervikalny-
mi intraepitelovymi neoplaziami stupnia II/Ill. Vakcinu pacientky dobre tolerovali a na
zéklade histopatologickych a imunologickych analyz sa ukdzala zvy$end ucinnost u 50
% liecenych Zien [37]. V sucasnosti prebiehaju 2 klinické Studie fazy 11l po podani DNA
vakciny VGX-3100 (NCT03185013 and NCT03721978). V nasledujucej klinickej studii
fazy 1/1l bol testovany plazmid pVAXrcPSAv531 exprimujici neskrateny PSA protein
(NCT00859729). Plazmid bol intradermalne podany elektroporaciou pacientom s re-
lapsujucim karcindmom prostaty, ktori boli lieCeni radioterapiou a hormonadlnou te-
rapiou. Vakcina bola dobre tolerovana a aktivovala Specificki bunkovu aj protilatkova
imunitnd odpoved [38].
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Dalsie klinické vysledky $tadie | poukazali na U¢innost DNA vakciny pING-MAM-A
kédujucej protein mammaglobin-A (MAM-A), ktory sa exprimuje u 80 % pacientiek
s karcinémom prsnika. Vakcina bola podand intramuskularne v 3 ddvkach na 1., 4. a 8.
tyZzden pacientkam s metastazujucim karcinémom prsnika (NCT00807781). Vakcina
bola dobre tolerovand a preukdzala nasledovné pozitivne ucinky: a) zvySena tvorba
CD8* T-lymfocytov voci MAM-A, b) znizena hladina Treg-lymfocytov a nasledne IL-10,
c) zvySenie percenta prezivania bez progresie (PFS) v obdobi 6 mesiacov (53 % imu-
nizovanych vs. 33 % kontrola, p = 0,011) [39, 40]. Dal$ia DNA vakcina V930, ktora
exprimovala HER2/CEA bola testovana u pacientov s réznymi HER2*/CEA* solidnymi
tumormi stupna Il — IV (n=33). Vakcina bola podand i.m. elektoporaciou v 5 davkach
kazdych 14 dni. Klinicka Studia fazy | poukazala na aktivaciu bunkovej aj protilatkovej
imunitnej odpovede, avSak zvySena bunkova odpoved voci ciefovym antigénom sa
nepozorovala [41]. Sfubné vysledky klinickej fazy Il zaznamenala DNA vakcina expri-
mujlca PAP podana intradermalne spolu s GM-CSF pacientom s karcindmom prostaty
(n=17,NCT00849121). U 50 % pacientov sa aktivovala tvorba CD8* T-lymfocytov Spe-
cifickych voci PAP a u 70 % pacientov sa nezistila tvorba metastaz po roku od vakcina-
cie (www.clinicaltrials.gov).

V poslednych 2 rokoch sa zacinaju vo vacSej miere testovat tzv. personalizované
DNA-vakciny, ktoré exprimuju okrem znamych nadorovych antigénov aj tzv. neoanti-
gény. V klinickej studii fazy | bola testovana DNA vakcina kodujuca fragment scFv pa-
cienta naviazaného na fragment C tetanického toxinu. Vakcina bola podana pacientom
s mnohopocetnym myelémom v 6 ddvkach i.m. po chemoterapii alebo transplantacii
kostnej drene. Vysledky ukazali, Ze 84 % pacientov aktivovalo zvySenu tvorbu bunko-
vej imunitnej odpovede a u 64 % sa zvysil median celkového prezivania pri sledovani
do 85,6 mesiaca [42]. V sucasnosti su v klinickom testovani fazy I/1l dve personalizova-
né DNA vakciny u pacientiek s karcinémom prsnika (NCT02348320 a NCT03199040),
personalizovana DNA vakcina v kombindcii s terapiou inhibitorov kontrolnych bodov
u pacientov s karcinomom prostaty (NCT03532217), personalizovana DNA vakcina
v kombinacii s chemoterapiou u pacientov s karcindmom pankreasu (NCT03122106)
a personalizovana DNA vakcina v kombinacii s terapiou inhibitorov kontrolnych bodov
u pacientov s karcindomom obliciek (NCT03598816).

Onkolytické virusy patria medzi dalSie pristupy v protinadorovej liecbe najma so-
lidnych tumorov. Vyhodou aplikacie onkolytickych virusov je, Ze priamo lyzuju nadoro-
vé bunky bez nutnosti poskodenia zdravého tkaniva. Okrem priamej lyzy nddorového
tkaniva onkolytické virusy aktivuju prirodzené a ziskané imunitné mechanizmy proti-
nadorovej imunity, ktoré prispievaju k dalsej eliminacii nddoru. Medzi virusy s onkoly-
tickym potencialom patria adenovirusy, virus vakcinie, herpetické virusy a retrovirusy.
V klinickej praxi sa za¢ali v protinadorovej lieCbe pouZivat geneticky modifikované her-
petické virusy [43]. T-VEC (talimogene laherparepvec, CA, USA) je atenuovany HSV-1
virus (kmen JS1) s deléciou v géne ICP34.5 (faktor neurovirulencie), ICP47 (inhibuje
prezentaciu antigénov) a zvySenou expresiou US11 (zvySuje replikaciu HSV-1). Sucas-
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tou atenuovaného virusu je sekvencia kodujica GM-CSF [44]. T-VEC bol ako jediny
schvéleny FDA v roku 2015 v terapii pacientov s neresekovatelnym progredujicim
melanédmom koZe bez odpovede na konvencnu lie¢bu. Vakcina sa podava injekéne
priamo do nadoru na 1. den, 4. tyzden a kazdé 2 tyZzdne po dobu najmenej 6 mesiacov.
Vysledky klinickej $tadie fazy 11l poukazali na predizenie medianu celkového prezivania
u pacientov o 4,4 mesiaca (median OS po aplikacii vakciny bol 23,3 mesiaca vs. 18,9 u
skupiny s podanym GM-CSF) [45]. V sucasnosti sa T-VEC vakcina testuje v liecbe inych
druhov melanémov a dalSich druhov solidnych nadorov ako napr. karcindmu pan-
kreasu, prsnika, hrubého creva, konec¢nika a metastatického skvamdzneho karcindmu
hlavy a krku [46]. Perspektivou je podavanie T-VEC vakciny v kombindcii s inymi druh-
mi imunoterapie réznych druhov nadorov. Prebiehaju nasledujuce klinické studie fazy
Il: T-VEC v kombinacii s pembrolizumabom (mAb proti PD-1) u pacientov s metasta-
tickym sarkdmom (n=26, NCT03069378) a T-VEC v kombinacii s nivolumabom (mAb
proti PD-1) u pacientov s lymfomami a nadorov koze inych ako melanédmov (n=68,
NCT02978625).

Vakcinacia dendritovymi bunkami (DC) predstavuje dalSiu slubnt stratégiu v liec-
be nadorov. Dendritové bunky patria medzi vyznamné bunky protinddorovej imuni-
ty. Ako profesionalne bunky prezentujice antigén dokazu prezentovat nadorovy an-
tigén a aktivovat aj CD4* aj CD8* T-bunkovd imunitnd odpoved. Dendritové bunky
sa zacali vyuZivat v experimentalnej lieCbe nadorov pred viac ako 20 rokmi, odvtedy
doslo k viacerym technickym pokrokom pri ich priprave. V lieCbe sa vyuzivaju najma
dendritové bunky pripravené maturaciou monocytov a inych DC prekurzorov (PBMC)
in vitro izolovanych od pacienta leukaferézou. Prekurzory DC su najprv kultivované
v pritomnosti GM-CSF a IL-4 za vzniku nezrelych DC po dobu 2 - 5 dni. Po aktivacii DC
nadorovymi antigénmi (24. — 48. hod.) a ich maturacii v pritomnosti LPS alebo IFN-y sa
takto pripravené DC aplikuju pacientovi roznymi cestami (intradermalne, subkutanne,
intravendzne, intranodalne) [47]. Prvou a doteraz jedinou terapeutickou vakcinou vy-
uzivajucou dendritové bunky je od roku 2010 Sipuleucel-T. Vakcina sa pouziva v liecbe
pokrocilého metastatického karcindomu prostaty. Dendritové bunky pacienta pripra-
vené z prekurzorov su stimulované in vitro fuznym proteinom PAP. Vysledky klinickej
$tudie fazy 1l poukazali na predizenie medianu celkového prezivania u pacientov o 4,1
mesiaca (median OS po aplikdcii vakciny bol 25,8 mesiaca vs. 21,7 u skupiny s place-
bom) a znizenie relativneho rizika Umrtia 0 22% (p=0,02) [48].

V sucasnosti su v klinickom testovanifazy |, Il a lll viaceré DC vakciny v lieCbe roznych
druhov nadorov, ktoré sa lisSia vyberom nadorového antigénu (napr. lyzaty nadorovych
buniek, nadorovo-$pecifické antigény a neoantigény). Vysledky tychto testovani su
podrobne zhrnuté v ¢lanku Mastelic-Gavillet et al., 2019 [49]. V klinickom testovani
fazy 1l je vakcina DCVax-L. Testuje sa u pacientov s novodiagnostikovanym glioblas-
témom, ktori podstupili liecbu chemoterapiou a radioterapiou (NCT00045968). DC-
bunky pacienta pripravené z prekurzorov su stimulované autolégnym lyzatom buniek
nadoru. Vakcina sa podava intradermalne 6-krat v prvom roku liecby a 2-krat rocne
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v daldom roku lie¢by. Klinické skusky poukazali na predizenie celkového preZivania u
pacientov o 8,1 mesiaca (medidan OS po aplikacii vakciny bol 23,1 mesiaca vs 15-17
mesiacov u skupiny s placebom) [50].

V sucasnosti sa vyvija druhd generacia DC vakcin obsahujuca subpopulacie DC-
buniek izolovanych priamo z krvi pacienta (CD11c* mDC a CD123* pDC). Zistilo sa, ze
tieto subpopuldacie aktivuju efektivnejSiu imunitnd odpoved v porovnani s prekurzor-
mi DC buniek [51]. Vysledky klinickej Stadie fazy | poukazali na imunogénnost a to-
leranciu DC vakcin druhej generacie u pacientov s metastatickym melanémom [52],
karcindmom prostaty [53] a ALL [54].

Zaver

Stav imunitného systému ma rozhodujicu ulohu v obrane organizmu proti vzni-
ku a rozvoju nadorového procesu. DetailnejSie poznanie protinddorovych imunitnych
mechanizmov prinieslo vyznamné pokroky v prevencii a liecbe onkologickych chordb.
Imunoterapia sa v sucasnosti stava popri chirurgickej liecbe, radioterapii a chemote-
rapii plnohodnotnou liecebnou metédou s velkou perspektivou. Nové moznosti imu-
noterapie zahfnaju inhibiciu imunitnych kontrolnych bodov (CTLA-4, PD-1, PD-L1),
vakcinaciu (DC-vakciny) a adoptivnu bunkovu terapiu vyuZivajucu modifikované CAR
T-bunky. Heterogenita mikroprostredia nadorov poukazuje na to, Ze buducnost lieé¢-
by nadorov bude spocivat v personalizovanej terapii. Znamena kombindciu viacerych
stratégii protinadorovej terapie ,usiti” na mieru pacienta. V sucasnosti prebiehaju
viaceré klinické Studie, ktoré vyhodnocuju rézne spésoby imunoterapie, ich kombina-
ciu s inymi liecebnymi postupmi a optimalne moznosti nacasovania. Sfubné vysledky
zaznamenala protinddorova terapia vyuZzivajlca inhibiciu imunitnych kontrolnych bo-
dov CTLA-4 a PD-1 v kombindcii s radioterapiou, chemoterapiou alebo DC vakcina-
mi. Dal3ia stratégia v liecbe naddorov bude zamerana na identifikiciu neoantigénov
pacienta metddou sekvenovania exozomov. Poznanie biomarkerov naddorového pro-
stredia umozni zvolit optimalnu kombinaciu terapie, ¢o predstavuje vyznamny ciel
klinickej praxe v buducnosti.
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TRAUMATICKE POSKODENIE MOZGU U HRACOV LADOVEHO HOKEJA
IDENTIFIKACIA MOLEKULOVYCH MARKEROV A DRAH

Téth 1.%, Parnican S.!, Matyasova K.2, Babindakova N.2, Porubska S.2,
Cente M2, Filipéik P.2
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Abstrakt

Urazy hlavy a krku ¢asto vedu k traumatickému poskodeniu mozgu (TPM), ktoré
mbze mat chronické a dlhotrvajlice nasledky. K najvaznejsim dosledkom mierneho,
ale predovsetkym opakovaného TPM patria neuro-psychiatrické pripadne neurodege-
neracné choroby, ktoré dodnes este nie su lieCitelné. Aj napriek existujucim vaznym
rizikdm sa pacient po TPM vracia do beZzného Zivota na zdklade subjektivneho po-
sudenia svojho zdravotného stavu. Pomocou psychologickych a kognitivnych testov,
obrazovej analyzy a neurologického vySetrenia je sice mozné identifikovat poskode-
nie centralneho nervového systému, avsak tie nie su spolahlivé pre stanovenie Casu
ukoncenia liecby a urcenie bezpecného navratu do bezného Zivota. Pre tento ucel
by boli najvhodnejsie molekulové biomarkery, ktoré je mozné presne kvantifikovat,
a to najlepsie v periférnej krvi, plazme alebo inych mimo-bunkovych tekutinach. Ta-
kéto idealne biomarkery vSak doposial neexistuju. Preto je ciefom experimentalneho
vyskumu najst spolahlivé a objektivne meratelné molekulové markery pre vylic¢enie
rizika pred¢asného ukoncenia liecby TPM.

Velmi vyznamnou skupinou populacie vystavenej zvySenému riziku TPM su hraci
kontaktnych Sportov, napriklad ladového hokeja. Je to jeden z najrychlejsich kolek-
tivnych Sportov na svete. Otrasy mozgu su pri nom casté a vznikaju hlavne vtedy, ked'
hrac necaka fyzicky kontakt, ked' nie je pripraveny na suboj, alebo sa uz svalovo uvol-
nil napriklad po prihravke alebo po strele. K Gdrazom hlavy a naslednému TPM vsak
v l[adovom hokeji dochadza pravidelne a pocetnost Urazov pocas sezdny je na zaklade
Statistickych udajov predvidatelna. Hokejisti st idedlnou skupinou ludskej populacie,
v ramci ktorej je moziné identifikovat panel molekulovych biomarkerov pre sledova-
nie priebehu liecby po uUraze hlavy a stanovenie Casu bezpecného navratu do hry.
Molekulova analyza periférnej krvi povedie nielen k navrhu diagnostického testu aj
pre pacientov vSeobecnej populacie, ale aj k pochopeniu mechanizmov indukovanych
Urazom. Poznatky ziskané analyzou krvi hokejistov budd mimoriadne cenné nielen
pre hracov samotnych, ich hracsku kariéru, ale najdu vieobecné uplatnenie v beznej
populdcii pri diagnostike pacientov po Urazoch hlavy a krku.

