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Biologicka liecba v tedrii a praxi IV — Bratislava 2017

KAM SA BUDE UBERAT FARMAKOLOGICKA LIECBA
V NAIBLIZSOM DESATROCI

Hrubisko M.
Oddelenie klinickej imunoldgie a alergoldgie, OUSA, Bratislava

Farmakologicka liecba presla v priebehu 20. storocia velmi dynamickym vyvojom.
Spociatku sa lieCiva, resp. lieCebné postupy vyvijali empiricky, bez poznania mecha-
nizmov ucinku. Ruka v ruke s postupnym poznavanim patomechanizmov choréb sa
spoznavali aj mechanizmy ucinku jednotlivych farmak. Vyvoj sa sustredil na skupiny
molekul zasahujucich konkrétne extraceluldrne ciele. Najma v 70., 80. a 90. rokoch 20.
storocia sme boli kazdoro¢ne svedkami vyvoja aj uvadzania do praxe desiatok novych
molekul blokujucich alebo stimulujucich zname povrchové Struktury, ako a- ¢i B- re-
ceptory, cholinergné receptory, H1- a H2- histaminové receptory, serotoninové recep-
tory a pod., molekul inhibujucich enzym konvertujuci angiotenzin, blokujucich rézne
iénové kanaly a mnohych dalsich. UZ v tomto ¢ase bolo mozné hovorit o cielenych
farmakach, pretoze tieto molekuly sa viazali na, resp. ovplyviiovali konkrétne ciele.
Farmaceuticky priemysel si véak postupne zacal uvedomovat, Ze tento vyvoj sa skor ¢i
neskor zastavi — nedalo sa predpokladat, Ze sa vyrobi ,este lepsie” antihistaminikum,
lepsi betablokator a p. Skutocne, zaciatkom 21. storocia sa novych klasickych farmak
zavadzalo do praxe ¢oraz menej.

Novym smerom bol objav a postupny vyvoj klinicky pouzitelnych monoklonovych
protilatok zasahujucich najroznejsie cirkulujice alebo ,usadené Struktury. Prva mo-
noklonova protilatka sa vyprodukovala v roku 1975 a do klinickej praxe sa ako prva
zaviedla anti-CD3 protilatka uz v roku 1986. Odvtedy sa v klinickej praxi vyuZiva tak-
mer 70 monoklonovych protilatok a aktudlne je zhruba 500 dalSich vo vyvoiji. Liecba
monoklonovymi protilatkami ma vsak vzhladom k tomu, Ze ide o makromolekuly,
vyznamné obmedzenia. Ich molekulovda hmotnost ich predurcuje k vyluéne paren-
teradlnemu poddvaniu a aj pri humanizovanych protilatkach nemozeme celkom vyluéit
imunogénnost, ktord znamend potencial straty u¢innosti a alebo anafylaktogénne p6-
sobenie.

Sucasny vyskum sa zameriava na mechanizmy chorob na celuldrnej a subcelular-
nej Urovni a hladaju sa postupy ako do nich zasiahnut. Priemysel biotechnolégii otvara
nové moznosti tym, Ze vyuziva vedecké poznatky molekulovej biolégie a syntetizuje
latky viaZuce sa na intraceluldrne Struktury. VyuZzivaju sa pritom poznatky o prirodze-
nych vnutrobunkovych induktoroch a blokatoroch biologickych funkcii bunky, ¢im sa
terapeutické zadsahy stavaju este sofistikovanejSimi. Tak ako sa postupne spoznali fy-
ziologické ulohy vnutrobunkovych signalizacnych drah (signalizacnd kaskdda MAPK,
SYK, PI3K, NFkB, JAK...), spoznali sa aj rézne mutacie veduce k ich poruche (nedos-
tato¢nd alebo nadmerna — perzistujlca signalizacia). KedZe potrebujeme zasiahnut
vnutrobunkové Struktdry, musi ist o latky z kategdrie tzv. malych molekul. V mole-
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Zbornik abstraktov

kulovej bioldgii a farmakoldgii sa malé molekuly definuju ako organické latky m.h.
< 900 Da, ktoré pomahaju regulovat biologické procesy. Oproti makromolekulam je
ich vyhodou rychly prienik cez bunkové membrany, ¢o umoziuje ich aplikaciu per
os a zasah vnutrobunkovych cielovych Struktur. V sicasnosti sa najma v onkoldgii
a v lieCbe autoimunitnych choréb uz pouziva rad molekul, ktoré sa viazu na konkrétne
cielové struktury tychto signaliza¢nych drah, ¢im mozu ich patologicku funkciu bloko-
vat alebo upravit.
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BIOLOGICKA LIECBA ZAPALOVYCH CHOROB CREVA

Buc M.
Imunologicky ustav, Lekdrska fakulta UK, Bratislava

Crohnova choroba (CD) a ulcerdzna kolitida (UC) patria k chronickym zapalovym
chorobam (IBD) creva. Na patogenéze CD sa podiela zvySena aktivita Thl-lymfocy-
tov, MAIT- a ILC1-buniek a nedostatoc¢na funkcia ILC3-buniek a to v dosledku portch
v mechanizmoch prirodzenej imunity. Pri UC sa za hlavnu porucha spustenia autoimu-
nitnych procesov povazuje zvyseny prestup komenzalnych baktérii do submukédzy pre
nepevnost interepitelovych spojeni s naslednou aktivaciou ILC2-buniek, Th9 a Th2-
lymfocytov a NTK-buniek.

Poznanie patogenézy umoznuje aj raciondlnu terapiu, najma pokial ide o biologic-
ku lieCbu. PretoZe pri zadpalovom procese pri Crohnovej chorobe vyznamnu ulohu hra
TNF, zacalo sa liecbou monoklonovymi protildtkami (mAb) proti nemu (infliximab,
adalimumab, golimumab). Na tuto liecbu odpoveda priblizne 60 % pacientov. Okrem
anti-TNF mAb sa do praxe dostavaju aj dalSie, predovsetkym vedolizumab, ¢o je IgG1
protilatka viaZuca alfa 4 retazec integrinov alfa 4/beta 7 v membranach T-lymfocytov;
brani ich interakcii s adhezivnymi molekulami MADCAM-1 v membranach endotelo-
vych buniek ¢reva a brani tak vstupu aktivovanych T-lymfocytov do zapalového loZiska.
Dalsia mAb, ktora prichadza o Gvahy pri lie¢be CD-pacientov, ktori na anti-TNF lie¢bu
neodpovedaju, je ustekinumab. Ide o mAb namierené proti spoloénému retazcu IL-12
alL-23, t. . p40, takze zasahuju do vzniku aj Th1- and Th17-lymfocytov. Nedostato¢na
aktivita aj neutrofilov aj makrofagov priviedla na myslienku podavat pacientom GM-
CSF (sargramostim). Tento pdsobi ako diferenciacny faktor progenitorovych buniek
pre neutrofily, eozinofily a monocyty; navyse zvysSuje aj ich fagocytézu. Liecba je Us-
pesna u Casti pacientov. V ostatnej dobe sa prechddza od liecby monoklonovymi pro-
tilatkami, ktoré zasahuju Specifické molekuly na povrchu buniek imunitného systému
k malym molekulam, ktord prechadzaju do vnutra bunky a ovplyviiuju signalizacné
drahy pri jej aktivacii. Takouto molekulou je aj mongersen. Ide o synteticky jednovlak-
novy oligonukleotid , ktory sa Specificky viaze na mRNA vznikajucou pri transkripcii
génu pre SMAD-7. ,,Nezmyselny oligonukleotid (nonsence oligunucleotide)” sa vystavi
svojej degraddcii a tym sa ndsledne zniZi aj syntéza transkripéného faktora SMAD?7,
ktory sa pri CD tvori vo zvySenej miere. Vysledkom je zvySena syntéza imunosupresiv-
neho TGF-beta a timenie autoimunitnych procesov.

