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Spdsob obmedzovania odhojovania aloimplantitov za-
hriiajicich darcovské tkanivo, obsahujtce bunky vyka-
zujice antigény (APC), pritom a) darcovské tkanivo sa
uvedie do styku s fotosenzibiliza®nym prostriedkom na
ziskanie modifikovaného darcovského tkaniva, b) modi-
fikované darcovské tkanivo sa vystavi svetlu s vinou
dizkou absorbovanou uvedenym fotosenzibiliza&nym
prostriedkom v &ase dostatonom na zbavenie darcov-
ského tkaniva bunick APC a c) darcovské tkanivo zba-
vené buniek APC sa transplantuje do tkaniva prijemcu.
OSetrenim darcovského tkaniva fotodynamickou tera-
piou sa vyznamne prediZi &as preZitia transplantatov,
hlavne koZnych aloimplantatov. Fotosenzibilizitor mdZe
byt tieZ sutastou konjugatu, obsahujuceho ciefovo ¥pe-
cifickil jednotku,



pv 9377

Sposob prevencie odhojovania transplantatov

Oblast’ techniky

Vynilez sa tyka sposobu terapeutického dodavania aloimplantatov a prevencie ich od-
hojovania prijemcom. Hlavne sa tyka oSetrenia tkaniva darcu metédou fotodynamickej terapie za
aCelom odstranenia buniek obsahujicich antigény z tkaniva a zniZenia imunogenity v fiom ob-

siahnutych buniek.

Doterajsi stav techniky

Uspech transplantacie aloimplantatu hostitel'ovi zavisi od takych faktorov, ako sa antigé-
ny v transplantovanom tkanive, ktoré sii prijemcom rozpoznavané ako cudzie a mdzu vyvolat’
odmietavi reakciu, d'alej bunky v imunitnom systéme prijemcu, ktoré sprostredkovavaja odho-
jovanie, a reakcie, ktoré modifikuju bud’ vyskyt cudzieho antigénu alebo bunkovii reakciu. Je
zname, ze vyznamna zlozka odhojovania aloimplantatov savisi s pritomnostou neparenchymal-

nych buniek (cestujicich leukocytov) v darcovskom tkanive.

Je tiez zname, Ze vyznamni ulohu pri sprostredkovani ttoku tkaniva Stepu proti prijem-
covi zohravaji produkty hlavného histokompatibilného systému (major histocompatibility com-
plex, MHC). MHC je obvykle komplexny. pretoze zahrnuje mnoho réznych miest, z ktorych
kazdé koduje zvladtne povrchové antigény buniek, a pretoze tieto miesta maju rozsiahly poly-
morfizmus. Miesta MHC spadaju na zaklade distribucie svojho tkaniva, §truktary exprimovanych
antigénov a ich funkcii do jednej z dvoch tried, triedy I alebo triedy II. Antigény triedy I, pritom-
né na vSetkych jadrovych bunkach, sliZia ako primarne ciele pre cytotoxické T (CD8") lymfo-
cyty. Antigény triedy II nie si v tkanive natolko rozsirené a sliZia ako primarne ciele pre po-

mocné T (CD8") lymfocyty.

Polymorfné formy jednotlivych miest Fudského leukocytového antigénu (HLA) MHC u
F'udi si rozpoznavané protilatkami a réznymi metédami in vitro, ktoré meraju rozpoznavanie T-
lymfocytov. Tieto reakcie, sprostredkované prijemcovym rozpoznanim polymorfizmu u darcu,

koreluji so silnymi odmietavymi reakciami, ktoré prebiehajii in vivo. Skiimanie bunkovej bizy
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odhojovania transplantatov §tdiami ako in vitro, tak in vivo odhalilo, Ze odmietavej reakcie sa

z(&astiiuj( ako lymfocyty CD4’, tak CDS8".