Klticové slova:
traumatické poskodenie mozgu, ladovy hokej, biomarkery, miRNA, signalne drahy
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Summary

The impact on the head and neck can often lead to traumatic brain injury (TBI),
which can have chronic and long-term consequences. Neuro-psychiatric or neuro-
degenerative diseases are among the most serious consequences of mild (single or
repeated) TBI, which are not yet treatable. Despite the serious risks involved, the
patient returns to normal life after TBI based on a subjective assessment of his / her
health conditions. Although psychological and cognitive tests as well as neuroimaging
and neurological examination can identify central nervous system damage, they are
not reliable in determining the time of treatment termination and determining a safe
return to normal life. Molecular biomarkers that can be accurately identified and qu-
antified are most suitable for this purpose, preferably in peripheral blood, plasma or
other non-cellular fluids. However, such ideal biomarkers do not yet exist. Therefore,
the major aim of experimental research of many laboratories is to find reliable and
objectively measurable molecular markers to avoid the risk of premature discontinu-
ation of TBI therapy. A very important group of the human population exposed to an
increased risk of TBI are contact sports players, such as ice hockey players. It is one of
the fastest team sports in the world. Concussion of the brain is frequent and occurs
mainly when the player does not expect a physical encounter, when he is not ready
to fight, or has already relaxed muscularly in a specific part of game. Head injuries
and subsequent TBI occur regularly and predictably in ice hockey. Hockey players are
therefore an ideal group of the human population in which a panel of molecular bio-
markers can be identified to monitor the course of treatment after head trauma and
determine the safe return time to the game. Molecular analysis of peripheral blood
can lead not only to the design of a diagnostic test for patients of the general popula-
tion, but also to an understanding of the mechanisms initiated by a head injury. The
knowledge gained by hockey players’ blood analysis will be extremely valuable not
only for the players themselves, their sport career, but will find an application in the
general population, in the diagnosis of patients after head and neck injuries.

Key words:
traumatic brain injury, ice hockey, biomarkers, miRNA, signalling pathways

Uvod

Urazy hlavy a krku sG primarnou pri¢inou traumatického poskodenia mozgu.
TPM sa prejavuje velmi Sirokym spektrom priznakov a vo vSseobecnej ludskej populacii
predstavuje velmi vazny zdravotny problém. Podla Statistik postihuje v celosvetovom
meradle 3-4 milidny ludi rocne, pricom jeho presna biochemicka diagnostika a urce-
nie stupna poskodenia je stale nepresné a malo spolahlivé (Phillips, S. a Woessner, D.
2015; Kulbe, J.R. a Geddes, J.W. 2016). Aj ked vSetky dosledky akutneho alebo opako-
vaného TPM nie su doposial presne popisané, je zndme, Ze indukuje cell sériu neuro-
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logickych konsekvencii sprostredkovanu hlavne neurozapalom zahfiajucim aktivaciu
CNS-rezidentnych, gliovych, imunitne aktivnych buniek ako aj aktivaciu periférnych
zloziek imunitného systému (Ling et al. 2015). Délezité je, Ze nielen opakované, ale aj
jednorazové a mierne traumatické poskodenie mozgu (mTPM) mdze viest k chronickej
degeneracii CNS.

Specidlnou skupinou ludskej populacie v ramci ktorej sa TPM vyskytuje &asto
a predvidatelne su Sportovci hrajuci kontaktné Sporty ako su napriklad futbal, ho-
kej, box a mnohé dalSie. U hracov ladového hokeja ide o sporadicky Sportovy Uraz,
ktory sa vyskytuje v priebehu sezény pomerne casto. Vazne ohrozuje zdravotny stav
hraca a na dlhsi ¢as ho eliminuje z tréningov i zapasov. Byva to spravidla niekolko
tyZzdnov az mesiacov. Pocas lieCby prechadza hrac roznymi fazami, pricom u kazdého
hraca prebieha liecba individudlne. Zraneny hrac sa citi pocas rekonvalescencie sub-
jektivne celkom dobre, to vsak byva castokrat klamlivé. Vacésinou si neredlne naho-
vdra predcasné zlepSenie svojho zdravotného stavu a tuzi po ¢o najskorSom navrate
na fad. Jeho ndsledné pokracovanie v zapasovom alebo v tréningovom procese byva
podmienené subjektivne, pretoZze okrem neuro-kognitivnych testov neexistuju dalsie
spolahlivé a objektivne meratelné parametre. Preto sa po zlepS$eni zdravotného stavu
hraca vykonavaju tzv. skuSobné fazy fyzického navratu do tréningového procesu. Je to
viak metdda , pokus—omyl“, ktord mdze mat vaziny vplyv na neskorsi Sportovy vykon
i celkovy zdravotny stav hraca.

Zo Statistik a osobnych udajov hokejovych trénerov je zname, Ze v jednej sezéne
(¢o predstavuje priblizne 55-60 zdpasov za 7-8 mesiacov), dochadza v jednom muz-
stve (20-22 hokejistov) k vaZznym zraneniam hlavy a krku asi 3-4 krat. Ide o poranenia,
pri ktorych je nutné po podani prvej pomoci odviest hraca zdravotnou zdchrannou
sluzbou do nemocnice, kde mu je poskytnuté dalSie oSetrenie s naslednym Specific-
kym diagnostickym vySetrenim zahffajucim o. i. CT. Zraneny ostava na pozorovani a
dizka lie¢by byva 2-3 dni a? 1-3 tyzdne. Pre navrat do tréningového procesu je po-
trebné, aby Specifické znaky Urazu pominuli a hracovi nehrozili nepriaznivé dosledky,
sposobené predcasnym navratom na fad. Aj napriek intenzivnemu vyskumu dodnes
neexistuje spolahlivy diagnosticky test pre spolahlivé urcenie ¢asu pre bezpecny na-
vrat do hry (Zetterberg, H. a Blennow, K. 2015).

Hokejisti su idealnou skupinou fudskej populdcie, v ramci ktorej je mozné identifi-
kovat panel molekulovych biomarkerov pre sledovanie priebehu liecby TPM a stano-
venie ¢asu bezpecného ndvratu do bezného Zivota, resp. do hry, ¢o je dolezité hlavne
preto, Ze opakovany Uraz este nedolie¢eného hraca predstavuje riziko trvalého posko-
denia mozgu.

Ladovy hokej — kontaktny Sport s castym vyskytom trazov hlavy

V ladovom hokeji sa ¢asto vyskytuju pripady kedy hokejisti mavaju vo svojej Spor-
tovej kariére viacero otrasov mozgu, a to v roznych ligovych fazach sutaze (zakladna
Cast, nadstavba, play-out a play-off). Obzvlast kritické pripady traumatickych posko-
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deni hlavy a krku byvaju hlavne tie opakované, ale zvlastnu pozornost si zasliZia aj
postoje hracov k vlastnym zraneniam a Urazom, a to najma v zévere sutaZi (pocas
play-off). Vtedy hraéi z dévodu sutazivosti, vonkajsej i vnatornej rivality, maju silné
tendencie hrat za kazdu cenu a nastlpit do zapasu ¢o najskér. Je znamy pripad, Ze
v sezdne 2018-2019, sa obranca findlového muizstva najvyssej slovenskej hokejovej
sutaZe muZov po otrase mozgu pokusal vratit na l'ad, aj ked' na to objektivne nebol
pripraveny. Podla rozhovoru pre tla¢ sa hra¢ vyjadril nasledovne: ,Aj ja som pat-
ril k hrdcom, ktori mali zdravotné problémy, konkrétne otras mozgu. Zacalo sa to uz
v 5. semifindlovom zédpase. Snazil som sa to prekonat, preto som nenastupil do Sies-
teho. V siedmom som sice hral, no pocas neho som odstupil. Aj neskoér som to este
skusal, ale nebolo to dobré. Ak by sa to nestalo v play-off, ale v zakladnej ¢asti, tak by
som urcite mal dlhSiu pauzu. Nemali sme vsak az taky Siroky kader, navyse som chcel
muzstvu ¢o najviac pomoct.” (teraz.sk, 2019).

Velmi nebezpecny byva superov tvrdy fyzicky najazd s nakorculovanim v tzv. ,mrt-
vom uhle” Ide o uhol ndjazdu agresivneho hraca na protihraca, v ktorom ho protihrac
v zornom periférnom uhle vobec nevidi a neocakdva Ziaden suboj. Po takomto ne-
dovolenom zakroku supera hra¢ neovladane a nekoordinovane pada na tvrdu lado-
vu plochu ¢i inu prekazku. Po naraze a pade byva najhorsi protipohyb hlavy a krku
vzhladom na pdd a uder o lad ¢i plexisklo s mantinelom a mantinel. V podstate ide
o akény a reakény nekontrolovany pohyb samotnej hlavy hokejistu, hoci je chranena
v hokejovej prilbe. Takto vznikd otras mozgu v dutine lebecnej. Tymto mechanizmom
vznikaju vazne traumatické zmeny v mozgu. Znamy slovensky Sportovy lekar popisuje
takéto situacie na priklade boxerov nasledovne: ,,Vinou uderov sa mozog, obuchava o
vnutornu stenu lebecnej kosti, vznika zakrvacanie, ktoré sa nasledkom viacerych ude-

spOsobi narusenie doleZitych Zivotnych funkcii” (Malovic P., 2019).

Specifika traumatického poskodenia mozgu

Je pozoruhodné Ze v pripade jednorazového TPM sa vacsSina (priblizne 70-80%)
pacientov spontanne uzdravi. Ak déjde k opakovaného urazu, mozné komplikacie
velmi vyrazne narastaju a vacsina pacientov modze zacat trpiet vaznymi poruchami
centralneho nervového systému. BeZne sa to stdva v pripadoch urazov hlavy nielen u
kontaktnych Sportovcoy, ale aj pri urcitych formach nasilia.

V sucasnosti nemame k dispozicii molekulové markery, pomocou ktorych by bolo
mozné objektivne, $pecificky a dostato¢ne citlivo identifikovat pacienta v riziku poten-
cidlnych komplikacii nasledujucich po TPM. Chyba aj efektivna terapia TPM a spolah-
livé posudenie rizikového stavu pacienta. Preto je velmi dblezité zamerat experimen-
talny vyskum na vyvoj metddy pre stratifikdciu pacientov po traumatickom poskodeni
mozgu a identifikaciu molekulovych markerov, ako aj potencidlnych terapeutickych
cielov pre personalizovanu liecbu a prevenciu neurodegeneracie indukovanej trauma-
tickym poskodenim mozgu.
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Cielovym tkanivom pre analyzy na posudenie zdravotného stavu pacientov moze
byt mozgovomiesna tekutina, ale aj periférna krv, pripadne iné mimotelové tekutiny
- teda v lahko dostupny zdroj biologického materidlu. Je zname, Ze do krvi sa z mozgu
vyplavuje mnoiZstvo biomakromolekul, ktoré by mohli sluZit nielen diagnosticky, ale
aj prognosticky. Je to velmi vyznamné, kedZe je to popri neuro-kognitivnom vysSetreni
jedingym moznym signdlom, ktory po TPM mame k dispozicii. Potencial molekulovej
analyzy plazmy pacientov po TPM je v tom, Ze umozni identifikovat molekulové dréhy,
ktoré vedi k dvom diametralne odliSnym stavom, a to (1) na jednej strane k me-
chanizmom vedtcim k spontannemu uzdraveniu po TPM a na druhej strane k (2)
molekulovym procesom typickym pre najrannejsSiu fazu neuropatie. Je zrejmé, ze
kombindciou dat z tychto dvoch tak odlisnych stavov bude mozné nielen navrhnut
stratifikaciu pacientov po TPM, ale porozumiet vyvoju neuropatoldgie a v dlhodobom
horizonte navrhnut efektivnu terapeutickd stratégiu pre pacientov po TPM.

Molekulové mechanizmy vedtice k neuropatii

Je vSeobecne zndme, Ze konverzia proteinov z fyziologickej na patologickd formu
je jednym zo zakladnych molekulovych mechanizmov podmienujucich vznik a progre-
siu zavaznych ochoreni centralneho nervového systému (CNS). Porucha v proteostaze
nervovych buniek moze byt podmienend geneticky, avSak vo viac ako 90% pripadoch
je to vplyvom prostredia, a to prostrednictvom celého spektra rizikovych faktorov.
Ak organizmus pomocou repara¢nych mechanizmov nedokaze proteostazu opatovne
nastolit, dochddza k chorobnym prejavom. Dodnes nie je zndme kedy, kde presne,
a akym sp6sobom dochadza k patogénnej konverzii pévodne solubilnych neuroprote-
inov na vysokomolekulové nerozpustné proteinové agregaty. Preto choroby CNS ako
napriklad demencia a neurodegeneracie roznych typov, nielen Ze su neliecitelné, ale
ani ich dostatocne presna diferencidlna ante-mortem diagnostika nie je doposial moz-
na (Fransquet P.D. et al. 2017; Sheikh-Bahaei N. et al.2017).

Existuju dva hlavné d6vody, prec¢o doteraz nemame k dispozicii ani lie¢iva, ani spo-
[ahlivé a véasné biomarkery véZnych poruch a choréb CNS. Prvym je skutocnost, Ze vy-
sledky ziskané v animdlnych experimentalnych modeloch nie st vidy dobre translato-
vatelné na ¢loveka (Wendler A. and Wehling M. 2017; Li C. and G6tz J. 2017). Mnohé
terapie CNS su velmi efektivne na mySiach alebo inych experimentalnych zvieratach,
avsak na fudoch zlyhavaju. SU zname mnohé priklady z oblasti lie¢by neuropsychiat-
rickych chorob, kedy molekula s velmi dobrym bezpecnostnym profilom a velmi dob-
rou efektivitou vo zvieratach, nielenze nefungovala u fudi, ale mala aj mnohé neziadu-
ce Ucinky a klinické testy museli byt zastavené (prehlad: Liu YH et al. 2015). Druhym,
pochopitelnym, dovodom je nedostupnost [udského mozgového tkaniva. Pracovat
s fudskym materidlom je mozné az po pomerne dlhom &ase post-mortem. Pritom de-
gradacné procesy rychlo postupuju a radikalne menia vlastnosti tkaniva a biomolekaul,
o stazuje interpretéciu vysledkov.

Neinvazivnych moznosti vyskumu CNS je velmi madlo a odhliadnuc od zobrazova-
cich technik, nezostdva pre experimentalnu (napr. molekularne-biologicku a bioche-
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micku) analyzu vela dostupnych zdrojov: cerebrospinalna tekutina, plazma, sliny a iné
telesné tekutiny. KedZe mnohé neuropsychiatrické ochorenia sa vyvijaju pomaly a po-
stupne celé roky alebo desatrocia, nie je prakticky realne skimat u ¢loveka etiopato-
genézu tychto choréb ako taku, pomocou extraceluldrnych tekutin a tkaniv. Nevieme
dopredu povedat kto a kedy za¢ne trpiet neuropatiou. Vyvoj neuropatie je velmi po-
maly a nendpadny. Prave preto, je dolezité zamerat sa najméa na akutne stavy po TPM.

Traumatické poskodenie mozgu (TPM) je velmi vzacnou vynimkou, ktora posky-
tuje neurobiolégom dostupny experimentalny material aj pre ante-mortem stddium
molekulovych mechanizmov prebiehajucich v CNS.