Zapalovy proces pri ulcerdznej kolitide je tieZ pod taktovkou TNF, takze v jej liecbe
sa podobne ako pri CD aplikuje infliximab ¢i adalimumab. Na tuto liecbu vsak odpove-
da len asi tretina pacientov. Na liecbu takychto pacientov aj FDA aj EMA schvalila po-
davanie vedolizumabu. Najnovsie sa pripravili monoklonové protilatky, etrolizumab,
ktoré sa viazu na beta 7 retazec adhezivnych molekdl (integriny alfa 4/beta7, resp.
kadheriny alfa E/beta 7) v membranach T-lymfocytov a pésobi podobne ako vedoli-
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zumab. Klinické skasky fazy Il vsak ukazuju, Ze ucinkuju skor u pacientov, ktorych este
neliecili anti-TNF mAb ako u tych, ktori na tuto liecbu neodpovedali; zd3 sa teda, ze
nepbjde o druholiniovu liecbu, ale alternativu k prvoliniovej, anti-TNF. Slubnym lie-
kom sa zda byt mala molekula, tofacitinib, ktora selektivne inhibuje JAK-kinazy (JAK1
a JAK3). Tieto tyrozinkindzy sprostredkivaju prenos signdlu z receptorov pre tie cyto-
kiny, ktoré vyuzivaju spolo¢ny gama-retazec; ide o cytokiny IL-2, -4, -7,-9,-15a-21. Su
to cytokiny, ktoré zabezpecuju aktivaciu lymfocytoy, ich proliferaciu a funkciu. Navyse
inhibicia JAK1-kinazy oslabuje signalizaciu prozapalovych cytokinov IL-6 a IFN-y. Tofa-
citinib je u¢inny pri zvlddani strednej a tazkej formy UC, pri liecbe Crohnovej choroby
je neucinny.
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VYZNAM T-REGULAENYCH LYMFOCYTOV V TEHOTENSTVE

Dzurillova Z. 12, Dzurilla M. 12
Ambulancia reprodukcénej imunolégie, Medicentrum Dzurilla, Nitra,
2Laboratdrium klinickej imunoldgie a alergolégie, Medicentrum Dzurilla, Nitra

Proces implantacie embrya je spojeny s aktivaciou imunitného systému matky
a sucasnou indukciou tolerancie plodu na feto-materndlnom rozhrani. Toleran-
ciu otcovskych antigénov alogénneho plodu zo strany imunitného systému matky
zabezpecuju okrem inych mechanizmov aj prirodzené regulacné T-lymfocyty (nTreg).

nTreg-lymfocyty vznikaju v tymuse, zabezpecuju toleranciu vlastnych antigénov
a zabranuju vyvoju autoimunitnych procesov. Na vrchole ovulacie prestupuju z peri-
férnej krvi do endometria s cielom zabranit zapalovej odpovedi po vniknuti ejakula-
tu do dutiny maternice. Po oplodneni ich pocet rychlo klesa a v obdobi implantacie
produkciou Th1 cytokinov ako IL-1B, IL-11 a LIF (faktor inhibujuci leukémiu).

Indukované regulacéné T-lymfocyty (iTreg) vznikaju na periférii ako odpoved T-lym-
focytov na antigény s ciefom moduldacie alebo ukonéenia imunitnej reakcie. Vznikaju
v lymfatickych uzlinach drénujucich Zenské pohlavné organy p6sobenim TGF-B zo se-
minalnej plazmy. V endometriu sa iTreg-lymfocyty objavia aZ po prebehnuti implan-
tacie. V kooperacii s deciduovymi makrofagmi a bunkami trofoblastu indukuju v nich
syntézu indolamin 2, 3-dioxygenazy (IDO), ktora degraduje tryptofan nevyhnutny na
proliferaciu efektorovych T- lymfocytov. Hlavnou ulohou iTreg-lymfocytov je tolerancia
embrya v postimplantatnom obdobi pokial sa nevyvinie definitivna placenta. Neskor
iTreg-lymfocyty negativne vplyvaju na interakcie medzi Th1-lymfocytmi, dendritovymi
bunkami, makrofagmi a uterinnymi NK-bunkami, aby zabranili zvySenej produkcii Th1-
cytokinov — TNF a IFN-y, ktoré dokazu aktivovat koagulaénu kaskadu s priamym po6-
sobenim na protrombinazu a tvorbu trombinu. Samotny trombin p&sobi na endotel
kapildr v endometriu, ¢o spésobi nahromadenie a aktivaciu neutrofilov. Tieto procesy
vedu k poskodeniu ciev matky s ndslednou nedostato¢nou vyzivou plodu.

Do nasho suboru sme zaradili 64 pacientiek. V prvej skupine bolo 39 pacientiek,
ktorym sa podavala sa im predkoncepcnd imunologicka liecba. Tato bola nasledovna:
33 % Zien dostavalo kortikosteroidy v davke 0,13 mg/kg, 48% Zien sme lieCili intrave-
néznymi alebo intramuskuldrnymi imunoglobulinmi, 15% pacientiek dostavalo intrali-
pidové emulzie a napokon necelych 13% Zien sa lie€ili kombindaciou Anopyrinu s nizko-
molekulovym heparinom (LMWH) v profylaktickej davke. VSetky pacientky otehotneli
pomocou asistovanej reprodukcie, t. j. po embryotransfere alebo intrauterinnej inse-
mindacii. V druhej skupine bolo zaradenych 25 Zien, ktorym sme imunomodulacnu liec-
bu bola aplikovali pred planovanym otehotnenim. Kortikosteroidy v dédvke 0,13mg/kg
boli aplikované 48 % Zien, intravendzne imunoglobuliny 20 % Zien, intralipidové emul-
zie 16 % pacientiek a kombinaciu Anopyrinu s LMWH v profylaktickej davke dostavalo
44 % zien. Vsetky takto liecené Zeny otehotneli spontanne.
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STRATIFIKACIA RIZIKA VZNIKU PROGRESIVNEJ MULTIFOKALNE)J
LEUKOENCEFALOPATIE V BEZNEJ KLINICKEJ PRAXI U PACIENTOV
SO SCLEROSIS MULTIPLEX LIECENYCH NATALIZUMABOM

Klimova E., CvengroSova A.!, Smieskova A.2, Dariova M.3, Gasko R.*
Klinika neurolégie FZO PU a FNsP J.A. Reimana,
2AdLa s.r.o., Analyticko-diagnostické laboratérium a ambulancie,
3ProMagnet s.r.0., Magnetickd rezonancia, pracovisko FNsP J.A. Reimana, Presov,
“Klinicka epidemioldgia a biostatistika EduStat s.r.0., KoSice

Natalizumab (NTZ) - Tysabri®, je velmi Gcinny liek pri liecbe vysoko aktivnej relap-
sujuco-remitujlcej sclerosis multiplex (RRSM), ktory vsak modze vyvolat vazne nezia-
duce ucinky, predovsetkym progresivnu multifokalnu leukoencefalopatiu (PML). Pri-
tomnost protilatok proti John Cunnighamovmu virusu (JCV) toto riziko zna¢ne zvysuje.

Pri lieCbe NTZ postupujeme v monitoringu pacientov podla odporucani vyrobcu,
ktory okrem klinického sledovania zahfia pravidelné retestovanie anti-JCV protildtok
v sére a skrateny program MR-vySetrenia mozgu kazdych 3 — 6 mesiacov. Anti-JCV pro-
tildtky ndm stanovuju v laboratdriu UNILABS (Dansko). Lekari dostdvaju kvantitativne
vysledky vyjadrené ako hodnota indexu. Cielom monitorovania liecenych pacientov je
zachytit PML v predklinickej faze, ¢o ma pre ich progndzu znaény vyznam.

K 30.4.2017 malo vySetrené protilatky proti JCV 85,4 % (n = 175) pacientov liecCe-
nych réznym typom DMD (disease modyfying drugs). Prevalencia pozitivity anti-JCV
protilatok stupala s vekom (od 54,3 % v skupine 18 — 29 ro¢nych aZ po 68,3 % u 50 — 60
roc¢nych); Castejsi vyskyt bol u muzov ako u Zien (64 % vs. 59 %). V skupine chorych
liecenych DMD 1. linie (n = 161) malo anti-JCV protilatky vySetrené 131 pacientov.
Z nich je 86 (65,7 %) JCV-pozitivnych, z toho 41 (47,7 %) s hodnotou indexu protilatok
> 1,5. Z 24 pacientoy, ktori boli pred liecCbou NTZ JCV-séronegativni, sme sérokonver-
ziu zaznamenali u 4; priemerné trvanie liecby NTZ bolo 28,5 mesiacov. V tejto skupine
chorych su aj dve pacientky s pretrvavajlicou séronegativitou po 84 a 96 mesiacoch
liecby NTZ. Indexy JCV-protildtok u pacientov so zndmou JCV-séropozitivitou od zaha-
z nich bola lietba NTZ ukoncend po 24 - 30 mesiacoch trvania, len v jedinom pripade,
pri nizkom indexe protilatok, v liecbe pacienta pokracujeme uz 54 mesiacov. Mimo
uvedenych skupin je 5 pacientov s prvovysetrenim JCV-protildtok a ich pozitivitou
v priemere po 17 mesiacoch (rozpatie 13 22 mesiacov) uzivania NTZ v maji 2011.