Pokusy predizit’ prezitie aloimplantatov i xenoimplantatov po transplantécii ako na expe-
rimentalnych modeloch, tak aj v medicinskej praxi, sa sustred'uji hlavne na potlagenie imunitné-
ho aparatu prijemcu. Ciel'om tejto terapie je preventivna imunosupresia a/alebo lietba odhojova-

nia Stepov.

Ako priklady prostriedkov, pouzivanych pre imunosupresiu, je mozné uviest' cytotoxické
liegiva, antimetabolity, kortikosteroidy a antilymfocytické sérum. Klinicky uspech transplantacii
vyznamne zvicSili nedpecifické imunosupresivne prostriedky, ktoré sa ukazali ako zvlast' G¢inné
v preventivnej imunosupresii (azatioprin, bromokryptin, metylprednizolon, prednizon a cyklos-
porin A). Nefrotoxicita cyklosporinu A po renélnej transplantacii bola znizena su¢asnym poda-
vanim steroidov, ako je prednizolén alebo prednizolon v spojeni s azatioprinom. Dalej boli obli¢-
ky uspesne transplantované s pouzitim anti-lymfocytového globulinu nasledovaného cyklospori-
nom A. Iny postup spociva v celkovom oZarovani lymfatickych uzlin prijemcu pred transplanta-
ciou s minimalnou imunosupresiou po transplantacii. Lie¢ba odhojovania zahrnuje pouzitie ste-
roidov. 2-amino-6-aryl-5-substituovanych pyrimidinov, heterologneho anti-lymfocytového glo-

bulinu a monoklonalnych protilatok k r6znym populaciam leukocytov.

Hlavnou komplikaciou imunosupresivnych lie€iv su infekcie. Okrem toho je systémova
imunosupresia sprevadzana neziaducimi toxickymi u€inkami, napriklad nefrotoxicitou, ak sa po-
uziva po renalnej transplantacii cyklosporin A, a zniZenim hladiny hemopoietickych kmeiiovych
buniek. Imunosupresivne lie¢iva mozu tiez viest' k obezite, zlému hojeniu ran, steroidnej hypo-
glykémii. steroidnej psychoze, leukopénii, gastrointestinalnemu krvacaniu, lymfomu a hyperten-

Zii.

Z dovodu tychto komplikécii hl'adaji transplantaéni imunolégovia metody potlacovania
imunitnej reaktivity antigénovo Specifickym spdsobom tak, aby sa stratila len reakcia na aloanti-
gén darcu. Takato 3pecificka imunosupresia sa obvykle dosahuje modifikaciou bud’ antigenity
transplantovaného tkaniva alebo 3Specifickych buniek, schopnych sprostredkovat odhojovanie.
V uréitych pripadoch zavisi skuto¢nost’, ¢i bude vyvolana imunita alebo tolerancia, od sposobu,

ktorym je antigén dodany imunitnému systému. DalSie stratégie proti odhojovaniu sa zameria-



vajii na eliminiciu alebo oslabenie cestujicich leukocytov, nesticich MHC, t.j. buniek vykazuja-

cich antigén (,,antigen-presenting cells“, APC), v tkanivach darcu pred transplantaciou.

Medzi metddy, ktoré boli opisané za tymto Gcelom, patri predizena doba kultivacie dar-
covského tkaniva (Lafferty a spol., ,, Thyroid Allograft Inmunogenicity is Reduced after a Period
in Organ Culture, Science 188:259 (1975)). Zistilo sa, Ze predbezné osetrenie tkaniv aloim-
plantatov kultiviciou v tkanivovej kultire pred transplantaciou vedie na dvoch my3ich modeloch
k trvalému prijatiu cez bariéry MHC (Lafferty a spol., Transplantation 22:138-49 (1975), Bowen
a spol., Lancet 2:585-86 (1979)). Bola vyslovena hypotéza, Ze toto oSetrenie vedie k odstrane-
niu cestujucich lymfatickych buniek, a teda k absencii stimulaénej bunkovej populécie nutnej pre
imunogenitu tkaniva. Boli napriklad pouZité niektoré vzajomne si zodpovedajice dvojice HLA
darca - prijemca, napriklad u vaskularnych a oblickovych $tepov, a niekedy pred krvnymi trans-

fuziami.