V skutocnosti patri TPM k najvaznejsim rizikovym faktorom viacerych typov neu-
ropatii, v€itane chronickych neurodegeneracnych choréb. Je zndme, ze TPM spbso-
buje tzv. ,poranenim indukovanu neurodegeneraciu® (Washington,P.M. et al. 2016;
Johnson, V.E. et al. 2017), ale predovsetkym spdsobuje chronickd traumatickd ence-
falopatiu (CTE), neurodegeneracné ochorenie, ktoré bolo iba nedavno, na zaciatku 21.
storocia popisané ako nova klinicko-patologicka jednotka, diagnostikovana u hracov
amerického futbalu a profesionalnych zapasnikov (Omalu, B.l. et al. 2005; 2010). Tak-
mer desat rokov bolo toto ochorenie, vznikajlce po uraze hlavy, popisované velmi
nejasne. Narodny Ustav pre vyskum neurologickych choréb (NINDS) nakoniec v roku
2015 stanovil jeho presnu neuropatologicku definiciu (McKee, A.C. et al. 2016). Ok-
rem hracov amerického futbalu a profesionalnych zapasnikov bola CTE diagnostiko-
vana aj u hracov baseballu, rugby, u vojakov z povolania a hokejistov, avSak vylu¢ne
iba post-mortem (McKee, A.C. et al. 2014). Neddvno publikované udaje ukazuju ze
CTE je neuropatologicky diagnostikovana az u 87% vysetrovanych hra¢ov amerického
futbalu réznych kategérii, priCom az v 99% pripadoch, ak sa jednalo o profesionalov
americkej NFL (110 zo 111 testovanych pripadov) (Mez J. et al. 2017).

Pomocou novodobych nastrojov systémovej biolégie bolo experimentdlne po-
tvrdené, Ze zmeny v parenchyme mozgu po TPM sa vo vyznamnej miere odrazaju
aj na periférii. Vysledky komplexného studia u zvierat s TPM (transkripéna aktivacia,
epigenomicky program, signalne drahy) ukazuju, Zze zmeny v hipokampe indukované
experimentalnym traumatickym poskodenim mozgu su vysoko homologické so zme-
nami pozorovanymi v periférnych lymfocytoch (Meng Q. et al. 2017; Kulbe, J.R. and
Geddes, J.W.,, 2016).

KedZe TPM spusta neurodegeneraciu, su periférne tkanivd vzacnym zdrojom in-
formacii pre poznanie molekulovych mechanizmov prebiehajucich v ¢ase tesne po
indukcii, a teda odrazaju pociato¢nu fazu neuropatie (Redell, J.B. et al. 2010). Je to
experimentalna situacia (a sucasne aj faza zdravotného stavu pacienta s TPM), kto-
réd umozriuje cielene analyzovat dostupné fudské tkaniva a extracelularne tekutiny
(napriklad periférne krvné mononukledrne bunky, krvnu plazmu, sliny a dalsie), a su-
Casne aj odévodnene predpokladat resp. extrapolovat na priebeh patologickych de-
jov v mozgu, v tkanive pre takuto analyzu nedostupnom (Pasinetti, G.M. et al. 2010;
Meng Q. et al. 2017).
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Je zaujimavé, ze CTE je tauopatiou, ktora sa v niektorych zdsadnych znakoch po-
doba na Alzheimerovu chorobu, progresivnu supranuklearnu obrnu, amyotroficku
lateralnu sklerézu a niektoré dalSie neurodegeneracné choroby. Vyznacuje sa tym,
Ze mozog jedincov postihnutych CTE obsahuje neurofibrilarne klbka (NFT), pozostava-
juce z patologicky posttranslacne modifikovaného proteinu tau. Je zndme, Ze denzita
NFT priamo umerne koreluje s intelektualnym poklesom u pacientov s AD (Braak, H.
a DelTredicci, K. 2012). V neurdnoch CNS u pacientov s TBI, teda dochadza k mole-
kulovému presmyku fyziologickej formy s mikrotubulami asociovaného proteinu tau
na patologickd nerozpustnu formu. Tato forma tau p6sobi intraceluldrne ako ,seed”,
v cytoplazme neurénov dochddza k akumulacii takto modifikovaného tau proteinu,
k tvorbe vysokomolekulovych proteinovych agregadtov a konecnym ddésledkom je
apoptoza a nasledne smrt neurdnov, aktivacia mikroglie, silny neurozépal a nasledny
ubytok tkaniva CNS, typicky pre vSetky neurodegeneracné choroby.

Tau protein v jeho agregovanej forme je mozné degradovat proteazomom iba Cias-
tocne (Opattova, A. et al. 2013). Dokonca ani autofago-lyzozémova eliminacia vysoko-
molekulovych proteinovych agregatov nie je efektivna, a teda agregovany tau prote-
in (ale aj jeho monomérne post-translacne modifikované formy) sa z poskodenych
neurénov uvoliiuje do extraceluldrneho priestoru. Je to exozomalne determinovany
proces. Jedna z ciest extracelularneho tau vedie aj do neurénov nachadzajucich sa
v blizkosti, ¢im sa patologicky proces Siri z neurénu na neurén (Clavaguera, F. et al.
2014). Okrem toho je zndme, Ze patologickd forma tau je secernovana (este stale)
Zivymi neurénmi, a to exocytézou. Dostdva sa do cerebrospinalnej tekutiny a odtial do
krvného obehu (Avila, J. et al. 2014). Deje sa tak aj po TPM a je snahou viacerych pra-
covisk vyuZit meranie plazmatickych hladin tau proteinu a inych neuroproteinov ako
su napriklad neurofilament-L, S100B, GFAP, NSE a UCH-L1 ako periférnych biomarke-
rov poskodenia mozgu (Zetterberg, H. a Blennow, K. 2015; Gill J. et al. 2017; Mondello
Setal. 2017; Thelin E.P. et al. 2017).

Napriek tomu, Ze proces patogenézy neurodegenerdcie je v hrubych ¢rtach uz
popisany, nepozname detaily molekulovych mechanizmov, ktoré k nemu vedu. Je
zname, Ze tento proces je aktivny a moze byt spusteny traumatickym poskodenim
mozgu. Je velmi pravdepodobné, Ze kriticku ulohu v tomto procese zohravaju malé
nekddujuce RNA.

Malé nekddujice RNA - kl'i€om k poznaniu molekulovych mechanizmov

indukovanych traumatickym poskodenim mozgu

Malé nekddujuce molekuly RNA (miRNA) su velmi bohatym zdrojom informdcii.
Reguluju expresiu mnohych génov a patria medzi epigenetické faktory ovplyviujuce
patogenézu mnohych choréb. Okrem vyssSie spomenutych neuroproteinov, su slubny-
mi kandidatmi na periférne markery traumatického poskodenia mozgu. St to 21-23
bazovych péarov dlhé RNA, ktoré sa viazu na 3’-neprekladanu oblast génov a vedu k
degradacii mRNA cielovych génov. Ich existencia bola objavena koncom 20 storocia
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(Lee et al. 1993). Na zaklade sekven¢nej homoldgie dokazu viazat mediatorovi RNA,
oznadit ju pre degradaciu, a tak inhibovat syntézu proteinov. MiRNA su transportova-
né medzi bunkami pomocou exozomov, ektozémov alebo ako sucast lipoproteinovych
komplexov. Vazba s lipoproteinmi a enkapsulacia vo vezikulach chrani miRNA pred
degraddciou, ¢im su takto stabilizované a prirodzene sa Siria v extraceluldarnom pro-
stredi. Ich regulac¢na funkcia sucasne poukazuje na signalne drahy, ktoré sa zapajaju v
procese patogenézy mnohych ochoreni, v¢itane neurodegeneracnych.

Zmeneny profil expresie miRNA bol pozorovany pocas viacerych patologickych sta-
vov, vratane chronickych neurologickych ochoreni (Leidinger, P. et al. 2013; Grasso, M.
et al. 2014). Rovnako ako neurodegeneracné zmeny, aj TPM spOsobuje dereguldciu
hladin miRNA (Jin X. F. et al. 2013; Lei, P. et al. 2009). U pacientov s tazkou formou
TPM boli v sére zaznamenané zvySené hladiny miR-93, miR-191 a miR-499 (Yang, T. et
al. 2016). Okrem toho bol namerany signifikantny narast v expresii miR-16 a miR-92a
v plazme fudi po TPM (Redell, J.B. et al. 2010). Doterajsie vysledky naznacuju, Ze pro-
fily niektorych miRNA su asociované s neurologickymi prejavmi TPM a naznacuju tak
potencial panelu miRNA byt vyhodnym markerom traumatického poskodenia mozgu.

Doterajsie Studie o TPM a miRNA sa nezaoberali hfadanim signalnych ciest, ktoré
su deregulovanymi ucinkom narusenych hladin miRNA, ale ostavaju na Urovni navrhu
Specifickych miRNA ako biomarkerov pre TPM. Myslime si Ze identifikacia deregulo-
vanych miRNA, je nevyhnutnym, ale len prvym krokom v tomto vyskume. Podstatna
je identifikacia signdlnych drah a molekulovych mechanizmov indukovanych TPM.
Samozrejme nevyhnutnou stc¢astou vyskumu je ich validacia. Napriek tomu, Ze v lite-
rature je doposial len velmi malo Udajov o deregulacii génovej expresie ako nasledku
TPM, je redlne predpokladat, Ze spojenim optimalneho experimentalneho modelu
(plazma hokejistov po Uraze hlavy), presnej spolahlivej kvantifikacie miRNA (pripadne
aj neuroproteinov) a relevantnej aplikacii najmodernejsich bioinformatickych postu-
pov, bude mozné pochopit molekulové mechanizmy preSmyku neuronalnych prote-
inov z fyziologickej formy na patologicku. Otvara sa tym $anca lepSie poznat etiopato-
genézu neurodegeneracnych ochoreni a moznost vypracovat navrh stratégii pre tera-
peutické ovplyvnenie neuropatogenézy v jej najskorsich fazach, kedy ma terapeuticka
intervencia najvacsiu $ancu na uspech.
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AKTUALNE MOZNOSTI BIOLOGICKEJ LIECBY BRONCHIALNEJ ASTMY

Hrubisko Martin
Onkologicky ustav sv. AlZzbety a Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava

Astma je chronickou, zvacsa celoZivotnou chorobou. Konvenénou farmakologic-
Liekmi prvej volby st inhalacné kortikosteroidy, mensia ¢ast pacientov odpoveda na
blokatory leukotriénovych receptorov, u tazsich pacientov pouzivame fixni kombina-
ciu inhalac¢nych kortikosteroidov s dlho-ucinkujlucimi beta-2 adrenergikami, ¢i uz v re-
Zime pevne stanovanej davky, alebo v reZime podla potreby. Podrobne sa aktualnymi
pristupmi k lie¢be zaoberaju smernice GINA Y, Priblizne 5 % pacientov vak ostava ne-
kontrolovanych (pretrvavaju symptémy aj sklon k exacerbdcii) napriek plne vytaZenej
liecbe. Systémové kortikosteroidy sa v sicasnosti odporuicaju iba ako zachranna liec-
ba, nie vsak ako prva volba v pripade tazkej, na standardnu liecbu refraktérnej astmy.
Ich dlhodobé podavanie nie je pre potencial neziaducich ucinkov vhodné. V pripade
nekontrolovanej astmy treba v prvom rade zhodnotit spolupracu pacienta, t.j. jeho
adherenciu k liecbe a reZimovym opatreniam. V pripade, Ze je lie¢ba plne vytazen3,
adherencia k nej optimalna a choroba napriek tomu ostava nekontrolovana, zvazuje-
me biologickd lie¢bu @,

Zakladnym predpokladom buddtcej ucinnosti biologickej liecby astmy je jej fenoty-
pizacia a zhodnotenie konkrétneho endotypu (obrazok 1). Hovori sa o liecbe Sitej na
mieru. Nie je to fraza, skutocne, ak sa spravne posudi endotyp choroby (t.j. prevlada-
juci imunologicky patomechanizmus) a podla neho sa zvoli adekvatny typ biologika, je
predpoklad, Ze aj pacient s najtazSou formou astmy méze Zit plnohodnotny Zivot bez
obmedzeni *2, Z vlastnej praxe mézeme uviest priklad, kedy sme pred rokmi prevzali
do starostlivosti 38 ro¢nu ucitelku s nekontrolovanou astmou, neschopnou vykonavat
svoju profesiu, s podanym navrhom na invalidny déchodok. Po zhodnoteni typu astmy
sme indikovali anti-IgE lieCbu, ktorej ucinkom sa choroba celkom stabilizovala, navrh
na invaliditu sa zrusil a pacientka aj vo svojich aktudlnych 51 rokoch pracuje na plny
uvazok, Zije zivot bez obmedzeni.

Prvym biologikom zavedenym do rutinnej praxe sa pred takmer 15 rokmi stal
omalizumab — monoklonova anti-IgE protilatka viazuca IgE molekuly tak, Ze sa tieto
nemoOzu naviazat na prislusné receptory. Nasledkom opakovaného podavania sa po-
stupne znizi hladina cirkulujucich IgE protilatok, dojde k de-expresii vysoko-afinitnych
receptorov pre IgE protilatky, klesa syntéza IgE a obmedzi sa aktivacia mastocytov
aj eozinofilnych granulocytov. Vzhladom k mechanizmu Gcinku je tato liecba efekt-
na u astmatikov s alergickou, dominantne IgE protilatkami sprostredkovanou formou
choroby ®), Preto je okrem zdvaZnosti choroby a vytaZzenej konvenénej lie¢by pod-
mienkou indikacie hladina celkového IgE nad 75 IU/ml a dbkaz $pecifickych IgE voci
celoroénym alergénom . Perspektivne sa v3ak tato indikacia omalizumabu pri astme
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Syndrém astma charakterizuje:

—variabilné a opakované symptémy

—variabilna a opakovana obstrukcia dychacich ciest Astma ako
—->bronchialna hyperreaktivita syndrém
—>zépal

Fenotypy charakterizuje
—klinicky obraz Fenotyp Fenotyp

>splstate alergicky nealergicky
—odpoved na konkrétnu lie¢bu

Endotypy -> konkrétny Specifick

epatofyziologicky mechanizmus Endotyp Endotyp
ealebo molekulové dréha eozinofilovy neutrofilovy

podla Lotvall, et al. Asthma endotypes: a new approach to classification of disease entities within the asthma syndrome. J Allergy Clin Immunol. 2011;127:355-360 - upravené

Obr. 1. Astma ako syndrom, hierarchia fenotypov a endotypov (podla @).

pravdepodobne rozsiri o jej perzistujucu formu ktord sa kombinuje s chronickou ri-
nosinusitidou s nosovymi polypmi. Pri tejto forme astmy sa sice zvy€ajne nedokazu
Specifické IgE protilatky voci environmentalnym inhalaénym alergénom, zistila sa vsak
lokdlna tvorba IgE proti stafylokokovym superantigénom. Predbezné vysledky zo stu-
dii st velmi sfubné - omalizumabom sa podarilo navodit nie iba stabilizaciu astmy, ale
zlepsil sa aj stav rinosinusitidy a pozorovalo sa zmensovanie az vymiznutie polypov .