Liecba NTZ prispela vSetkym pacientom k stabilizacii ich SM a dosiahnutiu lepse;j
kvality Zivota, ktorej sa tazko pri planovanom ukonceni lie¢by vzdavaji. Priemerné
Kurtzkeho EDSS pocas trvania lieCby nebolo u nich vyssie nez 3,5. U 5 pacientoch
(vSetci JCV-pozitivni, traja z nich sérokonventori) bolo pre klinicky priebeh a progre-
siu MR nélezu mozgu vyslovené podozrenie na moznu PML — vySetrenie CSL/JCV-PCR
negativne.
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Manazment liecby natalizumbom v beznej klinickej praxi vyZzaduje multidiscipli-
narnu spolupracu. Zhodnotenie rizika vs. benefitu liecby NTZ v trvani viac ako dva
roky, najma u JCV-pozitivnych pacientov s remisiou SM, nie je pre oSetrujuceho leka-
ra jednoduché. Nadpolovi¢nd vacsina vySetrenych pacientov, v sicasnosti liecenych
DMD 1. linie, je JCV-pozitivna. Pri stdle sa rozsirujucom terapeutickom spektre SM-
monoklonovych protilatok s porovnatelnym ucinkom, ktorych bezpecnostny profil nie
je doteraz zatazeny rizikom vzniku PML, je viac ako pravdepodobné, Ze natalizumab sa
bude indikovat len JCV-negativnym pacientom.
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LIECBA INTRAVENOZNYMI IMUNOGLOBULINMI U ZIEN SO SCLEROSIS MULTIPLEX
POCAS GRAVIDITY A LAKTACIE — AKTUALIZACIA

Hochmuth L.}, Smieskova A.%, Donath V.3, Klimova E.%, Hlinka I.°
1. Internd klinika, KIA, FNsP F. D. Roosevelta, Banskd Bystrica,
’AdLa s.r.o PreSov,

311. Neurologicka klinika, FNsP F. D. Roosevelta, Banska Bystrica,
“Neurologicka klinika, FNsP J. A. Reimana, PreSov,
*Alergolmuno centrum s.r.o., KeZmarok

Moderna liecba sclerosis multiplex (SM) sa rozsiruje o nové skupiny liekov a nové
preparaty a vyrazne zlepSuje priebeh tejto zavazinej choroby. Liecba vsak nie je bez
rizik spojenych s neZiaducimi uéinkami liekov, ¢o je obzvlast kritické v pripade gra-
vidity pacientok so SM. Jednou z moznosti je pouzitie intravenéznych imunoglobu-
linov (IVIG), ktoré maju potencial zniZit riziko recidiv a relapsov SM pri vysadenej
liecbe modifikujticej priebeh ochorenia (DMT) pocas gravidity a laktacie. Tato liecba
vSak nie je vSeobecne akceptovana hlavne z hladiska jej efektivity a vyssich nakla-
dov.

Autori referuju o svojich skisenostiach, pokracuju vo viacrocnom sledovani efek-
tivity a bezpecnosti lie€by IVIG v gravidite a pocas laktacie u pacientok so SM. Mierne
sa rozSiruje subor pacientok lie¢enych IVIG na naSich pracoviskach a autori referuju
o svojich skusenostiach s odstupom niekolkych rokov.

Praca porovnava vlastné skisenosti s literarnymi idajmi s osobitnym zameranim
na negativne a skeptické referencie a venuje sa ich analyze a zhodnoteniu dat.
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LIECBA CYTOPENIE U PACIENTOV S PRIMVARNYM T LYMFOCYTOVYM DEFICITOM

Ciznar P.1, Lencsésova A.%, Gresikova M.,
Jajcaiova-Zednickova N.2, Libai-Véghova L.2, Urdova N.2
'Detskd klinika LFUK a DFNsP Bratislava,
2Klinika detskej hematoldgie a onkoldgie DFNsP Bratislava

Primarne T-lymfocytové imunodeficiencie sa vo vacsine pripadov prejavuju ako
kombinované T- aj B-lymfocytové deficiencie. Pacienti su nachylni na infekcie ohro-
zujlce Zivot a sucasne sa u nich mézu manifestovat neinfekéné komplikacie ako su
lymfoproliferativne choroby a autoimunita. K najc¢astejSim takymto komplikaciam pa-
tria imunna trombocytopenicka purpura (ITP) a autoimunitnd hemolytickd anémia
(AIHA). Kombinacia destrukcie dvoch linii krvnych buniek sa oznacuje ako Evansov
syndrém (ES). Mechanizmus, ktory podmienuje dysregulaciu imunity u primarnych
T-lymfocytovych deficitov spociva v poruche vyvoja prirodzenych regula¢nych T-lymfo-
cytov (nTreg), pochadzajucich z tymusu, alebo indukovatelnych Treg (iTreg) periférnej
imunity. Detailné mechanizmy v pripade individualnych primarnych imunodeficiencii
nie su vzdy zndme. ES je zriedkava porucha, ktord sa dlho povaZzovala za idiopaticku.
V poslednych rokoch sa stale ¢astejsie u tychto pacientov odhaluju v pozadi primarne
poruchy imunity.

Pre lieCbu cytopénii u pacientov s primarnymi imunodeficienciami neexistuju
$pecifické usmernenia. Standardné postupy pre lie¢bu autoimunitnych cytopénii vo
vSeobecnosti zahriiuju rézne formy a réznu intenzitu imunosupresie. Pre farmakore-
zistentné formy sa odporuca splenektdmia alebo transplantacia krvotvornych buniek.
Rituximab (monoklonova protilatka anti-CD20) je podla SPC indikovany vylucne na
liecbu non-Hodkinovho lymfému, chronickej lymfocytovej leukémie, reumatoidne;j
artritidy a polyangiitidy. V nasej praxi pre liecbu cytopénii je nutna indikacna vynim-
ka, ktora sa navyse povoluje len pri farmakorezistentnych formach. Efekt rituximabu
pri cytopénidch sa zaklada na eradikacii autoreaktivnych CD20 exprimujucich B-lym-
focytovych klonov a skusenosti s lieCbou cytopénii sa objavuju uz niekolko rokov. V kli-
nickom skusani su navyse dalSie, na B-lymfocyty zamerané monoklonové protilatky
ako anti-CD22 (epratuzumab), anti-APRIL a anti-BAFF. Imunosupresia T-lymfocytovej
imunity, napr. kortikosteroidmi, moze byt v pripadoch T-deficitov kontraproduktivna,
nakolko zvysuje riziko infekénych komplikacii intracelularnymi patogénmi. Podobne
je to v pripade splenektédmie. Cielend biologicka liecba, personalizovana podla typu
defektu u pacienta s primarnou imunodeficienciou umozZfiuje eliminovat tieto rizika.

V predndske opisujeme pripady dvoch pacientov s réznymi primarnymi kombi-
novanymi imunodeficienciami, ataxiou-telangiektaziou (AT) a DiGeorgeovym syndro-
mom (DGS), ktori boli lie¢eni pre ES. V obidvoch pripadoch sa popri T-lymfocytovom
defekte potvrdil deficit IgA a porucha tvorby Specifickych IgG-protilatok. U pacientky
s AT sa inicidlne manifestovala porucha izotypovej rekombinacie so zvysenou kon-
centraciou IgM a potvrdenou anti-erytrocytovou protilatkou v triede IgM. U pacienta
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s DGS sa inicialne manifestovala zdvazna hemolyticka anémia s fyziologickymi koncen-
traciami IgG a IgM. Pomocou Coombsovho testu a imunoradiometrickou analyzou sa
potvrdila IgG-protilatka viazana na erytrocyty. U obidvoch pacientov bol velmi nizky
pocet naivnych T-lymfocytov (CD3+CD4+CD45RA+) (0,8% a 5,5% z CD4+ T lymfocytov)
v periférnej krvi. Pouzitie rituximabu bolo indikované po zlyhani standardnej liecbe
bolusom kortikosteroidov. Laboratérny a klinicky efekt sa zaznamenal po 2 - 4 dav-
kach a pretrval niekolko mesiacov. Hromadiace sa klinické skusenosti podporuju vyu-
Zitie cielenej B-lymfocytovej imunosupresie — rituximabu v prvej linii liecby u pacien-
tov s autoimunitne podmienenymi cytopéniami v kombinacii so substitu¢nou liecbou
intravendznymi imunoglobulinmi.
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BIOLOGICKA LIECBA V MANAZMENTE AUTOINFLAMACNYCH CHOROB

Jesenak M.?, Hrubiskova K.3, Banovcin P.t
1Centrum pre diagnostiku a liecbu primdrnych imunodeficientnych stavov,
Klinika deti a dorastu, Jesseniova lekdrska fakulta v Martine,
Univerzita Komenského v Bratislave, Univerzitnd nemocnica Martin,
2Klinika pneumoldgie a ftizeoldgie, Jesseniova lekdrska fakulta v Martine,
Univerzita Komenského v Bratislave, Univerzitnd nemocnica Martin,
3V, internd klinika, Lekdrska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave,
Univerzitnd nemocnica Bratislava — pracovisko RuZinov

Monoklonové protilatky alebo fuzne proteiny proti roznym zapalovych mediato-
rom nasli postupne uplatnenie v manazmente réznych foriem refraktérnych a tazkych
zdpalovych choréb. Jednou skupinou su molekuly namierené proti kli¢ovému zépa-
lovému mediatoru — interleukinu 1. Okrem liecby reumatickych ¢i inych zapalovych
chorbb sa tieto lieky dostali do manazmentu chorob sprevadzanych recidivujucim
vzplanutim neregulovaného zapalu bez zndmok autoimunity, ktoré dnes oznacujeme
ako autoinflamacné choroby. Autoinflamacné (autozapalové) choroby (AID) predsta-
vuju postupne sa rozSirujucu skupinu stavov zapricinenych dysregulaciou v oblasti
mechanizmov zapalu. Typickym (hoci nie nevyhnutne pritomnym) spolo¢nym klinic-
kym priznakom je recidivujuca horucka rézneho trvania. Niektoré z tychto choréb su
polygénne a okrem perzistujuceho zapalu vykazuju aj €rty autoimunity (Crohnova
choroba, sarkoidéza, dna, psoridza, systémova juvenilna idiopaticka artritida). Samos-
tatné postavenie ma PFAPA syndrom typicky pre detsky vek, ktory ma typické znamky
autoinflamdcie, bez prejavov autoimunity, obvykle som spontannym odznenim, bez
objasnenej genetickej pri€iny. Samostatnu skupinu predstavuju monogénovo podmie-
nené autoinflamacné choroby sprevadzané nadmernou aktivdciou (spontannou, prip.
indukovanou) vrodenej imunity, pricom kli¢ové postavenie pri vacsine z tychto cho-
réb ma inflamazém a nadmerna nekontrolovana produkcia hlavného prozapalového
cytokinu — interleukinu 1B. NajdlhSie znamou je familiarna stredomorska horucka
(FMF — mutdcia v géne MEFV pre pyrin), neskor boli opisané kryopyrinopatie (fami-
liarna chladova urtikaria, Muckle-Wellsov syndrom, syndrémy CINCA/NOMID — mu-
tacie v géne NLRP3 pre kryopyrin), TNFa-receptorovy periodicky syndrém (mutacia
v géne TNFRSF1), deficiencia mevalonatkinazy (MKD, pévodne znama ako hyper-IgD
syndrém — mutdacia v géne MVK pre mevalonatkinazu) i iné raritnejsSie syndromy.