Darcovské tkanivo bola oSetrované rastovym faktorom, napriklad TGF-beta (Czarniecki
a spol., patent US &. 5,135.915, vydany 4.8.1992), niekedy v kombinacii s predizenou dobou
kultivacie (Orton, patent US €. 5,192.312, vydany 9.3.1993).

Darcovské tkanivo mdze byt oSetrené UV Ziarenim (Reemtsma a spol., patent US C.
4,946.438, vydany 7.8.1990, a Lau a spol., , Prolongantion of Rat Islet Allograft Survival by Di-
rect Ultraviolet Irradiation of the Graft“, Science 223:607 (1984)), niekedy v spojeni
s mikroenkapsulaciou (Weber a spol., patent US €. 5,227.298, vydany 13.7.1993). Ini pracovnici
pouzivali samotné bariérové membrany, ako je dvojvrstva, zahrnujiica prvii necytotoxicku vrstvu
a druhit vonkajsiu vrstvu biokompatibilného a semipermeabilného polymérneho materialu, opiso-

vana Cochrumom, patent US &. 4,696.286, vydany 29.9.1987.

Darcovské tkanivo bolo oSetrované rozmanitymi latkami, napriklad topickou aplikaciou
cyklosporinu na kozné Stepy, ako je opisané Hewittom a spol., patent US €. 4,996.193, vydany
26.2.1991, a perfuziou darcovskej oblicky lymfocytickym chaléonom, ako uvadza Jones a spol.,
patent US &. 4,294,824, vydany 13.10.1981. Doba prezitia koznych stepov bola prediZena oset-
renim kortizébnom, talidomidom alebo uretanom in vitro pred implantaciou laboratérnemu zvie-
ratu. Mnozstvo lie€iva, aplikovaného lokaine na kozi, je men$ie ako mnoZzstvo potrebné

na dosiahnutie podobného U€inku systémovou injekciou lieciva prijemcovi. Darcovska koza bola



odetrovana pred transplantaciou in vitro streptokinazou/streptodornazou, preparatmi RNA a

DNA prijemcu alebo roztokmi glutaraldehydu za u&elom zniZenia antigenity implantovanej koze.

Prepracovanejsie pristupy zahrnuji o3etrenie darcovského tkaniva monoklonélnou proti-
litkou zameranou proti produktu MHC spolu skomplementom (Faustman a spol,
,Prolongation of Murine Islet Allograft Survival by Pretreatment of Islets with Antibody Directly
to Ia Determinants“, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:5156 (1981)) alebo osetrenie darcovského
tkaniva imunokonjugatom protilatky zameranej proti MHC (Shizuru, J.A. a spol., ,,Inhibition of
Rat Mixed Lymphocyte Pancreatic Islet Cultures with Anti-la Immunotoxin®. Transplantation
42:660 (1986)). Tieto metody poskytli premenlivé vysledky. Existuje teda potreba spdsobu pre-
dizenia preZitia Stepu pri transplantaénych operéciach, ktory by minimalizoval toxicitu a dalsie

nepriaznivé G&inky vznikajace pouzitim velkych davok imunosupresiv.