Pri niektorych formach astmy so zavainym priebehom sa vSak nedokdze IgE spro-
stredkovany mechanizmus. Castym endotypom astmy je tzv. eozinofilové astma, ktord
moze ale aj nemusi byt spojena s IgE mechanizmom. V pripade tazkej perzistujucej
astmy s opakovane potvrdenou eozinofiliou viac ako 0,3 G/L krvi, najma ak sa za-
chyti vzostup eozinofilov v suvislosti s exacerbaciou choroby, sa méze zvazit anti-Il-5
liecba. Je vSeobecne zname, Ze interleukin IL-5 je pre eozinofily kiu¢ovym mediato-
rom. V sucasnosti sU na zaklade dobrych vysledkov klinickych Stddii schvalené pre
liecbu zavaznej eozinofilovej astmy 3 monoklonové protilatky ©. Mepolizumab a res-
lizumab su monoklonové protilatky proti IL-5, benralizumab je protilatka blokujuca
a-podjednotku receptora pre IL-5. Najviac pozitivnych skisenosti je s mepolizumbom,
ktory je po schvaleni zdravotnou poistoviiou mozné pouzivat aZ aj na Slovensku. Od-
poved na lie¢bu ré6znymi anti-IL-5 pripravkami je u réznych pacientov rézna. Zistilo sa,
Ze je eozinofily nie st homogénnou populaciou, v sucasnosti rozliSujeme tzv. home-
ostatické (regulacné) a inducibilné (zapalové) eozinofily "®. Kedze IL-5 riadi iba indu-
cibilné eozinofily, monoklonové protilatky proti tomuto cytokinu ako mepolizumab
neovplyviuju rezidentnld — homeostaticki populéciu eozinofilov ®9. Naopak, proti-
latky anti-IL-5Ra ako napr. benralizumab sp6sobuju depléciu vSetkych eozinofilov.
Buducnost a klinicka prax ukazu, ako su v roznych klinickych situaciach tieto rozdiely
medzi jednotlivymi pripravkami proti pésobeniu IL-5 vyznamné.
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Okrem IgE protildtok a IL-5 sa pri astme, resp. pri Th2 type zdpalu vyznamne uplat-
nuju aj cytokiny IL-4 a IL-13. Dupilumab je monoklonova protildtka proti spolocnej
alfa-subjednotke receptora pre IL-4 a IL-13, ¢im blokuje Géinnost oboch tychto cyto-
kinov. Povodne bol dupilumab vyvinuty na lieCbu atopickej dermatitidy, dalSie Studie
viak ukazali, Ze méze byt uc¢innou volbou endotypu astmy pri ktorom zohravaju uve-
dené cytokiny kli¢ovu ulohu. Ide najma o pacientov vyzadujucich dlhodobé podava-
nie systémovych kortikosteroidov (tzv. kortikodependentna astma), nezdvisle na aler-
gickom (IgE) mechanizme. Niektoré Studie u pacientov rezistentnych na Standardnu
lieCbu astmy ukazovali, Ze aj pri dupilumabe G&innost zavisi od miery eozinofilového
zépalu (U¢innost iba pri po¢te eozinofilov >300/uL), iné $tddie viak ukazali G¢innost aj
u pacientov s po¢tom eozinofilov <300/pL 1Y),

Vsetky vyssie uvedené biofarmaceutika zo skupiny monoklonovych protilatok nie
su urcené na liecbu akutnej exacerbdcie astmy, su ucinné pri dlhodobom podavani -
a to najma z pohladu vyznamnej redukcie exacerbdcii. Vo vacsine pripadov umoznia
redukciu davok podavanej standardnej farmakoterapie; pri sprdvnom vybere v prvom
rade umoZziuju u vacsiny pacientov vyznamne redukovat alebo aj celkom vysadit sys-
témovu kortikosteroidovu lie¢bu. Potesujuce je, Ze bezpeénost uvedenych monoklo-
novych protilatok sa ukazuje aj v dlhodobom ¢asovom horizonte (viacrocné poddva-
nie) ako velmi dobrd. Najviac skusenosti je s omalizumabom, ktory niektori pacienti
uzivaju bez pozorovatelnych neziaducich ucinkov uz 15 rokov.

Vo vyvoji, resp. v prvych fazach klinického skusania su aj lieciva zasahujuce dalsie
cytokiny a chemokiny ktoré sa patologicky uplatiiuju pri niektorych formach astmy.
Skusaju sa monoklonové protilatky zamerané proti IL-17, IL-33 a cytokinu TSLP, a tiez
biofarmaceutika z oblasti malych molekul blokujuce (antagonisty) chemokiny CCR3,
CCR4 a CXCR2. Blizka buducnost ukaze, ktoré z tychto farmak sa dostanu redlne aj do
klinickej praxe. Okrem kritéria dostatoc¢nej Gcinnosti je samozrejmou podmienkou kli-
nického vyuZitia aj ich bezpet¢nost. Ta ostava nateraz pri viacerych z nich otazna. Okrem
biofarmaceutik (monoklonové protilatky, malé molekuly) sa mézu pri niektorych for-
mach astmy uplatnit aj ,klasické farmaka“ v novej indikacii, napr. azolové antimykotika
alebo imunomodulaéne posobiaci makrolid azitromycin. Schematicky poziciu moznych
terapeutickych modalit v lie¢be jednotlivych endotypov astmy znazorfiuje obrazok 212,
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ANTI-IL5 LIECBA ASTMY A DALSICH EOZINOFILOVYCH CHOROB

Hochmuth Ludék
Il. Interna klinika, ambulancia alergoldgie a klinickej imunoldgie,
FNsP F. D. Roosevelta, Banskad Bystrica

Suhrn

Tazkd eozinofilova astma predstavuje $pecificky fenotyp prieduskovej astmy ¢as-
to s nedostato¢nou odpovedou na liecbu. Lieky zo skupiny biologickych preparatov
ovplyviujucich mechanizmus sprostredkovany interleukinom-5 a eozinofilmi su urce-
né prave pre tento fenotyp astmy. Praca popisuje mechanizmus ich Ucinku a klinické
skusenosti s ich pouzitim.

Klacové slova
Tazka eozinofilova astma, interleukin-5, eozinofily, biologicka liecba, mepolizumab

Summary

Severe eosinophilic asthma is a specific phenotype of bronchial asthma often with
inadequate response to treatment. Drugs from the family of biological agents affec-
ting the mechanism mediated by interleukin-5 and eosinophils are specifically desig-
nated for this asthma phenotype. The work describes the mechanism of their effects
and clinical experience with their use.

Key words
Severe eosinophilic asthma, interleukin-5, eosinophils, biological therapy, mepo-
lizumab

Uvod

Zavedenie biologickej liecby omalizumabom do klinickej praxe v roku 2005 otvorilo
novu etapu v liecbe tazkej prieduskovej astmy (1). Omalizumab (monoklonova huma-
nizovana protilatka 1gG1 kappa) sa viaze na volny imunoglobulin E (IgE) a brani vazbe
IgE na FceRI (vysokoafinitny receptor pre IgE), ¢im zniZuje mnoZstvo volného IgE, ktoré
je k dispozicii na spustenie alergickej kaskady. Liecba omalizumabom je indikovana
pre pacientov s tazkou astmou sprostredkovanou IgE s pritomnostou precitlivenosti
na celoroc¢ny alergén a dalSimi doplfiujucimi kritériami. Tato liecba pomohla mnohym
pacientom s dovtedy tazko ovplyvnitelnou astmou. Indikacia lie¢by omalizumabom sa
od roku 2014 rozsirila o chronickd spontannu urtikariu (2).

Ostéva vsak kohorta pacientov s tazko ovplyvnitelnym priebehom astmy napriek
maximalne vytazenej liecbe. Vyskum pokracuje a v priprave je cely rad pripravkov zo
skupiny biologik uréenych pre tuto skupinu pacientov. Viaceré z tychto lieciv vsak nie
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su vSeobecne ucinné, efektivita liecby sa dosahuje len u urcitych $pecifickych pod-
skupin pacientov s tazkou astmou. Otazkou je presné definovanie tychto podskupin
s urcenim diagnostickych, indikacnych a monitorovacich kritérii liecby (3). Medzi bio-
logikd patria aj pripravky posobiace na mechanizmus sprostredkovany cez IL-5 a eozi-
nofily. Indikdciou tychto liekov je tazka refraktérna eozinofilova astma.

Eozinofilova astma

Sucasné poznatky potvrdzuju, Ze prieduskova astma nie je jednotnou chorobou.
Ide skor o skupinu ochoreni s podobnymi klinickymi prejavmi, ktoré mézu byt spé-
sobené réznymi patologickymi mechanizmami. Subor klinickych prejavov, ktorymi sa
choroba prezentuje, sa oznacuje ako fenotyp, pri definovani spolo¢ného patomecha-
nizmu klinickej jednotky sa pouziva vyraz endotyp (4).

Medzi najvyraznejsie definované fenotypy astmy patri eozinofilova astma (5). Ten-
to podtyp astmy je charakterizovany zvySenym poctom eozinofilov v bronchialnych
biopsiach a v spute napriek pravidelnej lie¢be inhalaénymi kortikosteroidmi. Castejsie
si vyzaduje liecbu systémovymi kortikosteroidmi. Odhaduje sa, Ze kritéria eozinofi-
lového fenotypu astmy napliia asi 5% pacientov (6). Castejsie sa vyskytuje u astmy
s neskorSim vznikom nez pri detskej astme. Klinicky priebeh byva horsi oproti nee-
ozinofilovej astme. Napriek predpokladu alergie pri eozinofilii prave pri tejto astme
sa menej Casto potvrdzuje alergicka senzibilizacia. Medzi dalSie ¢rty tohto fenotypu
patri pritomnost nosovej polypdzy a aspirinova senzitivita (Tab.)(7). Uloha eozinofilov
v patogenéze choroby vsak prirodzene nie je limitovana len na tento fenotyp, hranice
medzi roznymi fenotypmi astmy navyse nie su ostré a nemenné.

Tab. Klinické charakteristiky eozinofilovej astmy

Vznik astmy v dospelosti

Rovnaké rozloZenie medzi pohlaviami

Menej alergii na bezné alergény

Zvyseny pocet eozinofilov v periférnej krvi
Zvy$ené riziko tazkych exacerbacii

Normalna alebo mierne zvySena hladina IgE
Znizené FEV1, perzistujuca obstrukcia dychacich ciest
Air trapping a dynamicka hyperinflacia
Chronicka rinosinusitida s nosovymi polypmi
Aspirinova senzitivita

Dobra odpoved' na systémové kortikosteroidy

Dobra odpoved na lie¢bu anti-IL5
Podla Groot et al (7)
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Eozinofilovy zapal dychacich ciest moze byt spdsobeny dvoma odlisnymi me-
chanizmami. Alergén Specifické Th2 lymfocyty pod vplyvom antigén prezentujucich
dendritovych buniek produkuju IL-4, IL-5 a IL-13, ktoré vedu k eozinofilovému zapalu
dychacich ciest. Pri nealergickej eozinofilovej astme pdsobenim polutantov, mikré-
bov a dalsich nealergickych podnetov dochadza v epiteli dychacich ciest k uvolneniu
cytokinov (IL-33, IL-25 a TSLP), ktoré aktivuju vrodené lymfoidné bunky (innate lymp-
hoid cells — ILC). Aktivované ILC2 produkuju velké mnozstvo IL-5 a IL-13, ktoré vedu
k eozinofilii, hypersekrécii hlienu a hyperreaktivite dychacich ciest (8). Prave druhy typ
zapalu sa vyznamnejsie podiela na vzniku tazkej eozinofilovej astmy.

Eozinofily a interleukin-5 pri astme

Eozinofily hraju dolezitu ulohu pri chronickych zapalovych procesoch u alergikov
(9). Bezne nie su pritomné v zdravych plucach, ich pritomnost sa zachytéva pri nie-
ktorych patologickych stavoch (10). IL-5 je hlavhym cytokinom, ktory podporuje vyvoj
eozinofilov v kostnej dreni, spésobuje ich extravazaciu, sekréciu, aktivaciu a inhibici-
ou apoptdzy predlZuje ich preZivanie v tkanivach (3). Eozinofily uvolfiuju mediatory
(bazické granularne proteiny, lipidové mediatory, cytokiny a chemokiny), ktoré sa po-
dielaju na zapale dychacich ciest a remodelacii plicneho tkaniva. Ich désledkom su
klinické prejavy astmy. Snaha o terapeutické ovplyvnenie eozinofilov v pltcach pri
astme viedla k vyvoju anti-IL-5 monoklonovych protilatok.

Eozinofily v periférnej krvi a v spute

Pocet eozinofilov v periférnej krvi je dolezitym parametrom pri indikacii anti-IL5
lieCby. Interpretacia poctu eozinofilov ma vsak urcité uskalia (11). MézZe byt ovplyvne-
ny viacerymi okolnostami, ktoré je potrebné brat do Gvahy — aktualny stav organizmu
pri vySetreni (stav relativneho zdravia, pritomnost infekcie, zapalu a iné), pritomnost
komorbidit (systémové ochorenie, zdvazné celkové ochorenie, moznost pritomnosti
parazitov a dalSie) a aktudlna lie¢ba (systémové kortikosteroidy), ktoré mézu vyrazne
ovplyvnit vysledok vysetrenia.

Délezitou otazkou je vztah poctu eozinofilov v periférnej krvi a v plicnom pa-
renchyme. Eozinofily v splte sa povazuju za spolahlivy biomarker eozinofilového
zapalu, ktory koreluje s eozinofiliou v plucnom tkanive. Vysetrenie periférnej krvi je
viak, pochopitelne, jednoduchsie, dostupnejsie a pre pacienta menej zatazujlce nez
vySetrenie eozinofilov v indukovanom spute. Ako objektivnym a v klinickych studiach
potvrdenym prediktorom klinickej efektivity anti-IL5 lieCby je absolutny pocet eozino-
filov v periférnej krvi.

Napriklad klinicka Stidia DREAM porovnavala hodnotu eozinofilov v spute a v pe-
riférnej krvi ako bazalny parameter v korelacii s klinickym stavom (po¢tom exacerbacii
astmy). Oba parametre sliZili ako indikaéné kritérium liecby. Pozoruhodné je, Ze po-
kles hodnoty eozinofilov pri liecbe bol zaznamenany v periférnej krvi, ale nie v spute.
Vysetrenie poctu eozinofilov v periférnej krvi sa javi ako primerany parameter pre
indikdciu a laboratérne monitorovanie liecby mepolizumabom (12).
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Anti-IL5 lie€ba v klinickej praxi

V sucasnosti su do klinickej praxe na lie€bu tazkej eozinofilovej astmy uvedené tri
lieCiva pOsobiace anti-IL5 mechanizmom: mepolizumab, reslizumab a benralizumab
(13). Nasledujuci text sa venuje prevazne mepolizumabu, s ktorym ma autor uzZ aj
osobnu prakticka skusenost v lie¢be konkrétnej pacientky s tazkou eozinofilovou as-
tmou.

Mepolizumab je humanizovanad monoklonova protilatka IgG1 kappa, ktora s vyso-
kou afinitou a $pecifickostou pdsobi na IL-5 (14). IL-5 je proinflamacny cytokin produ-
kovany T-lymfocytmi, mastocytmi a eozinofilmi. Je hlavnym cytokinom zodpovednym
za rast, diferenciaciu, hromadenie, aktivaciu a prezivanie eozinofilov, ktoré hraju klu-
¢ovu rolu pri urcitych typoch astmy (eozinofilova astma)(15).