Liecba sa liSi pri jednotlivych chorobach, pricom pre najéastejsiu z nich — FMF — je
liekom volby kolchicin, ktory sa poddva celozivotne pri jeho dobrej tolerancii. Okrem
kolchicinu sa pouzivaju aj kortikoidy (dlhodobo pripadne epizodicky) alebo nestero-
idné antiflogistikd. Moderné spdsoby liecby zahfnaju predovsetkym blokatory IL-1B
(anakinra, kanakinumab, rilonacept), pripadne blokdtory TNF-a. Ciefom liecby je
zmiernenie klinickych tazkosti, dosiahnutie kontroly nad atakmi zapalu a prevencie
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rozvoja organovej amyloiddzy. Spomedzi biologik sa najdlhsie pouziva monoklonova
protilatky proti IL-1B — anakinra (Kineret®), ktora je podla SPC ur¢ena pre liebu kryo-
pyrinopatii. Aplikuje sa subkutanne 1x denne, v a to bud' v reZime on demand pocas
vzplanutia zachvatu zapalu alebo dlhodobo denne. Okrem kryopyrinopatii su s pou-
zitim anakinry dobré skusenosti aj pri liecbe FMF (pri intolerancii kolchicinu alebo pri
jeho nedostato¢nom efekte) Ci deficiencie mevalonatkinazy. Pouzitie anakinry nema
vekové limitacie. Depotnou formou monoklonovej protilatky proti IL-1B je kanakinu-
mab (llaris’), uréeny pre lietbu kryopyrinopatii, FMF, MKD ¢&i syndrému TRAPS. Apli-
kuje sa raz za mesiac v zdkladnej davke 2 mg/kg, pricom davkovacie schémy sa lisia
podla konkrétnej formy AID. V USA je pre lie¢bu kryopyrinopatii dostupny aj rilona-
cept — fuzny protein zamerany proti IL-1B. Z inych biologik sa v liecbe réznych foriem
AID potziva aj etanercept (fuzny protein proti TNF-a — najma liecba TRAPS, ev. FMF
a MKD), adalimumab (humanna monoklonova protilatka proti TNF-a - liecbha MKD)
a tocilizumab (monoklonova protilatka proti IL-6 — v liecbe FMF, MKD).

Biologicka lie¢ba, a to najma namierena proti IL-1B, patri dnes do Standardného
manazmentu roznych foriem autoinflamacnych choréb, pricom na zaklade studii sa
jednoznacne dokazala jej u¢innost ako aj bezpecnost. PouZiva sa bud ako monote-
rapia, prip. sa pridava k inym terapeutickym modalitam (napr. ku kolchicinu pri
FMF). U vac&siny pacientov dokaze tato lie€ba vyznamne zmiernit priebeh choroby
a dosiahnut kontrolu nad neregulovanymi vzplanutiami zdpalu, ako aj zniZit riziko ro-
zvoja organovej amyloiddzy.
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MALE MOLEKULY V DERMATOLOGII

Simaljakova M.
Dermatovenerologicka klinika LFUK a UN, Bratislava

Na terapiu psoridzy a psoriatickej artritidy bol schvaleny novy pripravok apremi-
last, ¢o je mald molekula inhibitora fosfodiesterazy 4 (PDE4); podava sa peroralne.
Apremilast p6sobi intracelularne a moduluje imunitnd odpoved' zvySenou produkci-
ou protizdpalovych a znizenou produkciou prozapalovych cytokinov. Inhibicia PDE4
zvysuje intraceluldrne hladiny cAMP, ¢o vedie k obmedzeniu zapalovej odpovede pre
znizenu expresiu TNF, IL-23, IL-17 a dalSich cytokinov, ktoré maju vyznamnu ulohu
pri vzniku psoriatickych loZisk. V klinickych stadiach sa po 40 tyZdnoch liecby apre-
milastom zistil vyrazny pokles hladiny IL-17 a IL-23 v plazme, zvySenie hladiny IL-10,
znizila sa hrubka epidermovych |ézii, infiltracia loZisk zapalovymi bunkami a expresia
prozapalovych génov. Apremilast je indikovany na stredne tazku az tazku chronickt lo-
Ziskovu psoriazu u dospelych pacientov, bez odpovede na terapiu, s kontraindikaciou
alebo intoleranciou systémovej terapie cyklosporinom A, metotrexatom, acitretinom
a PUVA-terapiou s PASI nad 12 alebo s DLQI nad 12. VysSia hodnota indexu kvality
Zivota sa uplatnuje pri nizSej hodnote PASI, napr. pri psoriaze kapilicia, palmo-plantar-
nej psoriaze resp. pri psoriaze nechtov. V studii ESTEEM, v liecbe psoriazy apremilas-
tom, bolo 80 % pacientov s postihnutim kapilicia zhojenych, alebo skoro zhojenych,
signifikatné zlepSenie palmoplantdrnej psoridzy dosiahlo 65 % pacientov v 16. tyzdni.
Pretrvdvajuce zlepSenie nechtovej psoridzy so 60 % znizenim NAPSI-skére sa dokazalo
v 52. tyZdni. Signifikantné zlepSenie pruritu o 50 % od zacatia terapie, sa zistilo uz
v 2. tyzdni lieCby. V predklinickom vyskume sa nedokazala genotoxicita, kanceroge-
nita, imunotoxicita ani fototoxicita pripravku. Z neziaducich ucinkov sa velmi casto
vyskytuje nevolnost a hnacky, ale tazkosti obvykle ustupuji v prvych 2 4 tyZzdrioch
liecby.
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BIOLOGICKA LIECBA GRANULOMA ANNULARE PERFORANS

Gulanova B., Simaljakova M.
Dermatovenerologickad klinika LFUK a UN Bratislava

Granuloma annulare je zriedkava diagndza s nezndmou incidenciou; perforujica
forma sa vyskytuje asi u 5% populacie. Etiolégia choroby je zvycajne neznama, vy-
skytuje sa u inak zdravych pacientov. Boli hypotézy o asociacii s tuberkuldzou, trau-
mou, UV-expoziciou, tyroiditidou, o¢kovanim a virusovymi infekciami (HIV, EBV, HCV,
HbSAg, VZV), ale Ziadny z tychto moznych etiologickych faktorov nebol spolahlivo
dokdzany. Familidrne pripady pozorované u dvojciat a surodencov dokdzali zvysenu
frekvenciu HLA-B8 pri lokalizovanej a HLA-A29 a HLA-B35 pri generalizovanej forme
granuloma annulare. Niektoré pripady boli vyvolané liekmi ako su allopurinol, diclofe-
nac, chinin, kalcinonin, amlodipin, ACE inhibitory a Ca-blokatory. Granuloma annulare
byva primdrne asociovany s diabetes mellitus I. typu. Opisuje sa aj asocidcia s maligni-
tami, najma lymfémami non-Hodgkinovho typu.

V nasej praci uvadzame pripad 57rocného pacienta, ktory sa od r. 1985 liecil na
histologicky verifikovany granuloma annulare perforans. Choroba sa zacala na hor-
nych koncatinach a postupne prechdadzala aj na chrbat, tvorili sa ulceracie aj na pred-
koleniach. Pacient je u nas sledovany od r. 2009, dovtedy bol lieceny dapsonom, cyc-
losporinom opakovane v davke 200 mg denne intermitentne viac rokov (2009 - 2014),
ale napriek lie¢be sa stav zhorSoval a musel byt preto opakovane hospitalizovany.
Absolvoval postupne tri kiry po 10 aplikacii polyoxidénia i.m. s prechodnym miernym
zlepsenim. V marci 2015 sme mu nasadili infliximab v davke 5 mg na kg hmotnosti. Po
tretej infuzii sa ulcerované loziska zmensili o polovicu, po piatej infuzii sa zhojili jazvo-
vitym fibréznym tkanivom. Pacient pokracuje v liecbe a je dalej sledovany.