Metoda pouzivana podla vynilezu na selektivne nilenie tychto buniek APC zahrnuje
kontakt darcovského tkaniva s fotosenzibilizatorom, vystavenie posobeniu svetla a potom trans-
plantaciu. Podobné fotodynamické metddy boli uz predtym pouZité primarne na nienie tkaniv,
ako st nadorové tkaniva, aterosklerotické plaky, povrchové onemocnenia koze a neziaduce pa-
togény v krvi (Levy a spol., patenty US & 5,283.255, vydany 1.2.1994, 4,883.790, vydany
28.11.1989, 4,920.143, vydany 24.4.1990, 5,095.030, vydany 10.3.1992, a 5,171.749, vydany
15.12.1992, na ktoré sa tu tymto odkazuje). Vid' tiez Dougherty a spol., patenty US ¢&.
4,932.934, vydany 12.6.1990, 4,889.129, vydany 26.12.1989, 5,028.621, vydany 2.7.1991,
4,866.168, vydany 12.9.1989, 5,145.863, vydany 8.9.1992. a 4,649.151, vydany 10.3.1987. na

ktoré sa tu tiez odkazuje.

Napriklad patent US &. 4,866.168 Doughertyho a spol. opisuje pripravok, predavany pod
nazvom ,Photofrin 11, ktory sa ziskava izolaciou vysokoagregatového podielu molekulovej
hmotnosti hematoporfyrinového derivatu. Ako d'alsi konkrétny priklad opisuje patent US ¢.
4,883.790 Levyho a spol. pouzitie skupiny pribuznych zlu¢enin, oznatovanych , monohydroben-

zoporfyriny™, na analogicke ucely.

Dalej bolo opisané pouzitie mnohych réznych fotosenzibilizatorov s podobnou Struktd-
rou. Vid' napriklad derivaty (1-hydroxyetyl)deuteroporfyrinu, hydrofobne étery hematoporfyrinu
a zlideniny pripravené z metylfeoforbidu (Pandey a spol., patent US ¢&. 5,002.962, vydany
26.3.1991), konjugaty pyrofeoforbidu (Pandey a spol., patent US &. 5,314.905), derivaty bakte-



riochlorofylu-a (Dougherty, patenty US &. 5,171.741 a 5,173.504), diméry viazané na monovi-
nyl- a divinylétery (Ward, patent US &. 4,961.920), benzoporfyrinové derivaty (Allison a spoi.,
patent US & 5,214.036), dibenzoporfyrinové zluCeniny (Dolphin a spol., patenty US &
5,308.608 a 5,149.708), takzvané ,zelené“ porfyriny, ako su derivity monobenzoporfyrinu
(Jamieson a spol., patent US &. 5,087.636), porfyrinové zli€eniny obsahujice exocyklické dvoj-
né vizby (Chang a spol., patent US &. 5,064.952) a sodné porfimérové zliCeniny (Clauss a spol.,
patent US &. 5,244.914). Na opisy vietkych tychto patentov sa tu tymto odkazuje. Vieobecne sa
na tieto lieSiva v prvom pribliZeni nazera z hl'adiska pouZiteI'nosti vo fotodynamickej terapii ako

na vzajomne zamenitel'né.

Hoci sa fotodynamicka terapia zaobera primarne lietbou nadorovych buniek, uz predtym
sa objavili d'alSie aplikacie. Tieto fotosenzibilizaéné lietiva je mozné napriklad pouzZivat
v postupoch pre eliminaciu aterosklerotickych plakov a pri oSetrovani krvi a inych telovych te-
kutin za Géelom niéenia infek&nych organizmov. Fotodynamicka terapia vSak zjavne doposial

nebola pouZita na eliminiciu cestujlcich leukocytov v tkanive darcovského aloimplantatu.

Zvlastna vyhoda vynalezu spociva v tom, Ze na rozdiel od terapeutickych postupov zahr-
nujicich podavanie fotosenzibilizaéného lie€iva organizmu je mozné tkanivo najvhodnejsie oSet-
rovat in vitro pred skuto€nou transplantacnou procedarou. Tymto spdsobom su podstatne od-
stranené problémy spojené so zaistenim spravnej hladiny expozicie svetlu napriklad v pripade

konjugatu spojeného s cielovymi bunkami vnuitri organizmu.