Mepolizumab inhibuje biologicku aktivitu IL-5 blokovanim vazby IL-5 na alfa reta-
zec receptorového komplexu pre IL-5, ktory je exprimovany na povrchu eozinofilov.
Dochadza k inhibicii signalizacie IL-5 a tym k zniZeniu produkcie eozinofilov a skra-
teniu ich preZivania. Potlacenie eozinofilového zapalu, ktory sa odzrkadluje redukci-
ou poctu eozinofilov v krvi a v spute, vedie k stabilizacii astmy. K poklesu dochadza
uz v priebehu 48 hodin od podania lieku, konzistentné znizenie bolo zaznamenané
v Stvrtom tyzdni lieCby a udrziavalo sa pocas celej liecby (16). Ani pri dlhodobom po-
davani nedochadza ku kompletnej deplécii eozinofilov. Po ukonceni liecby sa v priebe-
hu troch mesiacov hodnoty eozinofilov v krvi a v spute vracaju na hodnoty pred liecbu
nasledované stratou kontroly a exacerbdciami astmy (16).

Klinicka uéinnost mepolizumabu

Prvé spravy o efektivite mepolizumabu u pacientov so stredne tazkou a tazkou
astmou, ktori boli vyberani na zéklade klinickych a fyziologickych charakteristik bez
zohladnenia eozinofilového zdpalu dychacich ciest, priniesli rozporné vysledky. Pri
liecbe $pecifického fenotypu tazkej eozinofilovej astmy sa vsak ukazala klinicka ucin-
nost liecby. Liek sa podava subkutanne raz za $tyri tyzdne.

Zhrnutie vysledkov z klinickych studii liecby mepolizumabom

Lie¢bou pacientov s tazkou eozinofilovou astmu mepolizumabom sa dosiahlo

® zniZenie poctu exacerbacii astmy,

® zniZenie pouzitia oralnych kortikosteroidov,

* zlepsenie pltucnych funkcii,

* zlepsSenie kontroly astmy;,

* zlepsSenie kvality Zivota,

* pokles eozinofilov v krvi,

* pri pokracujucej dlhodobej lie¢be sa udrziavala G¢innost mepolizumabu pocas
4,5 roka (3, 17, 18)
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DalSie preparaty posobiace anti-IL5 mechanizmom (13)

Podobny mechanizmus Ucinku ako mepolizumab ma reslizumab - humanizova-
na monoklonova protilatka 1gG4 kappa. Neutralizuje cirkulujuci IL-5 blokovanim jeho
vazby na eozinofily. Poddva sa raz za Styri tyzdne intravendzne.

Benralizumab (humanizovand monoklonova protilatka 1gG1 kappa) ma dudlny
mechanizmus neutralizacie Gcinku IL-5, ktorym sa lisi od predoslych dvoch liekov. Via-
Ze sa selektivne a s vysokou afinitou na alfa retazec svojho receptora v membranach
eozinofilov a mastocytov. Blokuje tak ich aktivaciu a skracuje prezivanie. Vazbou na
receptor sucasne umozni svoje rozpoznanie NK-bunkami, ktoré maju pre Fc-fragment
IgG receptor (FcyRllla = CD16a), ¢im sa aktivuju a mechanizmom cytotoxicity zavislej
od protilatky (ADCC) navodia v teréovych bunkach apoptdzu, ¢im dochddza k znizeniu
ich poctu (19). Poddva sa subkutanne raz za osem tyzdrov.

Dalsie potencialne indikacie anti-IL5 lie¢by

Medzi potencidlne indikacie ani-IL5 liecby by mohli patrit dalSie choroby z okruhu
eozinofilovych stavov: hypereozinofilové syndrémy, eozinofilova ezofagitida a dalsie
eozinofilové choroby traviaceho traktu, Churg-Straussovej syndrém a niektoré typy
atopickej dermatitidy (20). Tieto diagndzy vsak zatial esSte nie su schvalenou indika-
ciou liecby.

Zaver

V poslednych rokoch pribudaju poznatky o tom, Ze astma je heterogénnym ocho-
renim s odlisnymi fenotypmi u réznych pacientov. Jednymi z tychto fenotypov su taz-
ka alergicka a tazka eozinofilova astma. MozZnosti lieCby tazkej refraktérnej alergickej
astmy s nedostatocnym efektom zakladnej lieCby predstavuju systémové kortikoste-
roidy a anti-IgE lietba omalizumabom. Novi moznost biologickej lie¢by uréenej pre
$pecificki podskupinu tazkej astmy — tazku eozinofilovi astmu — predstavuju prip-
ravky s anti-IL5 mechanizmom ucinku. V sucasnosti su uz niektoré lieciva uvedené do
klinickej praxe, skiimaju sa dalSie lieky a lieCebné postupy vratane rozsirenia indikacie
liecby o dalsie hypereozinofilové choroby a stavy.
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Abstrakt. Hereditarny angioedém (HAE) predstavuje Specificki formu vrodenej
poruchy komplementu. Klinicky sa prejavuje recidivujucimi nehistaminergnymi angi-
oedémami na kozZi alebo slizniciach. Manazment HAE pozostava s dlhodobe] profy-
laktickej liecby, kratkodobej profylaxie pred rizikovymi situaciami (operacia, stoma-
tochirurgicky zakrok a i.) a zo zachrannej liecby akutnych zachvatov. V stcasnosti sa
terapeutické ciele zameriavaju na ovplyvnenie tvorby klucového mediatora zachva-
tov angioedému — bradykininu. V klinickej praxi je k dispozicii inhibitor kalikreinu pre
liecbu akutnych zachvatov (ekalantid) ako aj monoklonova protilatka proti kalikreinu
— lanadelumab — urcend pre dlhodobu profylaxiu. V klinickych Stadiach sa potvrdila
bezpelnost ako aj Ucinnost tohto pripravku. Skupina antagonistov kalikreinu predsta-
vuje perspektivnu inovativnu terapeutickud skupinu liekov rozsirujucu doterajsie tera-
peutické stratégie lieCby tohto raritného ochorenia.

Klticové slova: hereditarny angioedén, bradykinin, kalikrein, dlhodoba profylaxia,
lanadelumab, biologicka liecba

Abstract. Hereditary angioedema (HAE) represents a specific form of inherited
complement deficiency. HAE is clinically manifested by recurrent non-histaminergic
angioedema of skin and mucosal tissues. Management of HAE consists of long term
prophylaxis (LTP), short-term prophylaxis before risk situations (e.g. operation, sto-
mato-surgery etc.) and of rescue treatment of acute attacks. Currently, therapeutic
strategies are aimed on the modulation of bradykinin formation — a crucial mediator
of angioedema development. In the clinical practice, kallikrein inhibitor for acute tre-
atment, ecallantide, and monoclonal antibody against kallikrein for LTP, lanadelumab,
are available. Clinical studies confirmed its safety and efficacy in the management
of HAE. Antagonists of kallikrein represent perspective innovative therapeutic group
enlarging currently available therapeutic strategies for this rare diseases.

Key-words: hereditary angioedema, bradykinin, kallikrein, long-term prophylaxis,
lanadelumab, biological therapy
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Hereditarny angioedém — zakladna charakteristika choroby

Hereditarny angioedém (HAE) predstavuje Specificki formu vrodenej poruchy
komplementu s odhadovanou incidenciou 1:50 000, ¢o ho radi medzi zriedkavé cho-
roby. Na rozdiel od klasickych imunodeficiencii s pestrymi infekénymi klinickymi pre-
javmi sa HAE klinicky prejavuje recidivujicimi nehistaminergnymi angioedémami na
kozi alebo slizniciach. Frekvencia zachvatov je znacne variabilna, avSsak samotné ocho-
renie negativne vplyva na kvalitu Zivota postihnutych jedincov vo vsetkych oblastiach
ich Zivota [1,2].

V sucasnosti rozozndvame najmenej 5 podtypov HAE, avsak najcastejSie su prvé
dva, ktoré su spojené s poruchou tvorby alebo funkcie vyznamnej regulacnej moleku-
ly — Cl-inhibitora (C1-INH) [3]. C1-INH sa podiela nielen na reguldcii komplementové-
ho systému, ale pOsobi aj v koagulacnom, kalikrein-bradykininovom a plazminogén-
fibrinovom systéme. Podkladom vzniku angioedémov je nekontrolovand nadmernd
tvorba bradykininu. Nadmerne tvoreny bradykinin vedie po vdzbe na svoj receptor
k extravazacii tekutiny a rozvoju koznych alebo slizniénych angioedémov. Obzvlast ne-
bezpecnymi su laryngedlne zachvaty, ktoré ohrozuju pacienta priamo na zZivote [2,4].

Stratégie liecby hereditarneho angioedému
Manazment HAE pozostava z:

* dlhodobej profylaktickej liecby,

* krdtkodobej profylaxie pred rizikovymi situdciami (operdcia, stomatochirurgicky
zadkrok ai.)

® azozdchrannej liecby akutnych zdchvatov (obr. 1).

Z hladiska akutnej lieCby sa pouZziva intravendzna aplikacia koncentratu humdnne-
ho plazmatického C1-inhibitora, rekombinantného humdnneho C1-INH (i inhibitora
kalikreinu — ekalantidu (nie je registrovany v Eurdpe). Inou moznostou je subkutan-
na aplikacia antagonistu bradykininového receptora — ikatibantu [2]. Pre kratkodobu
profylaxiu sa v sucasnosti odporuca i.v. podanie koncentratu humdnneho C1-INH,
hoci existuju aj prace s UspeSnym pouzitim rekombinantného humanneho C1-INH [5].
Pouzitie Cerstvej zmrazenej plazmy sa dnes neodporuca pre ziadnu z lieCebnych stra-
tégii HAE.

U Casti pacientov je nevyhnutné aplikovat dlhodobu profylakticka lie€bu, ktora
pozostdva z pravidelného podavania urcitého pripravku s ciefom zniZit frekvenciu za-
chvatov angioedému. Rozhodnutie pre dlhodobu profylaxiu je vysoko individualne
a zavisi od mnohych charakteristik priebehu danej choroby u konkrétneho pacienta.
Obvykle je potrebné tuto liecbu podavat u vysokofrekventnych pacientov, pricom
do Gvahy treba brat nielen frekvenciu zdchvatov, ale aj ich zdvaZnost (najm3 pacien-
ti s laryngealnymi zachvatmi, anamnézou intubacie), dopad HAE na kvalitu Zivota,
dostupnost zdravotnickej starostlivosti ale aj nedosiahnutie kontroly nad chorobou
napriek aplikacii lieCby pocas zachvatov HAE. Medzi faktory, ktoré treba brat do Gvahy
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Obrazok 1: Moznosti lie¢by hereditarneho angioedému podla mechanizmu tcinku.

Legenda: BR2 — 2. receptor pre bradykinin, MBL — lektin viaZuci mandzu,
pdC1-INH — koncentrdt plazmatického humdnneho C1-inhibitora,
rhC1-INH — rekombinantny humdnny C1-inhibitor, TXA — kyselina tranexdmovad.

pri zvazovani dlhodobej profylaxie patri aj rychlost rozvoja zachvatov, anamnéza hos-
pitalizacii v suvislosti s HAE, laryngealne zachvaty, anamnéza intubacie, vynechané
dni v préci ¢i v Skole, anxieta o zasadny vplyv HAE na Zivotny styl. Jednou z klasickych
definicii kandidatneho pacienta na dlhodobu profylaxiu je > 1 zachvat alebo zavaz-
na udalost v stvislosti s HAE za mesiac alebo > 5 dni praceneschopnosti (disability)
za mesiac [6]. ZvaZzenie dlhodobej profylaxie je potrebné u kazdého pacienta opa-
kovane prehodnocovat, a to minimalne v3ak jeden krat ro¢ne. Aj napriek dlhodobej
profylaxii sa véak mézu u daného pacienta objavit zachvaty, a preto je nevyhnutné,
aby mal kazdy pacient zabezpecené aspon dve davky lieku pre zvladnutie akutneho
zachvatu [2,6,7]. Z tohto hladiska sa pouziva ako prva linia koncentrat humdnneho
C1-INH (intravendzne alebo subkutanne). Tato liecba je bezpecna, nema interakcie
s nijakymi inymi liekmi. Pacienti by mali byt v pripade takejto lie¢by ockovani proti
hepatitide A a B, najma z hladiska opakovanych pobytov v zdravotnickom zariadeni
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a opakovanych invazivnych vstupov do cievneho rieciska. Samotny plazmaticky kon-
centrat C1-INH je z hladiska prenosu infekénych ochoreni absollitne bezpecny. U ¢asti
pacientov je potrebné zabezpecit trvaly vendzny vstup (napr. implantovany centrélny
vendzny katéter a pod.) [2,7]. Novi mozZnost predstavuje koncentrat humanneho C1-
INH pre subkutanne podanie, ktory si moze pacient podavat aj v domacich podmien-
kach s pouzitim infuznej pumpy [8]. V druhej linii su to atenuované androgény (napr.
danazol), ktoré predstavuju najstarsiu lieCebni moznost HAE. Z hladiska obmedzeni
pre pouzitie androgénov je to detsky a adolescentny vek, Zeny vo fertilnom veku, lie-
kové interakcie (napr. statiny). Pacienti lieceni androgénmi by mali raz ro¢ne absolvo-
vat sonografické vysetrenie peene a mat pravidelne (minimalne raz za 6 mesiacov)
realizované kontrolné laboratérne vysetrenia (hepatalne enzymy, moc, krvny obraz).
Cielom je udrzat kontrolu nad HAE pri titracii najnizsej u¢innej davky androgénov.
Inou moznostou su antifibrinolytikd (napr. kyselina tranexamova). Spomedzi viet-
kych nastrojov dlhodobej profylaxie maju najnizsiu G¢innost a su kontraindikované pri
trombofilnych stavoch. Mozno ich v3ak pouZit aj v detskom veku [2].

Problémy so zaistenim vendzneho pristupu u niektorych pacientov ¢i nedosta-
to¢na ucinnost alebo neZiaduce ucinky perorélnych liekov viedli k vyvoju nove;j te-
rapeutickej skupiny liekov ur¢enych na prevenciu zachvatov HAE, ktoré su zaloZené
na inhibicii kalikreinu. Touto stratégiou mozno znizit a kontrolovat tvorbu klu¢ového
medidtora angioedémovych zachvatov — bradykininu. V klinickom skusani su alebo
boli viaceré perordine inhibitory kalikreinu (napr. prvogeneracné avoralstat — ich
ucéinnost sa v klinickych skusaniach nepotvrdila napriek pozitivnym predklinickym
datam, druhogeneracné — BXC7353) pre prevenciu ako aj lieCbu akutnych zachvatov
HAE, avsak prvym schvalenym liekom, ktory sa dostal do klinickej praxe je monoklo-
nova protilatka (mAb) proti kalikerinu — lanadelumab [9,10].

Lanadelumab — prva biologicka liecba pre hereditarny angioedém

Lanadelumab (LAN, DX-2930) je plne humanna monoklonova protilatka triedy
IgG1 s lahkymi kappa-retazcami namierena proti plazmatickému kalikreinu, ktora sa
pripravuje pomocou ovarialnych buniek ¢inskeho skrec¢ka. Viaze sa priamo do aktiv-
neho miesta kalikreinu, ¢im inhibuje jeho proteolyticku aktivitu, a tym brani Stiepeniu
vysoko-molekulového kininogénu (HMWK). V studiach vykazal LAN vysoku Specific-
kost bez vazby na iné serinové proteazy [11].