V literatlre sa uvadzaju prilezitostné spravy o dobrom efekte TNF-alfa blokatorov
v lieCbe tejto zriedkavej choroby, ¢o nase vysledky tiez potvrdzuju.
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IXEKIZUMAB - NOVE BIOLOGIKUM NA LIECBU PSORIAZY

Simaljakova M.
Dermatovenerologicka klinika LFUK a UN, Bratislava

Ixekizumab je humanizovana IgG4 monoklonova protilatka proti IL-17A, ktora ne-
utralizuje IL-17A homodiméry a IL-17A/IL-17F heterodiméry. Ixekizumab je indikova-
ny na liecbu stredne tazkej az tazkej chronickej lozZiskovej psoriazy. Suc¢asné poznat-
ky ukazuju, Ze v patogenéze psoriazy hra hlavna ulohu dysfunkcia osi Th17 - IL17.
Aktivované dendritové bunky prostrednictvom IL-23 podmienuju uvolfiovanie IL-17
a dalSich prozapalovych cytokinov z Th17-lymfocytov. Tieto nasledne pdsobia na ke-
ratinocyty a na cievy. Odpovedou keratinocytov je produkcia chemokinov a cytokinov
s naslednym influxom neutrofilov. Anti-IL-17 A protilatky tento influx do psoriatického
loziska prerusuju a tym aj stimulaciu epidermovych buniek do produkcie chemoki-
nov. Posobenie anti-IL17A protilatok vedie ku znizenej infiltracii psoriatickych loZisk
dendritovymi bunkami a T-lymfocytmi, k znizenej produkcii prozapalovych molekul
a k tprave keratinizacie epidermy. U¢inky ixekizumabu sa v klinickej $tudii UNCOVER
porovnavali s tymi pri podavani placeba a etanerceptu. Ixekizumab v 12. tyZzdni do-
siahol skdre PASI 75 u 78 — 90 % pacientov. PASI 100 dosiahlo 31 — 41 % pacientov
liecenych ixekizumabom v porovnani s etanerceptom v 5-7 %. Cielenejsia terapia za-
palu u pacientov so psoridzou, vedie ku vyraznejSiemu potlaceniu klinickych prejavov
choroby a tym podstatne zlepsSuje kvalitu Zivota pacienta.
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MA BIOLOGICKA LIECBA MIESTO V MANAZMENTE
AUTOIMUNITNYCH BULOZNYCH DERMATOZ?

Svecova D.
Dermatovenerologicka klinika LFUK a UNB Staré mesto, Bratislava

Bulézne autoimunitné dermatdzy tvoria skupinu koznych chordb, ktoré sa klinicky
prejavuju tvorbou pluzgierov v réznych uUrovniach koZe a su sprostredkované autopro-
tildtkami namierenymi na jednotlivé komponenty epidermy, prip. dermy. Autoproti-
latky sa daju detegovat v sére a v tkanive koZe alebo sliznice a su Specifické pre jednot-
livé choroby. Liecba je namierend na potlacenie tvorby protildtok, prip. ich eliminaciu
z organizmu, ako aj potlacenie autoimunitného zapalu. LieCbou prvej volby su cel-
kové kortikosteroidy, ktoré mozno doplnit adjuvantnymi liekmi, umoziujicimi znizit
ucinnu davku kortikosteroidov nakolko maju imunosupresivny ucinok. a znizuju tak
riziko vyvinu vedlajSich a neziaducich ucinkov navodenych celkovymi kortikosteroid-
mi. Tazké refraktérne choroby slabo odpovedaji na lie¢bu kortikosteroidmi a adju-
vantnymi imunosupresivami, a preto je potrebné hladat dalSie lie¢ebné moznosti.
Jednou z terapeutickych moznosti tretej volby je plazmaferéza, ktora priamo znizuje
hladinu cirkulujucich autoprotilatok. Jej modernym ekvivalentom je imunoadsorpcia,
pomocou ktorej dochddza k selektivnemu vyviazaniu a odstraneniu neziaducich kom-
ponentov plazmy. Nevyhodou poslednych spominanych metdd je ,,rebound” feno-
mén a postupna strata Gcinnosti. DalSou moznostou liekov tretej volby je biologicka
liecba. Monoklonové protilatky (rituximab) si namierené na bunkovy povrchovy an-
tigén CD20 B-lymfocytov, ktory je dbleZity pre ich aktivaciu a proliferaciu vo vsetkych
Stadiach dozrievania. Rituximab spOsobuje depléciu B-lymfocytov viacerymi mecha-
nizmami a tym postupne navodzuje pokles tvorby autoprotiltok. Dalsou moZnostou
su intravendzne imunoglobuliny. Mechanizmus Ucinku je komplexny a dochadza
k poklesu hladin autoprotilatok s rychlym terapeutickym ucinkom. Pri rituximabe aj
pri intravenéznych imunoglobulinoch sa potvrdil ich kortikosteroidy Setriaci ucinok.
V liecbe refraktérneho pemfigu sa ukazal aj dobry ucinok kombinovanej liecby ritux-
imabu a intravendznych imunoglobulinov. Okrem tychto dvoch zékladnych biologick-
ych lie¢ebnych metdd mozu sa pouzit aj monoklonové protilatky namierené proti
TNF-alfa, a to infliximab a adalimumab.

Biologicka liecba ukdzala dobry terapeuticky a bezpeénostny profil v liecbe au-
toimunitnych buléznych dermatéz a to predovsetkym pri liecbe pemfigu a pemfigo-
idu a tieZ inych autoimunitnych buldznych dermatdz vratane dermatitis herpetifomis
a pemphigoides cicatricans. Pouziva sa v manazmente refraktérnych pripadov, ktoré
neodpovedaju na beznu liec¢bu, alebo ak su pritomné kontraindikacie, prip. neziaduce
ucinky celkovych kortikosteroidov alebo adjuvantnych imunosupresiv.
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IMUNOTERAPIA ALZHEIMEROVEJ CHOROBY - STAV V ROKU 2017

Kontsekova E., Fialova L., Novak M.
Neuroimunologicky ustav SAV, Bratislava

Alzheimerova choroba je najcastejsSia forma demencie. Celosvetovo rou trpi viac
ako 35 miliénov ludi starSich ako 65 rokov. So zvySujucim sa priemernym vekom popu-
lacie narasta pocet ludi s tymto fatdlnym neurodegenerativnym ochorenim. Klinicky
sa prejavuje progresivnou stratou pamadte a kognitivnych funkcii a histopatologicky
pritomnostou neurofibrilarnych klbiek a senilnych plakov. Napriek zavaznosti ochore-
nia stale neexistuje liek. Dostupna terapia v suc¢asnosti potlaca iba symptémy ochore-
nia, neriesi vSak pricinu ochorenia. Od roku 2003 nebol agentirou na kontrolu lieciv
(FDA, Food and Drug Administration) schvaleny zZiaden novy ucinny liek. Vyskum v ob-
lasti Alzheimerovej choroby sa preto posledné roky intenzivne sustreduje na vyvoj
novych terapeutickych pristupov. Jednym z nadejnych trendov pri vyvoji efektivnych
liekov je imunoterapia, vyuZivajuca v boji s tymto ochorenim imunitny systém jedinca.
Imunoterapia Alzheimerovej choroby je zamerana na beta amyloid ako hlavnu zlozku
senilnych plakov a tau protein ako hlavnu zlozku neurofibrilarnych kibiek. V siu¢asnosti
je v klinickom skusani viacero aktivnych vakcin a humanizovanych monoklonovych
protilatok. Aktivna vakcina zamerana na patologickd formu tau proteinu, vyvinuta na
nasom pracovisku, presla uspesne predklinickym skdsanim, prvou fazou klinického
skusania a v sucasnosti je v druhej faze klinického skusania.
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DETAILNA CHARAKTERIZACIA TERAPEUTICKEHO CIELA PRE LIECBU PROTILATKAMI

SkrabanaR.
Neuroimunologicky ustav SAV, Dubravskad cesta 9, 845 10 Bratislava
AXON Neuroscience R&D Services SE, Dvordkovo ndbreZie 10, 811 02 Bratislava

Vyvoj efektivnej a bezpecnej lieCby zaloZzenej na podavani monoklénovych proti-
latok vyzaduje dokladné poznanie cielového epitopu terapeutickej protilatky a poro-
zumenie mechanizmu vzniku iminneho komplexu. Pocas predklinického a klinického
vyvoja protilatky ako nového biologika je preto potrebné okrem kvantifikacie ucin-
nosti vykonat aj imunochemicku, biofyzikalnu, $trukturnu a bioinformatickd analyzu
protilatky a terapeutického epitopu, ako samostatne, tak aj v komplexe. Medzi do-
lezité parametre patri stanovenie minimalneho rozsahu epitopu protilatky, urcenie
sily interakcie, identifikacia aminokyselinovych zvyskov antigénu a protilatky zodpo-
vednych za vdzobné kontakty a testovanie pritomnosti podobnych epitopov na inych
bielkovinach pre ¢o najskorsie vylucenie neziaducej skrizenej reaktivity terapeutickej
protilatky. KedZe niektoré potencidlne terapeutické protilatky byvaju ziskané po imu-
nizacii s kratkymi peptidmi odvodenymi z patologickych epitopov, je délezZité overit,
¢i je konkrétna, protilatkou rozpoznavana konformacia epitopu v dostatocnej miere
pritomna aj na bielkovine v ciefovom tkanive.