Dalej sa spdsobom podl'a vynalezu ziskaji Stepy, ktoré si vo vhodnych hostiteloch imu-
nologicky stabilné, biologicky funkéné a schopné uchovavania pred transplantaciou. Vynalez tak
umoziiuje vytvorenie banky fotodynamicky oSetrenych Stepov, ktoré mdzu byt pouZité na krat-

kodobé uchovavanie.

Podstata vynalezu

Vynalez poskytuje postup pre minimalizaciu odhojovania transplantatov v Zivocisnych
subjektoch. Pred transplantaciou sa darcovské tkanivo, ktora obsahuje bunky vykazujice antigén
(APC), uvedie do styku s fotosenzibilizaénym prostriedkom a vystavi svetlu s vinovou dizkou

absorbovanou tymto fotosenzibilizaénym prostriedkom pocas doby potrebnej na odstranenie



APC. Tymto oSetrenim sa neusmrtia keratinocyty, ale moZe sa zmenit ich expresia antigénov
triedy 1 a/alebo II, rovnako ako cytokiny, ktoré vylu€uja, takZe sa znizi imunogenita koze sa-

motnej.

V jednom uskuto&neni je fotosenzibilizaény prostriedok vo forme konjugatu, zahrnujuce-
ho cielovo $pecificky komponent, za (Zelom zvySenia interakce medzi fotosenzibilizatnym
prostriedkom a cielovymi APC. Fotosenzibilizatné lie¢ivo sprostredkuje destrukciu APC, ak je

aloimplantat oZiareny pri vhodnej vinove; dizke, absorbovanej fotosenzibiliza&nym prostriedkom.

Podl'a dalej uvedeného podrobného opisu sa podl'a vynalezu darcovské tkanivo pred
transplantaciou uvedie do styku s fotosenzibilizaénym prostriedkom. Vyraz ,darcovské tkanivo“
zahrnuje akykol'vek typ transplantovatelného alebo implantovatel'ného tkaniva z darcu iného a-
ko je prijemca. ktoré obsahuje APC. Darcovskym tkanivom, pouZivanym podla vynilezu, moze
byt akekol'vek z rozmanitych tkaniv, napriklad mékké tkanivo. ako je amnioticka blana novoro-
denca, kostna drefi, hematopoietické prekurzorové bunky, kolagén a kostny protein na stimula-
ciu rastu chrupavky, organy, ako je koza, srdce, pecefi, slezina, pankreas, lalok Stitnej Zlazy,
plica, obli€ky, tubularne organy (napriklad &revo, krvné cievy alebo pazerak), a €asti orgénov,
ako st srdcové chlopne a izolované bunky alebo zhluky buniek, ako si ostrovéekové bunky

pankreasu alebo peceriové bunky.

Tubulérne orgdny mdZu byt' pouZivané k nahrade poskodenych Casti paieréka,- krvnych
ciev alebo Zléovodu. KoZné Stepy mozu byt’ pouZivané nielen pre popaleniny, ale aj na Gpravu
poskodeného &reva alebo na uzavretie uréitych defektov, ako je braniéna prietrz. Vo zvlast' vy-
hodnom uskuto&neni je darcovskym tkanivom kozné tkanivo alebo pankreatické ostrovcekové

bunky.

Vyraz ,tep“, ako je tu pouZivany, sa vzt'ahuje na biologicky materiai pochadzajici od
darcu, pre transplantaciu prijemcovi. Vyraz ,transplantat” a rdzne jeho varianty sa vztahuje na
vloZenie $tepu do prijemcu, &i uZ je transplantacia syngénna (kde darca a prijemca si geneticky
identicki), alogénna (kde darca a prijemca su rozneho genetického povodu, ale rovnakého dru-
hu) alebo xenogénna (kde darca a prijemca patria k roznym druhom). Podla typického scenéra
teda je hostitelom &lovek a §tepom je izotransplantat, pochadzajuci od &loveka rovnakého alebo

iného genetického pévodu. Podl'a iného scenara pochadza $tep z odli§ného druhu od toho, kto-



rému sa transplantuje, vratane zvierat fylogenicky znalne vzdialenych druhov, napriklad

v pripade transplantacie srdca paviana do Fudského hostitel'a.