Ide o prvu biologicku liecbu oficidlne schvélenu pre dlhodobu prevenciu zachvatov
HAE u pacientov > 12 rokov [12]. POvodne sa skimal aj v liecbe diabetického edému
makuly, avSak vyskum zastal v predklinickom $tadiu. Polcas eliminacie LAN je 2 tyzdne
a jeho biologicka dostupnost je okolo 66 % po subkutannej aplikacii [11]. Davkovanie
LAN je 300 mg s.c. kazdé 2 tyzdne do abdominalnej oblasti alebo do ramena ¢i stehna.
Ak pacient vykazuje dobru klinicki odpoved' (definovanu ako absencia HAE ataku 6
mesiacov), mozno zvazit predizenie intervalu na 4 tyzdne [9].
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Predklinické a klinické Studie s lanadelumabom

Predklinické skusanie fazy | v skupine zdravych jedincov potvrdilo silnu kapacitu
LAN inhibovat aktivitu plazmatického kalikreinu, pricom inhibicia bola zavisla od dév-
ky a intervalov aplikdcie. Zaujimavé bolo pozorovanie pretrvdvania inhibicie po 20
dnioch od aplikacie. Vyssia davka (3 mg/kg) signifikantne blokovala stiepenie plazma-
tického vysokomolekuldrneho kininogénu az do 28. diia od aplikacie [13]. Nasledovala
dvojito-zaslepena, placebom kontrolovana multicentricka studia fazy Ib s HAE-pa-
cientmi, ktorym boli aplikované dve davky roznej sily s odstupom 14 dni alebo pla-
cebo. Najvyraznejsia inhibicia plazmatickej kalikreinovej aktivity sa zaznamenala pri
davkach 300 a 400 mg, pricom maximalna redukcia aktivity bola na 22. deri. Uroveri
Stiepenia HMWK dosahoval hodnoty podobné zdravym jedincom. Pacienti v ramene
s davkou 300 mg zostali bez zachvatov v intervale od 5. do 50. diia v porovnani s 27
% pacientov liecenych placebom [14]. Do klinickej Studie fazy Ill, nazvanej HELP, boli
zaradeni pacienti, ktori mali aspon 1 HAE-zachvat 4 tyZdne pred zacatim lieCby LAN.
Skumali sa dve kocentracie (150 mg a 300 mg), ktoré sa podavali kazdé 2 alebo 4 tyz-
dne oproti placebu. VSetky davkovacie rezimy v porovnani s placebom viedli k signifi-
kantnej redukcii zachvatov. Schvalena bola nasledne davka 300 mg a 2 tyzdne, ktord
viedla k 87 % redukcii HAE-zachvatov oproti placebu, a to bez ohladu na predchadza-
jucu frekvenciu zachvatov ¢i anamnézu dlhodobej prevencie koncentratom C1-INH
[15-17]. Nasledovala otvorend pokracujuca HELP-Studia, ktora mala za ciel skimat
optimalny ddvkovaci rezim. Autori potvrdili, Ze 80 % pacientov liecenych 300 mg a 2
tyZzdne boli bez zachvatu v ¢ase 4 tyZzdnov od zaciatku [18]. Liecba LAN zaroven signifi-
kantne zlepsSuje kvalitu Zivota HAE pacientov [19].

Z hladiska neziaducich ucinkov jednotlivé klinické aj predklinické skusania po-
tvrdili priaznivy bezpecnostny profil LAN. Medzi najcastejSie neziaduce ucinky patrili
reakcie v mieste aplikacie, infekcie hornych dychacich ciest, bolest hlavy, ras alebo
myalgie. Aplikacia lieku samotnym pacientom nebola asociovana s vyssim vyskytom
lokdlnych neziaducich ucinkov v porovnani s aplikaciou zdravotnikom. Menej zriedka-
vé boli hypersenzitivne reakcie (1 vs. 0 % s placebom) ¢i asymptomatické a prechodné
zvydenie hepatélnych enzymov. LAN moze mierne predizit aktivovany parcidlny trom-
boplastinovy Cas, ale bez pozorovania zvySenej krvacavosti ¢i inych klinickych doésled-
kov. Vyskyt protilatok proti LAN (ADA, anti-drug antibodies) bol 12 % v porovnani s 2
% v placebovej skupine, pricom len &ast bola neutralizujuca. Akokolvek, vyskyt ADA
nemal negativny vplyv na farmakokinetiku, farmakodynamiku, u¢innost alebo vyskyt
neziaducich ucinkov [15,17,18].
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Zaver
Lanadelumab predstavuje prvi monoklonovu protilatku v terapeutickej oblas-

ti HAE, pricom rozsiruje suc¢asné dostupné moznosti preventivnej lieCby, najma pre
pacientov s vysokou frekvenciou zachvatov napriek konvencnej liecbe &i pri pritom-
nych neziaducich ucinkov tejto lie¢by. Obzvlast atraktivnou je forma aplikacie ako aj
jej frekvencia. V klinickom vyvoji su aj dalSie mAb — napr. proti koagulacnému faktoru
Xl [20].
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MECHANIZMY POSOBENIA REGULACNYCH LYMFOCYTOV
A MOZNOSTI ICH VYUZITIA V LIECBE AUTOIMUNITNYCH CHOROB

MECHANISMS OF ACTION OF REGULATORY LYMPHOCYTES AND POSSIBILITIES
OF THEIR USE IN THE TREATMENT OF AUTOIMMUNE DISEASES

Buc M.
Imunologicky ustav, Lekdrska fakulta UK, Bratislava

SUHRN

Zéakladnou vlastnostou imunitného systému je jeho schopnost rozlisit vlastné mo-
lekuly buniek, tkaniv a orgdnov od nevlastnych, vlastné tolerovat a cudzie likvidovat.
V minulosti sme sa zameriavali najma na rézne mechanizmy akymi imunitny systém
rozpozna a znici vonkajsieho narusitela integrity organizmu. Neskor sa obratila pozor-
nost na spdsoby, akym imunitny systém toleruje vlastné antigény, resp. ako reguluje
rozsah prebiehajucich reakcii, aby nevyustili do autoimunitnych ¢i alergickych pro-
cesov. V uvedenych procesoch zohrdvaju délezitd ulohu imunosupresivne mechaniz-
my, medzi ktorymi z najvyznamnejsich patria tie, ktoré zabezpecuju regulacné T- a
B-lymfocyty. Cieflom predkladanej prace je podat aktualnu informaciu o uvedenych
bunkach, ktoré zabezpecuju jemnu rovnovahu medzi prozapalovou odpovedou, ktora
je potrebna na zdolanie infekcie a imunosupresivnou odpovedou, aby sa zabranilo
chronickému zapalu a poskodeniu tkaniva. Navyse sa v ¢lanku poukazuje ha moznost
vyuZitia tychto buniek v liecbe niektorych autoimunitnych choréb.

Kltcové slovd: cytokiny, FOXP3, NKT-bunky, regulacné B- a T-lymfocyty, SLE

SUMMARY

Basic characteristic of the immune system is its ability to distinguish self-molecu-
les of cells, tissues and organs from nonself, to tolerate self and dispose of nonself.
In the past, we concentrated on various defence mechanisms by which the immune
system recognizes and destroys intruders of our integrity. Later, we started to pay
attention to how the immune system tolerates our own antigens or regulates extent
of ongoing reactions to prevent induction of autoimmune or allergic processes. Im-
munosuppressive mechanisms, especially those mediated by regulatory B and T cells,
play a paramount role in the aforementioned processes. The aim of this article is to
offer a reader a current information on these cells, which secure fine equilibrium
between a proinflammatory response responsible for elimination of an infection and
an immunosuppressive response, which prevents chronic inflammation and tissue
damage. Moreover, the author describes possibilities of Treg cells use in the therapy
of some autoimmune diseases.

Key words: cytokines, FOXP3, NKT cells, regulatory B- and T-lymphocytes, SLE
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Indukcia a udrziavanie imunitnej tolerancie na vlastné a neskodné environmen-
talne antigény je zakladnym principom predchadzania vzniku autoimunitnych proce-
sov a chronického zapalu. Imunosupresivne mechanizmy su tiez velmi doleZité, aby
udrzali rozsah zapalu na primeranej trovni. U zdravych os6b sa preto vytvara jemna
rovnovaha medzi prozapalovou odpovedou, ktora je potrebna na zdolanie infekcie a
imunosupresivnou odpovedou, aby sa zabranilo chronickému zapalu a poskodeniu
tkaniva. Imunitny systém vyvinul viacero mechanizmov, aby nereagoval na vlastné
antigény, ¢i uz fyzickou eliminaciou autoreaktivnych lymfocytov v tymuse alebo za-
branou ich aktivacie na periférii. Prave tuto poslednu funkciu imunitného systému
zabezpecuju predovsetkym regulacéné T- a B-lymfocyty.

Prirodzené regulacné T-lymfocyty (nTreg) potlacaju aktivitu T-lymfocytov (tak ofp
ako aj y6), B-lymfocytov, NK-, NKT-buniek, dendritovych buniek a makrofagov. nTreg-
lymfocyty sa vyvijaju dreni tymusu ako nezavisla, samostatna populacia buniek. Dife-
renciacia nTreg-lymfocytov si vyZaduje aktivaciu Specifického génu - FOXP3 (forkhead
box P3; Xp11.23-q13.3), ktory kéduje rovhomenny transkripcny faktor a ovplyviiuje
aktivaciu alebo represiu viac ako 1 400 génov (1-3). Tento sa vSak objavuje aZz v druhej
ich faze diferenciacie. Prvy diferenciacny signal zabezpecuje signalizacia cez antigé-
novy receptor ap T-lymfocytov (TCR), ktory vedie k expresii CD25 (alfa-retazec vy-
sokoafinitného receptora pre IL-2) ako aj charakteristickych membranovych molekul
nTreg-buniek GITR, OX40 a TNFR2; k tvorbe transkripéného faktora FOXP3 vsak este
nedochdadza. Ten sa objavuje aZ v druhej faze, pod vplyvom IL-2 (4, 5). O velkom bio-
logickom vyzname FOXP3 sved(i skuto€nost, Ze ak dojde k jeho mutacii (dodnes sa ich
opisalo viac nez 75) vznikne choroba, ktora je nezlucitelna so Zivotom - IPEX (immune
dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy) (6, 7).

Treg-lymfocyty predstavuju 5 - 10 % CD4*CD8 tymocytov, v periférii je ich priblizne
10 % z celej populacie CD4*-lymfocytov. Su to dlho Zijuce bunky, ktoré charakterizu-
ju viaceré membranové molekuly. Problémom vsak je, Ze nie su Specifické iba pre
nTreg-lymfocyty; typicky maju CD4 a CD25. CD25 vsak vlastnia aj aktivované T-lymfo-
cyty. Neskér sa ukazalo, Zze nTreg-lymfocyty maju zniZzend expresiu CD127 (a-retazec
receptora pre IL-7) (8), ale opat to nemozno povaZovat typické len pre nTreg, lebo
aj aktivované CD4*-lymfocyty maju tendenciu zniZovat mnoiZstvo tohto antigénu vo
svojich membrénach.

nTreg-lymfocyty su prirodzene anergické (t. j. pri in vitro stimulacii monoklonovymi
anti-CD3 protilatkami, fytohemaglutininom alebo alogénnymi bunkami neproliferuju
a neprodukuju ani IL-2). Vyrazne v$ak timia indukciu imunitnej odpovede. Mecha-
nizmy, akym to robia, st viaceré; v podstate ich mozno rozdelit do piatich skupin: 1.,
prostrednictvom inhibi¢nych cytokinov (IL-10, IL-35 a TGF-B), 2., indukciou apoptozy,
3., prostrednictvom indukcie zmien v metabolizme (produkuju indolamin 2, 3-deo-
xygendazu, ktora katabolizuje tryptofan, ¢o je esencidlna aminokyselina potrebna na
proliferaciu T-lymfocytov a svojimi membranovych exonukledzami CD37 a CD39 za-
bezpecuju v prostredi imunosupresivny adenozin), 4., modulaciou dozrievania alebo
funkcie DC a napokon mechanizmom trogocytdzy, t. j. odstranenim komplexu ,HLA-
molekula - peptid” z membrany dendritovej bunky (DC), ktora takto strati schopnost
indukovat efektorové bunky (9-11).
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Vysledky vyskumu ostatnych rokov ukazuju, Ze z tymusu sa na perifériu kontinual-
ne dostavaju autoreaktivne T-lymfocyty vo vacSej miere ako sme si to doteraz mysleli
a prakticky permanentne dochadza k ich aktivacii. Ich diferencidciu do pIne funkénych
efektorovych buniek blokuju prave nTreg-lymfocyty. Aj migracné dendritové bunky
konstantne prinasaju z tkaniv a organov do lymfatickych uzlin autoantigény, ktoré
nasledne rozpozndvaju autoreaktivne T-lymfocyty, ktoré po svojej aktivacii by mohli
spustit autoimunitné procesy. Zabrania im v tom nTreg-lymfocyty, ktoré tieZ rozpoz-
navaju prezentované autoantigény. Navyse ich imunosupresivnu aktivitu zvysSuje IL-2,
ktory produkuju aktivované efektorové T-lymfocyty. Tym dochadza k ich expanzii a vy-
tvoreniu mikroprostredia, ktoré znemozni indukciu autoimunitnych procesov. Tato
interakcia medzi migracnymi DC a efektorovymi a regulacnymi lymfocytmi na deje
na periférii paraktortikalnej oblasti lymfatickych uzlin, v zhlukoch oddelenych od seba
(12, 13). Tento poznatok opat iba potvrdil nase predchadzajice vedomosti, ze IL-2
nie je hlavnym cytokinom potrebnym na rozvoj efektorovej imunitnej odpovede ako
sme si poévodne mysleli, ale Ze ide o cytokin, ktory zabezpecuje existenciu a aktivitu
nTreg-lymfocytov.

Regulacné T-lymfocyty mdzu vznikat aj na periférii. Ide o periférne regulacné T-
lymfocyty (pTreg), ktoré sa diferencuju z naivnych CD4* T-lymfocytov pocas imunitnej
odpovede (14). Vznikaju najma v slizni¢nych priestoroch; najlepsie tieto udalosti poz-
name v creve. Ak na naivné CD4* T-lymfocyty posobi TGF-B, IL-2 a kyselina retinova,
ktoru spracovanim vitaminu A produkuju dendritové bunky, diferencuju sa na pTreg-
lymfocyty (15). Najnovsie sa zistilo, Ze tieto mézu vzniknut aj pod vplyvom IL-33, ktory
sa konstitutivne exprimuje v epitelovych bunkach creva a po ich poskodeni sa uvoltiu-
je do prostredia a p6sobi ako alarmin (16). Po vdzbe na svoj receptor, ST2, spolu so sig-
nalizaciou, ktoru spusta TGF-B podporuje aktivaciu transkripéného faktora GATA3, ¢o
je znamy transkripény regulator FOXP3-génu. Navyse IL-33 zvySuje aj syntézu svojho
receptora, zvysujuc tak pretrvavanie pTreg-lymfocytov v danom mikroprostredi (17).

V porovnani s nTreg-lymfocytmi st pTreg-bunky menej stabilné a v zapalovom pro-
stredi mozu stratit schopnost exprimovat FOXP3 a naopak ziskat schopnost syntetizo-
vat prozapalové cytokiny ako je IFN-y a IL-17 (tab. 1). Tento nedostatok stability moZzno
vysvetlit metylacnym stavom CNS2-oblasti (conserved non-coding region 2) v promo-
torovej oblasti FOXP3-génu®. Tato oblast je pri nTreg-bunkach stabilne hypometylova-
na aj v zdpalovom prostredi kym pri pTreg-bunkach sa demetyluje nelplne (18, 19).