Pre naplnenie tychto ciefov byva vyuZivana cela skala biochemickych, biofyzikal-
nych a struktirnych metdd. V prednaske bude problematika ilustrovana na prikladoch
vyvoja terapeutickych humanizovanych monoklénovych protildtok, rozpoznavajucich
dva hlavné terapeutické ciele pri Alzheimerovej chorobe: amyloid-beta peptid a tau
protein.

25



Biologicka liecba v tedrii a praxi IV — Bratislava 2017

MIKROGLIA A TAU PROTEIN V NEURODEGENERACII

Monika Zilkova?, Michal Préina'?, Petra Majerova'?, Branislav Kovacech'?,
Gabika Paulikova Rolkova'?, Lubica Fialova'?, Petronela Weisova'?,
Eva Kontsekova'? a Michal Novak® 2
1Axon Neuroscience R&D Services SE, Bratislava, Slovak Republic
2Institute of Neuroimmunology SAS, Bratislava, Slovak Republic

Mikroglie, rezidentné imunitné bunky mozgu, hraju kldcovu ulohu pri udrziavani
homeostazy CNS. Ich funkcia je prisne regulovana mikroprostredim. V pripade neuro-
degeneracnych ochoreni je homeostatické fungovanie mikroglii narusené a dochadza
k vytvoreniu chronického pro-zapalového prostredia v mozgu. Avsak presny mecha-
nizmus zmeny vlastnosti mikroglii pri réznych ochoreniach zostava nejasny. Jednou
z doposial nezodpovedanych otdzok zostdva, ¢i mikroglia primdrne reaguje na von-
kajSie podnety fagocytdzou a odstranuje proteinové agregdty alebo naopak, ¢i hra
aktivnu ulohu vo vyvoji a progresii patoldgie proteinového agregatu?

V nasSej porovnavacej studii sme ukazali, Zze mikrogliové bunky maju len obme-
dzenu schopnost fagocytovat oligomérny tau protein v porovnani s periférnymi mak-
rofagmi. Avsak fagocytarna aktivita mikroglii méze byt zvySena aktivaciou. V nasej
$tudii sme dalej skimali mechanizmus, ktorym méze anti-tau protildtka potencovat
vychytavanie patologickych tau agregatov mikrogliou. Nase experimenty ukazali, Zze
terapeuticka protilatka DC8ES8 akceleruje fagocytéozu tau oligomérov do primdrnych
mikrogliovych buniek. Toto protilatkou sprostredkované pohlcovanie tau oligomérov
vyZzaduje pritomnost FcyR receptorov a je blokovatelné anti-FcyR protildtkou. Tento
vysledok naznadil, Ze mikroglia moze byt Ucastna Cistiaceho mechnizmu patologickych
tau oligomérov sprostredkovaného terapeutickou protilatkou DC8E8 podobne ako je
to v pripade protilatok proti alfa-synukleinu alebo proti AR-agregétov.

Tato praca bola podporena grantami VEGA 2/0167/17 a APVV 0200/11.
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IMUNOLOGICKA KONTROLA PO TRAUMATICKOM POSKODENI MIECHY

Cizkova D., Smolek T., Cubinkova D.%, Murgoci A.%, Petrovova E.2,
Vdoviakova K.2, Kre$akova L.2, Maloveska M.?, Cizek M.?
INeuroimunologicky ustav SAV, Bratislava
2Univerzita Veterindrského lekdrstva a farmdcie v KoSiciach

Poranenie miechy (SCI) patri medzi nevyliecitelné traumy CNS. Primarne poskode-
nie a narusenie axénov je nasledované progresivnou kaskadou skodlivych sekundar-
nych dejov. Aj ked' je spociatku iniciovana regeneracia axénov, tak nasledne dochadza
k jej potlaceniu v dosledku vyrazného zapalu, nedostatku vyzivy a dominancie inhibic-
ného prostredia. Balénikom indukovana kompresia bola pouzita na simulaciu porane-
nia segmentov hrudnej miechy na Urovni Th8-9 u potkana. Sekretémy ziskané z |ézie
a prifahlych segmentov 3 dni po SCI boli analyzované za ucelom stanovenia moleku-
larného profilu v oblasti |ézie. Prvé vysledky odhalili regionalizaciu zapalovych a neu-
rotrofickych procesov medzi rostralnymi a kaudalnymi segmentami. Tieto vysledky
boli doplnené udajmi z priestorovo-casovej Studie SCI. Rostralne a kaudalne segmenty
preukazali schopnost regeneracie v désledku pritomnosti imunitnych buniek (mikrog-
lia, makrofagy, T bunky-reguldtory) s protizapalovym a neurotrofickym fenotypom.
Avsak, medzi skimanymi segmentami doslo k ¢asovému oneskoreniu, kedy v kau-
dalnom segmente v blizkosti Iézie dominovali zapalové a apoptotické procesy. Ten-
to segment sa zda byt potencialnou cielovou Struktirou pre nové lie¢ebné postupy.
V skutocnosti obsahuje proteiny lektinu (aggrecan, brevican, neurocan) a proteiny
RhoA aktivacnej drahy (apoptoticka draha), ale aj protilatky, ktoré boli kolokalizované
v neurénoch. Terapeutické stratégie sme zamerali na inhibiciu tychto faktorov s pouzi-
tim biomateridlov. Alginaty vyplnili dutiny a vytvorili sietovité struktury, ktoré ulahdili
prerastanie axonov a mali schopnost uvolnit faktory, ktoré ovplyvnili zapal a stimulo-
vali regenerdciu. Tieto data, ktoré sa opieraju o ¢asovo-priestorovu studiu naznacuju,
7e mbze dbjst k spusteniu regeneracnych procesov v oddelenom kaudalnom segmen-
te, ak su do biomateridlového premostenia medzi oboma segmentami dodané trofic-
ké a protizdpalové molekuly.

Klacové slova: poranenia miechy, proteomika, regeneracia, bunky mikroglie, imu-
nitné modulatory, imunoglobuliny, neurotrofické faktory, kmenové bunky.

Praca bola podporena: APVV 15-0613 (DC), Stefanik (MS), SK-FR-2015-0018 (DC),
ERANET- AxonRepair (DC), VEGA 2/0125/15 (MC). VEGA 1/0571/17
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UCINNOST GENOVEJ TERAPIE POMOCOU GENETICKY MODIFIKOVANYCH
MEZENCHYMOVYCH STROMALNYCH BUNIEK KONVERTUJUCICH PREDLIECIVO
NA CHEMOREZISTENTNE NADOROVE BUNKY

Matuskova M., Durinikova E.
Ustav experimentdlinej onkoldgie, Biomedicinske centrum SAV, Bratislava
miroslava.matuskova@savba.sk

Chemorezistencia je Castou prekdzkou Uspesnej protinddorovej liecby a jej pre-
konanie by znamenalo vyrazny pokrok v onkolégii. Hladanie inovativnych pristupoy,
ktoré by viedli k eliminacii chemorezistentnych buniek je jednou z vyziev suc¢asného
biomedicinskeho vyskumu.

Mezenchymové stromalne bunky (MSC) su vdaka svojej afinite k nadorovému tka-
nivu vhodnym ndstrojom pre dopravenie terapeutickych molekil priamo do nadoru.
Génova terapia zaloZena na aktivacii ,predlieciva“ pomocou enzymu (gene-directed
enzyme/prodrug therapy, GDEPT) spociva v genetickej modifikacii buniek a naslednej
expresii génov, ktoré kéduju enzymy katalyzujuce konverziu v cicavCich bunkach ne-
aktivnej latky na chemoterapeutikum. V sucasnosti je znamych viacero systémov en-
zym/predliecivo, jednym z nich je fuzny kvasinkovy gén cytozindeaminaza::uracil fos-
foribozyltransferaza (CD::UPRT) konvertujica 5-Fluorocytozin (5-FC) na 5-Fluorouracil
(5-FU). Bolo uverejnenych mnozstvo prac dokazujucich u¢innost tohto terapeutického
systému na predklinickych modeloch, v USA aj v Eurépe prebiehaju prvé klinické stu-
die s vyuzitim génovej terapie sprostredkovanej bunkovymi nosi¢mi. Doteraz vSak ne-
bola publikovana studia, ktora by preukazala ucinnost tohto terapeutického systému
na chemorezistentné subpopulacie nadorovych buniek.

Nasim cielom bolo pripravit chemorezistentny derivat bunkovej linie HT-29/EGFP
derivovanej z kolorektalneho karcindmu a na tomto modeli overit U¢innost terapie po-
mocou geneticky modifikovanych mezenchymovych stromalnych buniek izolovanych
z tukového tkaniva (adipose tissue-derived MSC, AT-MSC) exprimujucich CD::UPRT,
pripadne odhalit mechanizmy, ktoré znizuju ucinnost tohto systému.

Nukleotidovy analdg 5-Fluorouracil je aj po vySe 20-tich rokoch jeho pouzivania
v klinickej praxi nezastupitelnym chemoterapeutikom v liecbe gastrointestindlinych
nadorov, avsak u vacsiny pacientov sa pocas lieCby pokrocilého ochorenia vyvinie
rezistencia. Kultivaciou nadorovych buniek v postupne sa zvySujucej koncentracii
5-FU sme pripravili chemorezistentny derivat HT-29/EGFP/FUR, ktory sa v mnohych
vlastnostiach odliSoval od parentalnej bunkovej linie. Okrem odolnosti voci viacerym
chemoterapeutikam s rozdielnym mechanizmom ucinku sa chemorezistentné bunky
vyznacovali znizenou odpovedou na génovu terapiu pomocou geneticky modifikova-
nych AT-MSC.

Zistili sme, Ze bunky si aj po niekolkomesacnej kultivacii bez selekéného tlaku 5-FU
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zachovali rezistenciu. Nakolko GDEPT sprostredkovand bunkovymi nosicmi je zavis-
I1a na ,bystander efekte” — uvolfiovani aktivovaného lieciva (resp. jeho metabolitov)
z terapeutickych MSC a jeho naslednym prijatim nadorovymi bunkami, predpokla-
dali sme, Ze rezistencia méze byt spésobena neschopnostou AT-MAC sprostredkovat
,bystander efekt”. Tento predpoklad sa vSak nepotvrdil, nakolko ani priama expresia
CD::UPRT v bunkach HT-29/EFGP/FUR nespdsobila zvy$enl apoptdzu oproti kontro-
le. U¢innost terapie bola prekvapivo e$te mengia. Analyza pomocou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie a hmotnostnej spektrometrie odhalila v kultivachom
médiu pritomnost 5-fluoro-deoxyuridin-monofosfatu (5-FdAUMP) — aktivneho meta-
bolitu 5-FU, ktory sa viaze na tymidylat syntazu a inhibuje jej aktivitu. Molekuldrnou
analyzou sme zistili zvySenu expresiu ABC transportérov ABCC1 a ABCC4. Predpokla-
dame, Ze prostrednictvom menovanych efluxnych pimp, u ktorych je znama suvislost
s u¢innostou lie¢by pomocou nukleotidovych analégov sa bunka zbavuje toxickych
metabolitov a je schopnd odolavat terapii.

Génova terapia pomocou bunkovych nosicov je nepochybne velmi sfubnym tera-
peutickym pristupom, je vsak dolezité poznat jej limity a hladat kombinacie s inymi
lieCebnymi modalitami ako aj presne charakterizovat vlastnosti nadoru, aby bola lie¢-
ba Ucinna aj na agresivne populacie nadorovych buniek.

Podporené grantmi APVV-0052-12 a VEGA 2/0087/15, Nadaciou Vyskum rakoviny
a Ligou proti rakovine.
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POROVNANIE FUNKENYCH VLASTNOSTi MEZENCHYMOVYCH
STROMALNYCH BUNIEK IZOLOVANYCH Z TUKOVEHO TKANIVA PRSNiKA
OD ZDRAVYCH DARCOV A ONKOLOGICKYCH PACIENTOK

Miklikova S., Bohac M., Plava J., Kucerova L.
Ustav experimentdlinej onkoldgie, Biomedicinske centrum SAV, Bratislava

Karcindm prsnika je jednym z najcastejSie diagnostikovanych nadorov u Zien,
pricom mnozstvo diagnostikovanych prsnikovych nadorov v rozvojovych krajindch
stupa. Ide o nadorové ochorenie, ktoré vznikd v bunkach prsnika, ale délezitu ulohu
pri nom zohrava aj mikroprostredie nadoru (stroma). Bunky nddorového mikropros-
tredia predstavuju dolezity urcovatel bioldgie nadoru a samotna nadorova stréma je
zlozena z viacerych typov nemalignych buniek, vratane napriklad mezenchymovych
stromalnych buniek (MSB). Okolité nemaligne bunky mézu regulovat odpoved' n&-
dorovych buniek na terapiu prostrednictvom parakrinne sekretovanych faktorov, ale
aj priamou interakciou s nadorovymi bunkami.

Analyzou komplexnej ulohy MSB v nadorovej stréme sme sa snazili objasnit ich
ulohu v progresii nadoru a ich vplyvy na spravanie nadorovych buniek. Identifikovali
sme signalne drahy zuc¢astriujuce sa na MSB-sprostredkovanej migracii nadorovych
buniek a prostrednictvom ich inhibicie sme boli schopni zabranit zvy$enej migracii
a tvorbe mamosfér. U prsnikovych nadorovych buniek s epitelidinou morfolégiou sme
pozorovali epiteliadlno-mezenchymalny prechod spdsobeny MSB sekretovanymi fak-
tormi, ktory bude pravdepodobne asociovany aj so zvySenou migraciou nadorovych
buniek. V dalSom kroku sme sa zamerali na odpoved samotnych mezenchymovych
buniek na terapiu, kedZe vieme, Ze su pocas liecCby pacientov tieZ vystavené ucinkom
chemoterapie. Ukazali sme, Ze MSB, ktoré boli vystavené cisplatine, maju na rozdiel
od neovplyvnenych MSB zmeneny sekre¢ny fenotyp a spravanie. V ramci nasho sucas-
ného projektu sa zameriavame na analyzu zmien u MSB buniek izolovanych zo Styroch
skupin pacientskych vzoriek. Prvd skupinu tvoria vzorky pochadzajice od Zien, ktoré
podstupili redukénd mamoplastiku, ¢ize MSB bunky od zdravych darcov. Tieto porov-
navame s MSB bunkami izolovanymi z mikroprostredia benigneho alebo maligneho
nadoru, pripadne nadoru od BRCA pozitivnych pacientiek.

Funkéna a expresna charakterizacia zmien v mikroprostredi nadoru méze pomdoct
pri identifikacii kli¢ovych transkripénych zmien a procesov, ku ktorym dochadza v sko-
rych $tadiach nadorového bujnenia a ktoré by mohli sldzit na skord detekciu, aj ako
prognosticky marker. Identifikacia klicovych zmien v populacii MSB nachdadzajucich
sa v nadorovom mikroprostredi, a pochopenie podmienok pri ktorych MSB podporuju
rast a metastazovanie nadorovych buniek, predstavuju cestu ako mozno ,normalizo-
vat” nadorové mikroprostredie a regulovat postup ochorenia.
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NEURONALNE OKRUHY AKO CESTA
K POROZUMENIU ALZHEIMEROVEJ CHOROBE

Gréta Vargova?, Thomas Vogels?, Ivana Uhrinova?, Tomas Hromadka'?
INeuroimunologicky ustav SAV, Bratislava
?Axon Neuroscience R&D Services SE, Bratislava

Alzheimerova choroba je najcastejSie neurodegenerativne ochorenia sucasnos-
ti, predstavuje najcastejsiu pri¢inu demencie a postihuje priblizne 44 miliénov ludi
na celom svete. Alzheimerova choroba je systémové ochorenie s charakteristickymi
progresivnymi kognitivnymi zmenami, ako su poruchy pamati, reci, rozhodovania a
zmyslového spracovania. Zaverecnému symptomatickému S$tddiu ochorenia vsak
predchadza variabilné dlhodobé klinicky presymptomatické stadium, ktoré predsta-
vuje znacny problém pre diagnostické a liecebné postupy zamerané na detekciu, pre-
venciu a liecbu Alzheimerovej choroby.

Neurofibrildarne klbka a neuritické plaky su dve zédkladné histopatologické crty Al-
zheimerovej choroby, ktoré vedu k postupnému Ubytku neurénov v kérovych a pod-
kérovych mozgovych Struktdrach. Klbka a plaky ovplyviiuju okrem synaptickej aktivity
aj neuronalnu aktivitu vacsich neurénovych sieti. Mechanizmy kontrolujuce aktivitu
kérovych neuronalnych sieti pocas postupujucej neurodegeneracie su nezname nap-
riek tomu, Ze s mimoriadne doblezité pre pochopenie vplyvu neurodegeneracie na
funkciu mozgu a pre pripadné objavenie ucinnej liecby a diagnostickych postupov v
presymptomatickych $tadiach choroby. Prave porozumenie vztahom medzi patolo-
gickymi zmenami na Urovni molekul, syndps, neurénov, obvodoy, sieti a kognitivnych
procesov predstavuje velku aktudlnu dlohu pre vyskum a pochopenie procesu neuro-
degeneracie.

Uplné porozumenie patogenéze Alzheimerovej choroby vyzaduje komplexnu ex-
perimentalnu nadstavbu, ktord je schopnd spojit molekulové zmeny s kognitivnymi.
Systematicky vyskum molekuldrnych zmien méze priniest mechanisticky nahlad do
patogenézy ochorenia, aviak iba pochopenie vztahu medzi takymito zmenami a akti-
vitou neurondlnych obvodov méze prepojit proteinové zmeny s kognitivnymi deficit-
mi charakteristickymi pre Alzheimerovu chorobu. Az neddvne pokroky v zobrazova-
cich metddach a optogenetike, spolu so stale ¢astejSim pouzivanim molekularno-bi-
ologickych technik v neurofyzioldgii, ndm umoZzniuju omnoho podrobnejsi a presnejsi
pohlad na Strukturu a dynamiku kérovych neurondlnych okruhov in-vivo.