Okrem uvedenych subpopuldcii s timivymi funkciami existuju aj dalSia populacia
imunosupresivne pésobiacich buniek, oznacovana ako Trl-lymfocyty. Vznikd pod
vplyvom sucasného pbsobenia IL-27 a TGF-B na naivné Th-lymfocyty a produkuje pre-
dovsetkym IL-10. Okrem toho imunitni odpoved' timia aj tak, Ze zabijaju bunky pre-
zentujuce antigén perforinovo-granzymovym mechanizmom. Okrem CD4, charakteri-
zuju ich Specifické znaky CD49b a LAG-3 (CD223). Trl-lymfocyty si FOXP3-negativne,
namiesto toho exprimuju viaceré transkripcné faktory typické pre iné subpopulacie
T-lymfocytov, napr. c-MAF, AHR a iné (20, 21).

Hlavnou biologickou funkciou Treg-lymfocytov, ako vyplyva z predchadzajuceho
textu, je udrzanie imunitnych a zapalovych procesov vo fyziologickych hraniciach. Ich
chybanie, alebo porucha funkcie sa zakonite prejavi vyvojom autoimunitnych chorob.

1 Metylacia génov spdsobuje ich znizenu transkripciu
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Porucha funkcie sa dokazala pri vyvoji diabetes mellitus prvého typu (22), reumato-
idnej artritidy (23, 24), myastenia gravis (25), sclerosis multiplex (26, 27) a pri inych
chorobdch. Znizenie ich poctov sa potvrdilo pri m. Crohn a ulceréznej kolitide (28),
Gravesovej chorobe (29) a vaskulitide vyvolanej virusom hepatitidy C (30). Pri systé-
movom lupus erythematosus (SLE) perzistentné prozapalové cytokinové prostredie
zabranuje Treg-lymfocytom presadit svoje imunosupresivne pésobenie (31, 32).

Znizené pocty nTreg-lymfocytov sa pozoruju aj u alergickych pacientov, ¢o sp6-
sobuje zniZzenu kontrolu aktivacie Th2-lymfocytov (3). Tu sa potvrdzuje aj hygienicka
hypotéza — nedostato¢na aktivacia Th1-lymfocytyov spésobuje aj mald produkciu IL-2
a tym aj zniZenu aktivitu nTreg-lymfocytov.

IL-2 ma rozhodujuci vplyv na vznik a udrziavanie aktivity nTreg-lymfocytov. Tato
skutoénost viedla k myslienke vyuZit IL-2 v liecbe tych choréb, kde je ich aktivita zniZe-
na. IL-2 je vsak aj silnym aktivatorom NK-buniek aj cytotoxickych T-lymfocytov, a pre-
to sa pri lie€be musel aplikovat v davke nedostatocnej na ich aktivaciu, ale suc¢asne
postacujucej na podporenie funkcie, resp. aj expanzie nTreg-buniek; inymi slovami
zacala sa nizkodavkova liecba IL-2. Tato liecba sa osveddila pri lieCbe autoimunitného
diabetes mellitus (T1D), SLE, aterosklerdzy a alopecia areata (19, 33). V sucasnosti sa
odporuca zacat 5-driovu lie¢bu IL-2 v davke jeden milidn i. u./defi a opakovat ju v dvoj-
tyzdriovych intervaloch. Uvodna lie¢ba zvy$uje polty nTreg-lymfocytov v periférnej
krvi na dvojndsobok a udrziavacie davky spdsobia, Ze pocty nTreg-lymfocytov sa po-
hybuju medzi 20 % az 60 % nad zakladné hodnoty. Pocet nTreg-lymfocytov sa zvySuje
a to nielen v periférnej krvi, ale aj v mieste prebiehajucich autoimunitnych procesov
(dokazané v bioptickych vzorkach pri alopecia areata) (33).

Vylepsenou metddou uvedenej terapie je podavanie IL-2 sucasne s monoklono-
vymi protilatkami (mAb) proti nemu. Vytvorili sa humanne mAb proti IL-2. Tieto sta-
bilizuju sucasne podany humanny IL-2 v takej konformacii, ktory podporuje expanziu
nTreg-lymfocytov. Komplex ,,mAb — IL-2“ indukoval remisiu T1D v mySom NOD-mode-
li, redukoval intenzitu patologickych procesov pri experimentalnej alergickej encefa-
litide a chranil mysi pri xenogénnej chorobe Stepu proti hostitelovi (GvH) (34), ¢o je
prisflubom aj pre humannu medicinu.

Dal$ou moznostou liecby je podavanie nTreg-lymfocytov samotnych. Tieto sa
izoluju z periférnej krvi pacienta a v in vitro podmienkach sa rozmnoZia; aktivuju sa
monoklonovymi protildtkami anti-TCR a anti-CD28 za pritomnosti IL-2, ktory zabez-
pedi ich proliferaciu. Obycajne déjde k 500 az 2 000-nasobnému zvyseniu ich poctov;
nasledne sa aplikuju pacientovi. Dokazalo sa, Ze takto rozmnoZené Treg-bunky pre-
trvdvaju v organizme pacienta minimalne jeden rok. Prva faza uspesnych klinickych
skusok sa uskutocnila pri liecbe T1D (35).

Namiesto expanzie Treg-lymfocytov z periférnej krvi mozno tuto urobit aj z rozmra-
zenej umbilikalnej krvi. Autori udavaju 211-nasobné zmnozenie buniek pocas 18-drio-
vej kultivacie Treg-buniek s gul6¢kami obalenymi monoklonovymi protilatkami (mAb)
anti-CD3 a anti-CD28 v pritomnosti IL-2 (36-38). Este vacsi vytazok sa ziskal, ked sa
umbilikalne nTreg-lymfocyty in vitro kultivovali s umelo vytvorenymi APC (aAPC) v pri-
tomnosti mAb anti-CD3 a IL-2. aAPC predstavovali bunky nadorovej linie K562, ktorym
sa do gendmu vpravil gén pre FcyRI (CD64; vysokoafinitny receptor pre IgG) a gén pre
CD86, ¢o je ligand pre CD28 v membranach Treg-lymfocytov. Pri vzajomnej kultivacii sa
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Tab. 1 — Vlastnosti nTreg a iTreg

nTreg pTreg
Vznik Tkanivo Tymus Sekundarne
lymfoidné organy,
zépalové tkanivo
Potrebné cytokiny IL-2 alebo IL-15 TGF-B, IL-2
Kostimuldcia CD28 CTLA-4
Latky zvysujuce RA Nie Ano
supresivnu funkciu | Rapamycin Nie Nie
Specifickost Vlastné antigény Aloantigény,
mikroorganizmy
Creva, vlastné
antigény uvolfujuce
sa pri zapale
Diferencia IL-6 Ano Ano
na Th17-lymfocyty | Antagonosti ALTRA Ano Ano
Antagonosti Este nie je zname Ano
rapamycinu
Intraceluldrne FOXP3 Ano Ano
znaky HELIOS Ano Nie

RA — kyselina retinova

anti-CD3 mAb nadviaZzu svojim Fc-fragmentom na FcyRI v membrane aAPC. Priinterak-
cii aAPC s nTreg lymfocytmi sa tieto aktivuju aj mAb anti-CD3 aj prostrednictvom svo-
jich CD28-molekul po vazbe na CD86. IL-2 zase zabezpedi ich proliferaciu. Vysledkom
bola velka, az 13 000-ndsobnda expanzia nTreg lymfocytov! Ndaslednd aplikacia takto
rozmnozenych Treg-lymfocytov podstatne zniZila vyskyt akitnej GvH-reakcie (37, 38).

Liecba autoimunitnych choréb indukovanymi Treg-lymfocytmi ma vsak jednu
velkd nevyhodu. Dochdadza totiz k rozmnozZeniu buniek, ktoré su polyspecifické, ¢o
znamena, Ze po aplikacii pacientovi mozu blokovat aj Ziaddice imunitné procesy. Vy-
chodiskom je preto vytvorenie takych iTreg-lymfocytov, ktoré by boli Specifické iba
pre dané autoantigény. Tu prichadza na pomoc molekulové inZinierstvo v podobe vy-
tvarania Treg-lymfocytov s chimérovym antigénovym receptorom.

Vytvaranie buniek s umelo vytvorenym antigénovym receptorom T-lymfocytov)
(CAR - chimeric antigen receptor) sa datuje do polovice 80. rokov minulého storo-
Cia za uCelom ucinnejsieho boja proti nadorom. Az v sicasnosti sa obracia pozornost
vyuzit CAR-technolégiu aj pre iné oblasti. CAR s umelo vytvorené receptory, ktoré
umoznia T-lymfocytu aktivovat sa hned po rozpoznani Specifického antigénu a neca-
kat na dalsi kostimulaény ¢i polarizacny signél. CAR je syntetickd Struktdra. Na gé-
novej Urovni ma variabilné gény pre tazky (V,) a fahky retazec (V) monoklonovych
protilatok (scFv — single chain variable fragment) Specifickych pre dany autoantigén,
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exon pre pantovu oblast, obycajne IgG1-typu, exdn pre transmembranovy Usek, ktory
méze pochdadzat z viacerych transmembranovych molekdl, ako CD4, CD8, alebo CD28.
Tieto gény sa napoja na gény pre cytoplazmovu ¢ast buduiceho receptora, ktord bude
zodpovedat za aktivaciu T-lymfocytu. Tu existuju viaceré variacie. Prva generéacia CAR
mala len jeden exdn kédujuci aktivaény Gsek CD3 dzéta-retazca, druha generacia CAR
navyse este exdn determinujuci kostimulaénu molekulu CD28, alebo inu kostimulacnu
molekulu (4-1BB, OX40, DAP10) alebo oba (tretia generacia CAR-lymfocytov) (39).

Zmyslom existencie variabilnych domén protildtok v konstrukte je nielen vazba
daného autoantigénu, ale predovsetkym vyhnutie sa fenoménu imunitnej restrikcie,
ktory by platil keby v konstrukte boli scFv-domény TCR. Takto vytvorené CAR-recepto-
ry mozno totiz pouzit pre lie€bu viacerych pacientov bez ohladu na ich HLA-molekuly.
Aktivacny Usek CD3 dzéta-retazca plni tu istd Ulohu ako aj pri TCR, t. j. ide o Usek, na
ktory sa pripajaju tyrozinkindzy (ITAM - immunoreceptor tyrosine-based activation
motif) zodpovedné za aktivaéné procesy. Vychadzajuc z dvojsignalového modelu ak-
tivacie T-lymfocytov, nestaci iba rozpoznanie antigénu, ale musi dojst aj k signalizacii,
ktora vznika pri kostimulacnych interakciach, typicky CD80 a CD28. A prave tomu slu-
Zia druhy, resp. treti cytoplazmovy usek CAR-konstruktu (40).

Takto umelo vytvoreny CAR-gén sa za pomoci retrovirusovych alebo lentiviruso-
vych vektorov prenesie do vopred izolovanych a rozmnozenych Treg-lymfocytov, ktoré
sa nasledne prenesu prijemcovi. CAR-lymfocyty Specificky rozpoznaju autoantigény,
aktivuju sa a presadzuju svoje imunosupresivne posobenie. Tato metdda sa odskusala
na viacerych experimentalnych modeloch s pozitivnym efektom (41), ¢o je prislubom
aj pre pouzitie v humannej medicine v najblizsej dobe.

Regulacné T-lymfocyty pozname uZ dve desatrocia (7). Nedavno k nim pribudli
aj regulacné B-lymfocyty (Breg). V ¢om sa odliSuju od Treg-lymfocytov? Predovset-
kym je to ich pévod. Kym Treg-lymfocyty pozndme prirodzené a indukované, tak pri
Breg-lymfocytoch sa zatial nepodarilo zistit ich Specificky transkripény faktor, takze
vznikaju len ako indukované. Vznikaju v zapalovom prostredi pod vplyvom prozapalo-
vych cytokinov, rozpoznavanim molekulovych vzorov (PAMP) alebo priamo autoanti-
génov. V podstate kazdy B-lymfocyt, ked' ziska patricné signaly, sa mozZe diferencovat
na Breg-bunku. Svoju imunosupresivnu aktivitu Breg-lymfocyty uplatfiuju kontaktnym
(exprimuju FASL, PD1L, CTLA4), aj bezkontaktnym sp&sobom (prostrednictvom syn-
tézy IL-10, IL-35 a TGF-B). Tuto svoju schopnost zvysuju aj indukciou Treg-lymfocytov
priamou kooperaciou s ThO-lymfocytmi za Gcéasti HLA-II a kostimulacnych (CD80) mo-
lekdl (42-44).

Breg-lymfocyty su heterogénnou populdciou buniek. NajlepSie preskimana
subpopulacia sa vyznacuje malou expresiou IgD vo forme antigénového receptora a
molekulami CD1d, CD19, CD20, CD24 a CD38. Prekvapenim je, Ze regula¢nu funkciu
maju aj plazmatické bunky (42, 45). Breg-lymfocyty prezentaciou glykolipidov pros-
trednictvom svojich CD1d molekul indukuju aj imunosupresivnu aktivitu NKT-buniek
(syntézou IL-10). U pacientov so SLE su pocty NKT-buniek znacne zniZzené prave pre
poruchu funkcie Breg-lymfocytov (46). Pri SLE sa pozoroval aj dalsi defekt spojeny
s Breg-lymfocytmi. SLE charakterizuje o. i. aj zvySend produkcia IFN-a plazmacytoid-
nymi bunkami (pDC) a zistilo sa, Ze su to prave Breg-lymfocyty, ktorych nedostatoc¢na
funkcia nedokaze timit ich nadmernu syntézu interferénov (47, 48). Naznaduje to, ze
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u zdravych os6b existuje spdtna vazba medzi Breg-lymfocytmi a pDC, kym u pacientov
s SLE nie. Lie¢ba pacientov rituximabom (monoklonové protilatky anti-CD20) viedla
k znovuobjaveniu sa Breg-lymfocytov, obnoveniu funkcie NKT-buniek a k zlepSeniu
klinického stavu (47, 48).
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Abstrakt

Proces implantacie embrya je spojeny s aktivaciou imunitného systému matky a
stcasnou indukciou tolerancie plodu na feto-maternalnom rozhrani. Toleranciu ot-
covskych antigénov semialogénneho plodu zo strany imunitného systému matky za-
bezpecuji okrem inych mechanizmov aj prirodzené regulacné T-lymfocyty (nTreg) a
indukované T-regulacné lymfocyty (iTeg) voci paternalnym antigénom. Cielom nasej
prace bolo sledovanie dynamiky absolutnych a percentudlnych poctov T- regulac-
nych lymfocytov v periférnej krvi u Zien v L., Il. a lll. trimestri tehotenstva. Tieto Zeny
mali anamnézu poruchy plodnosti v zmysle sterility a/alebo infertility a zarover bola
u nich aplikovana imunointervencna liecba. Boli rozdelené do podskupin podla typu
imunomodulacnej lieCby. TaktieZ sme sledovali uvedeny parameter v rovnhakom ob-
dobi v kontrolnej skupine, v ktorej boli zastupené zdravé tehotné Zeny bez akejkolvek
liecby.

Subor tvorilo 159 pacientiek, z toho 59 otehotnelo spontanne, 68 po embryo-
transfere a 32 bolo zaradenych do kontrolnej skupiny. V skupine Zien so spontannym
otehotnenim a zdravych Zien bol zaznamenany postupny pokles zastipenia absolut-
neho poctu T-regulacnych lymfocytov. U Zien, ktoré dosiahli tehotenstvo po embry-
otransfere bol zaznamenany ndrast T- regulacnych lymfocytov pocas I. trimestra te-
hotenstva a nasledne pokles az dokonca gravidity v percentualnych aj absoltutnych
poctoch. Najvacsiu dynamiku sme pozorovali v skupine pacientiek so spontannym
otehotnenim s poddvanim intramuskuldrnych alebo intravendznych imunoglobulinov.
Tu sme zaznamenali najvacsi narast pocas I. trimestra tehotenstva. Kontrolna skupina
celkovo vykazovala signifikantne nizSie hladiny T- regulacnych lymfocytov v jednotli-
vych obdobiach oproti Zzenam s anamnézou poruchy plodnosti.

Na zaklade nasich vysledkov méZeme konstatovat, Ze diagnostika a liecba na zékla-
de zastupenia T- regulacnych lymfocytov nie je vhodna. MoZznym vysvetlenim rozdielu
dynamiky T- regulacnych lymfocytov v skupine Zien so spontannym otehotnenim a
otehotnenim po embryotransfere je v rozdielnej dobe nasadenia, davky a formy apli-
kacie progesteronu. Ma pozitivne imunomodulacné ucinky pocas tehotenstva a pod-
la najnovsich Udajov zabranuje apoptdze T-regulacnych lymfocytov. U Zien s embry-
ihned po embryotransfere t. j. priblizne 14 dni skér a v minimalnej davke 400 mg/den.
V pripade Zien so spontannym otehotnenim zahajujeme podavanie neskor, aZz po de-
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mg/deri. Treba viak skonstatovat, Ze napriek rozdielom v dynamike T-
regula¢nych lymfocytov v periférnej krvi v obidvoch skupinach vsetky Zeny porodili v
termine a tehotenstva boli bez prejavov patolégie typickej pre preeklamsiu.

Uvod

Kontrolovany zapal a primerana miera aktivacie imunitného systému na feto-ma-
ternalnom rozhrani su esencialne atributy pre vznik a bezproblémovy priebeh teho-
tenstva. Adekvdatna imunitnd odpoved napomaha pri endometriovej receptivite a se-
lektivite, vzniku a podpore tolerancie semialogénneho plodu, vaskuldrnej remodelacii
Spiradlovitych artérii endometria, ktora je zakladom pre vyvoj dostato¢nej placentacie.
Perikoncepcna imunitnd odpoved ma zasadny vplyv na rast plodu a gestacny vek die-
tata pri pérode s ovplyvnenim jeho postnatalneho zdravia (Robertson et al. 2016). Pri
tolerancii plodu maju nezanedbatelny vplyv regulacné T-lymfocyty, aj prirodzené aj
indukované. Vsetky uvedené deje su pod vyznamnym vplyvom pohlavnych hormo-
nov tvoriacich sa v placente.

Regulacné T-lymfocyty na feto-maternalnom rozhrani

Na feto-maternalnom rozhrani u ludi su pritomné obidva typy regulacnych T-lym-
focytov: prirodzené (nTreg) a indukované (iTreg). Je pre nich typické, Ze maju spolo¢ny
transkripény faktor FOXP3 (Clark 2016) a tvoria az 30 % z celkového poctu T-lymfocy-
tov pocas I. trimestra s postupnym poklesom (Robertson et al. 2018).

Na vrchole ovulacie pod vplyvom estrogénov sa Treg-lymfocyty zhromazduju
v endometriu z periférnej krvi. Samotnd implantdcia je zapalovy proces, pri ktorom
sa produkuju cytokiny IL-1B, IL-11 a LIF (faktor inhibujuci leukémiu). Treg-lymfocyty
kontroluju rovnovahu medzi pro- a antiinflamacnymi procesmi a nasledne prozépa-
lové mikroprostredie ukoncuju (Clark 2016). Studie preukazali, Ze deplécia Treg-lym-
focytov najviac negativne ovplyviuje pre- a peri-implanta¢né obdobie a nie samotnu
placentaciu (Robertson et al. 2018).

Imunosupresivny vplyv Treg-lymfocytov je prezentovany produkciou IL- 10,
TGF-B a expresiou CTLA- 4, CD25 a PD-L1 (Robertson et al. 2018). Neskor Treg-lymfo-
cyty negativne vplyvaju na interakcie medzi Th1-lymfocytmi, dendritovymi bunkami,
makrofagmi a uterinnymi NK-bunkami, aby zabranili zvySenej produkcii Th1-cytokinov
- TNF a IFN-y a tym ndsledne aktivacii koagulacnej kaskady (Chen et al. 2013).

Progesteron a T- regulacné lymfocyty

Syntéza steroidnych hormdnov ako progesterénu a glukokortikosteroidov narasta
pocas tehotenstva. Ich hlavna uloha je pri adaptacii imunitného systému Zeny na te-
hotenstvo. Doteraz nebol pine identifikovany mechanizmus ucinku. Jedine sa klinicky
pozorovalo, Ze nizke hladiny progesterénu boli asociované s opakovanou spontannou
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potracavostou alebo predéasnym pérodom (Okabe et al. 2014). Samotny progesterdn
ma protizapalové ucinky, na fetomaterndlnom rozhrani indukuje expanziu T-regulac-
nych lymfocytov. V studii publikovanej v tomto roku (Hierweger et al. 2019) autori
dokazali, Ze progesterdn sa viaze na glukokortikoidovy receptor (GR) a indukuje apop-
tézu konvenénych T-efektorovych lymfocytov, voc¢i comu su Treg-lymfocyty refraktér-
ne (Hierweger et al. 2019).

T-regulacné lymfocyty pocas tehotenstva

Doposial v renomovanych ¢asopisoch neboli publikované studie, ktoré by sledo-
vali dynamiku zastupenia Treg-lymfocytov v periférnej krvi pocas celého tehotenstva
u zdravych Zien, u Zien s rekurentnymi spontannymi abortmi a u Zien, ktoré absol-
vovali embryotransfer. TaktieZ zatial neboli uverejnené sledovania dynamiky Treg-
lymfocytov v periférnej krvi u Zien podla typu aplikovanej imunomodulacne;j liecby.
Najpravdepodobnejsim dévodom su neexistujice pravidla indikacie imunointervenc-
nej liecby, ktoré by akceptovala Sirokd odborna verejnost. Su velké rozdiely v davke,
nacasovani a trvani lieCby medzi jednotlivymi centrami a publikovanymi studiami.
Tuto skutoénost dokumentuji metaanalyzy, ktoré sa zaoberaju vyhodnotenim efektu
liecby intravendznymi imunoglobulinmi a kortikosteroidmi u Zien s poruchou plodnos-
ti. Toto nas priviedlo na myslienku sledovat dynamiku Treg-lymfocytov v periférnej
krvi u tehotnych Zien a zarover sledovat korelaciu medzi narastom Treg-lymfocytov v
periférnej krvi a na feto-maternalnom rozhrani pocas prvého trimestra s postupnym
poklesom ku koncu gravidity.

Charakteristika stiboru

Subor tvorilo 159 pacientiek. Vykonali sme u nich odber periférnej krviv L., Il. a lll.
trimestri |. trimester je v odbornej literature definovany ako 1. - 13. tyzden tehoten-
stva, Il. trimester ako 14. - 27. tyzden tehotenstva a lll. trimester ako 28. - 40. tyzden
tehotenstva. Zo sledovanych 159 Zien 59 otehotnelo spontdnne (37,1 %), po embry-
otransfere otehotnelo 68 Zien (42,8 %). Kontrolnu skupinu tvorilo 32 Zien (20,1 %).

V ramci kontrolnej skupiny sme realizovali meranie Treg-lymfocytov v percentach
v prvom trimestri 28 pacientkam, v druhom trimestri 32 a v tretom trimestri 27 pa-
cientkam. Hodnoty Treg-lymfocytov v absoldtnych hodnotach sme realizovali v prvom
trimestri 28 pacientkam, v druhom trimestri 29 a v tretom trimestri 27 pacientkam.

Vytvorili sme tri podskupiny. Prvej skupine sme podavali intravendzne alebo intra-
muskularne imunoglobuliny (IVIG + IMIG), druhej skupine kortikosteroidy (KS) a po-
slednej skupine sme podavali intralipidové emulzie (ILP) .

Nasim cielom bolo porovnavat zmenu absolutnych aj percentualnych Treg-lymfo-
cytov v prvom, druhom a tretom trimestri zvlast pre skupinu Zien, ktoré otehotneli
spontanne, a zvlast pre skupinu Zien, ktoré otehotneli po embryotransfere vieobecne
a vzhladom na aplikovanu liecbu, pricom sme sa zamerali na lieCbu KS, IMIG + IVIG
alLP.
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Vysledky

Zeny, ktoré otehotneli spontanne, mali priemernt hodnotu Treg-lymfocytov v per-
centach v prvom trimestri v prvom merani 7,85 %, v druhom merani v prvom trimestri
sa priemerna hodnota znizila na 7,52 % a v druhom trimestri nastalo eSte znizZenie na
priemerne 6,76 %, v tretom trimestri sme zaznamenali narast na 7,73 %, teda hod-
nota Treg-lymfocytov v tretom trimestri bola nizsia ako pri prvom merani v prvom
trimestri. Pri vyjadreni v absolutnych poctoch bola priemerna hodnota Treg lymfo-
cytov pri prvom merani 115,92/mm?3, pri druhom merani v prvom trimestri hodnota
poklesla v priemere na 93,20/mm?3, v druhom trimestri nastal dalsi pokles na 86,38/
mm? a v tretom trimestri opatovny pokles na 85,35/mm?.

Zeny, ktoré otehotneli po embryotransfere mali priemernd hodnotu Treg lymfo-
cytov v percentach v prvom merani v prvom trimestri 7,29, v druhom merani v prvom
trimestri nastal narast na 7,84, v druhom trimestri sme zaznamenali vyraznejsi po-
kles na 6,99 a v tretom trimestri opatovny nérast na 7,69. Pri vyjadreni v absoldtnych
poctoch bola priemerna hodnota Treg- lymfocytov pri prvom merani v prvom trimes-
tri 108,93/mm?3, pri druhom merani v prvom trimestri nastal narast na 119,09/mm?3,
v druhom trimestri pokles na 95,45/mm?3 a v tretom trimestri pokles na 94,64/mm3,

V ramci kontrolnej skupiny sme pri pozorovani hodnoty Treg-lymfocytov v per-
centach zistili prvom trimestri v priemere 5,77, v druhom trimestri pokles na 4,75
a v tretom trimestri narast na 4,96. Pri merani absoltutnych poctov Treg-lymfocytov
sme pozorovali v prvom trimestri priemerne 96,18/mm3, v druhom trimestri 89,97/
mm? a v tretom trimestri 79,59/1 mm?3.

VyraznejSiu dynamiku poctov Treg-lymfocytov v percentach sme pozorovali v sku-
pine Zien so spontdnnym otehotnenim pri liecbe ILP. Po prvom merani v prvom tri-
mestri (9,10) nastal pokles pri druhom merani v prvom trimestri (8,20), v druhom
trimestri sme zaznamenali ndrast (9,54) a v tretom trimestri pokles (9,20).

Striedanie narastu a poklesu obsahu Treg-lymfocytov sme namerali aj v skupine
Zien s otehotnenim po embryotransfere s liecbou IMIG + IVIG.

VyraznejSia dynamika v pocte Treg-lymfocytov sme pozorovali v skupine pacien-
tiek so spontannym otehotnenim lie¢enych IMIG + IVIG. Oproti prvému meraniu v pr-
vom trimestri (priemerne 10) zaznamenali pokles v druhom merani v prvom trimestri
(9,52), v druhom trimestri nasledoval pokles obsahu Treg-lymfocytov (7,18) a v tre-
tom trimestri ndrast v priemere na 8,79.

Nizka dynamika sa prejavila v skupine Zien so spontannym otehotnenim s liecbou
KS.

Pri sledovani poctu Treg-lymfocytov v absolutnych hodnotach sme zaznamena-
li r6zne tendencie vyvoja. Postupny pokles poctov Treg-lymfocytov nastal u zien so
spontdnnym otehotnenim s lieCbou KS. Pri lie¢be IMIG + IVIG Zeny so spontannym
otehotnenim mali pokles poctu Treg-lymfocytov medzi prvym meranim v prvom tri-
mestri (146,11) a druhym meranim v prvom trimestri (100,14), pri dalSich meraniach
bol postupny narast. Naopak, pri Zenach s otehotnenim po embryotransfere s lieCbou
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IMIG + IVIG sme zistili opa¢nu tendenciu, to znamena najskér narast poctu Treg-lym-
focytov medzi prvym meranim (127,47) a druhym meranim v prvom trimestri (142),
potom nasledoval postupny pokles; podobna dynamika sa prejavila aj v skupine zien
s otehotnenim po embryotransfere s liecbou ILP. Striedanie narastu a poklesu obsa-
hu Treg-lymfocytov sme zistili v skupine Zien po embryotransfere s liecbou KS, islo
najskor o narast Treg-lymfocytov medzi prvym meranim (117,05) a druhym meranim
(119,67) v prvom trimestri, v druhom trimestri nasledoval pokles (82,55) a v tretom
trimestri narast (86,19). Opacna dynamika nastala v pripade Zien so spontannym ote-
hotnenim s liecbou ILP, kde bol v prvom trimestri medzi prvym (104,30) a druhym
meranim (80,35) pokles poctov Treg-lymfocytov, v druhom trimestri ndrast (111,54)
a v tretom trimestri pokles (109,80).

Diskusia

Koreldciu ndrastu Treg-lymfocytov medzi periférnou krvou a feto-maternalnym ro-
zhranim v I. trimestri sme preukdzali jedine v skupine Zien, ktoré otehotneli po embry-
otransfere. Vo vsetkych skupinach sme vsak potvrdili postupny pokles Treg-lymfocy-
tov pocas Il. a lll. trimestra. Kontrolna skupina celkovo vykazovala signifikantne nizsie
hladiny T-regulaénych lymfocytov v jednotlivych obdobiach oproti Zendm s anamné-
zou poruchy plodnosti.

Moznym vysvetlenim rozdielu dynamiky T-regula¢nych lymfocytov v skupine Zien
so spontannym otehotnenim a otehotnenim po embryotransfere je v rozdielnej dobe
nasadenia, davky a formy aplikicie progesterénu, ktory ma pozitivne imunomodulac-
né ucinky pocas tehotenstva, indukuje proliferaciu T-regulaénych lymfocytov. U Zien
s embryotransferom sa progesterdn podava vacsinou v lokdlnej, Gcinnejsej, vaginal-
nej forme, ihned po embryotransfere a v minimalnej davke 400 mg/den. V pripade
Zien so spontdannym otehotnenim sa vacSinou poddvanie zahdji neskor, az po detekcii
tehotenstva t. j. po pozitivnom krvnom teste a v ddvke menej ako 400mg/den. Pre
potvrdenie tychto zaverov by bolo vhodné zrealizovat $tudie zamerané na sledovanie
dynamiky Treg-lymfocytov v periférnej krvi v zavislosti od réznej davky progesterdnu.

Na zaklade nasich vysledkov taktiez mézeme konstatovat, Ze diagnostika a lie¢ba
poruch plodnosti na zaklade zastupenia T- regulaénych lymfocytov periférnej krvi nie
je vhodna.
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