Na konkrétnych prikladoch ukdzeme, ako je mozné odhalit zmeny aktivity a fun-
kcie konkrétnych typov neurénov a presne definovanych kérovych spojov in-vivo u
zvierat v priebehu behavioralneho testovania. Synaptickd aktivita kdrovych inhibic-
nych interneurdnov a spatné (feedback) projekcie v cuchovom systéme mysi ndm
sluzia ako zakladné experimentdlne modely. Demonstrované experimentdlne postu-
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py ndm umozriuju uchopit molekuldrne, Strukturdlne a funkéné stranky neurodege-
nerdcie zaroven a taktieZ ukazuju nevyhnutnost komplexného pristupu na mnohych
Casovych a priestorovych Skdlach organizacie mozgu pre porozumenie procesu neu-
rodegeneracie.

Prave funkénd organizdcia kérovych okruhov priamo spoji podrobnu Struktdru
neuronalnych okruhov s kognitivnymi zmenami pri mozgovych poruchdach. Detailné
porozumenie patologickému spracovaniu informacii v mozgu vytvori dalsi priestor pre
hladanie novych terapeutickych a diagnostickych stratégii aj pre pociato¢né presymp-
tomatické stadia Alzheimerovej choroby.
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NEUROPSYCHOLOGICKY PROFIL PACIENTOV SO SCLEROSIS MULTIPLEX

Brandoburova P.»2, Hajduk M.3#, Petrlenic¢ova D.?
1Centrum Memory n.o. brandoburova@centrummemory.sk,
22. neurologickd klinika LF UK a UNB v Bratislave,
3Katedra psycholdgie, Filozoficka fakulta Univerzity Komenského v Bratislave,
“Psychiatrickad klinika LF UK a UNB,
Lekdrska fakulta Univerzity Komenského v Bratislave

Sclerosis multiplex (SM) je chronické autoimunitné a neurodegenerativne ocho-
renie CNS. Je najcastejSim netraumatickym neurologickym ochorenim, ktoré invali-
dizuje pacientov v mladSom, produktivnom veku. Typické syptémy SM predstavuju
postihnutie hybnosti, citlivosti, ¢i poSkodenie zraku, tazkosti s rovnovahou. SM je v3ak
komplexné ochorenie, kde sa prelinaju fyzické a psychiatrické syndrémy. Prave psy-
chiatrické problémy asociované s SM predstavuju zavazny psychosocialny faktor limi-
tujuci priebeh tohto ochorenia. Takmer 50% pacientov s SM trpi depresiou a porucha-
mi pamati, nemenej ¢asto sa u nich vyskytuje Unava a spankové poruchy. Kognitivne
poruchy sa vyskytuju uz u pacientov s prvou manifestaciou ochorenia (Klinicky izolo-
vany syndrom), i u pacientov s tzv. benignym priebehom SM. Ich rozvoj byva zvacsa
pomaly a Casto tak zostavaju dlho nerozpoznané. Prejavy kognitivnej dysfunkcie su
asociované so stupniom fyzickej dizability, ktora spolu s vekom a progresivnym priebe-
hom predstavuje prediktory miery zhorSenia kognicie NajcastejSie zasiahnutymi kog-
nitivnymi doménami je epizodicka pamat, rychlost spracovania informécii a pracovna
pamat. Demencia je zriedkava. Pri¢ina kognitivneho deficitu je dana ako fokalnou
zapalovou patoldgiou, tak aj difiznou stratou objemu Sedej hmoty. Vysoka naloz kor-
tikalnych lézii je typicka pre pacientov so zavaznou atrofiou a hor$im fyzickym a kog-
nitivnym postihnutim. Pacienti s horSou progndzou by tak mohli byt identifikovani
cielenym vysSetrovanim kortikalneho postihnutia (neuropsychologické testy a nekon-
ventné MRI techniky). Ciefom prispevku je analyzovat kognitivnu vykonnost v skupine
pacientov s SM. Skimanymi premennymi je predpokladany odliSny neuropsycholo-
gicky profil u pacientov s progredujucim a relaps-remitujucim priebehom ochorenia,
vo vztahu ku klinickym a demografickym charakteristikdim. U 30 pacientov s SM a 30
kontrol bolo realizované komplexné neuropsychologické testovanie. Rozpoznanie de-
ficitov v oblasti kognicie je dolezité pre diagnostiku SM, ako aj pre ich dopad v spolo-
¢enskom a pracovnom Zivote pacienta.

Tento prispevok bol podporeny AgentUrou na podporu vyskumu a vyvoja na
zaklade zmluvy ¢. APVV-15-0686.
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VYSOKO CITLIVE IMUNOLOGICKE METODY
NA STANOVENIE BIOMARKEROV V KRVI

Hanes J., Stevens E., Kovac A.
Neuroimunologicky ustav SAV, Bratislava

Imunologické metddy, hlavne ELISA testy, sa pouzivaju na detekciu biomarkerov
viac ako Styri dekady. Pocas tohto obdobia bolo urobenych mnoho zmien v ELISA pro-
cedurach za cielom zvysenia ich citlivosti a Ucinnosti, avsak zakladny setup ostal po-
dobny tomu pévodnému. Nedavno boli zavedené nové formaty imunologickych tes-
tov, ktoré umoznuju zvysenie citlivosti klasickych ELISA testov o niekolko poriadkov.
V sucasnosti je k dispozicii niekolko vysoko citlivych systémov. Medzi najsfubnejsie
patria v suc¢asnosti Styri technolégie, ktoré budu prezentované. Budu predstavene na-
sledovne technoldgie:

. Mesoscale (electrochemiluminiscent detection)

o Quanterix digital ELISA (Simoa)

. Singulex SMC (single molecule counting)

. MagQu immunomagnetic reduction

Na zaver bude porovnana citlivost tychto systémov a budd uvedené priklady
z oblasti neurodegeneracnych ochoreni.

Tento projekt je podporovany grantami: VEGA 2/0159/15, APVV-14-0547, APVV-
16-0531, strukturalne fondy 26240220008 a 26240220046
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Zbornik abstraktov

MOZGOVO-CIEVNA BARIERA HLAVNY PROBLEM BIOLOGICKEJ LIECBY
CHOROB CENTRALNEHO NERVOVEHO SYSTEMU

Petra Majerova, Alena Michalicova, Andrej Kovac
Institute of Neuroimmunology, Slovak Academy of Sciences,
Dubravska cesta 9, 84510, Bratislava, Slovak Republic

Hematoencefalickd bariéra je selektivne priepustna bariéra medzi stenou mi-
krokapilar a nervovym tkanivom mozgu. Jej hlavnou ulohou je udrziavanie iénovej
homeostazy, ktora je potrebnd pre spravne fungovanie neurdnov. Pini tiez délezitu
funkciu v ochrane centralneho nervového systému pred xenobiotikami, zabezpecuje
transport Zivin a reguluje prestup buniek imunitného systému. V oblasti vyvoja novych
terapeutik CNS predstavuje hematoencefalicka bariéra velku prekazku a je jednym
z najvyznamnejSich limitujucich faktorov. Az 100% biologickych lieciv ako napriklad
peptidy, rekombinantné proteiny, monoklondlne protilatky, lieCiva na baze RNAI, ako
i lieCiva génovej terapie a takmer 98% nizkomolekulovych lieciv nie je schopnych
prechadzat cez HEB.

V tejto prednaske predstavime moderné pristupy ako sa ,vyhnut“ HEB a dopravit
biolieciva priamo do mozgu, a uvedieme niekolko prikladov udajov ziskanych v naSom
laboratériu.

Prednaska s podporou VEGA 2/0159/15 and APVV-14-0547
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Konferencia Slovenskej imunologickej spolo¢nosti
a Neuroimunologického tstavu Slovenskej akadémie vied

BIOLOGICKA LIECBA V TEORII A PRAXI I

Bratislava, Dubravska cesta 9
26. september 2017

Konferencia bola zorganizovana v nadvaznosti na ideu projektu (APVV-0677-12)
grantovej agentury APVV ako aktivita formdalneho a neformdlneho vzdeldvania.

V zmysle zdkona NR SR ¢ 578/2004 Z. z. o poskytovateloch zdravotnej starostlivosti,
zdravotnickych pracovnikoch, stavovskych organizdcidch v zdravotnictve a o zmene
a doplneni niektorych zdkonov, nariadenia viddy Slovenskej Republiky & 322/2006 Z. z.
0 spésobe dalsieho vzdeldvania zdravotnickych pracovnikov, sustave Specializa¢nych
odborov a sustave certifikovanych pracovnych cinnosti bolo Slovenskou komorou inych
zdravotnickych pracovnikov konferencii pridelenych 6 kreditov.

Vydalo vydavatelstvo AHO5, Dunajska Luzna,
v septembri 2017 ako svoju 5. publikaciu.
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