Darcovské tkanivo mdZe byt odobraté z akéhokol'vek zdroja, i ide o mrtvoly alebo Zi-
vych darcov. Priklady vhodnych darcov si Zivé zvierata, ako si laboratdrne zvieratd, napriklad
psy, macky, mysi, krysy, skokusky (gerbily), morcata, kravy, primaty, alebo l'udia. Vyhodne si

darcami cicavce vratane ¢loveka.

Ludskymi darcami su prednostne dobrovolni, pokrvne pribuzni darcovia s normalnym
vysledkom lekarskeho vySetrenia a s rovnakou hlavnou krvnou skupinou ABO, pretoze prekra-
Eovanie bariér medzi hlavnymi krvnymi skupinami moZe branit’ preZitiu aloimplantatu. Je vSak

mozné transplantovat’ napriklad obli¢ku darcu typu 0 do prijemcu A, B alebo AB.

Vyraz , aloimplantat” sa vzt'ahuje na bunky a tkanivo, ktoré pochadzaju alebo st odvode-
né od darcu rovnakého druhu ako je prijemca. Prednostne je darca rovnakého druhu ako prijem-

ca.

Vyraz , prijemca”, ako je tu pouzivany, sa vzt'ahuje na akéhokol'vek kompatibilného hos-
titel'a transplantatu. Vyrazom , kompatibilny* sa rozumie hostitel’, ktory darovany Step prijme.
Priklady potencialne pouzitel'nych prijemcov su zvierata, prednostne cicavce, ako su hospodar-
ske zvierata, napriklad kone, kravy alebo ovce, domace zvieraté, napriklad psy alebo macky, la-
boratdrne zvierata, ako s mysi, krysy, gerbily alebo mor¢ata, alebo primaty, napriklad opice a-
lebo l'udia. Hlavne je prijemcom ¢lovek. Ak je ako darcom, tak prijemcom Stepu ¢lovek, potom

sa pre zlepSenie histokompatibility oba kombinuju z hl'adiska antigénov HLA triedy II.

Fotosenzibilizaéné prostriedky

Na pouzitie podl'a vynalezu je vSeobecne vhodna akakol'vek z roznych zli€enin, ktoré sa
pouzivaju v klasickej fotodynamickej terapii. Ako je odbornikom zname, hlavnou skupinou zna-
mych fotosenzibilizaénych prostriedkov st zliéeniny pribuzné porfyrinom. Ako je o nieo po-
drobnejsie opisané vysSie, zahrnuji tieto lieCiva hematoporfyrinové derivaty, vysokomolekularnu
frakciu hematoporfyrinového derivatu, predavani ako fotosenzibilizaény prostriedok Photofrin
I, a jej aktivne zlozky, rozne syntetické derivaty porfyrinov, ako su monohydrobenzoporfyriny,

oznaCované tiez ako benzoporfyrinové derivaty alebo BPD, zelené porfyriny a rozne iné poly-



cyklické zli&eniny, o ktorych sa ma za to, Ze pri oZarovani generuju singletovy kyslik, ktory spd-
sobuje destrukciu tkaniva. Spdsoby pripravy vhodnych fotosenzibilizaénych zla&enin si plne opi-
sané vo vysdie uvedenych patentoch a v publikaciach, v nich citovanych. Prednostne je fotosen-

zibilizaénym prostriedkom BPD.

Kritickou charakteristikou akéhokol'vek fotosenzibilizatného prostriedku je v principe
jeho tendencia vykazovat’ pri oziareni svetlom s vinovou dizkou, ktora modze byt’ fotosenzibili-
zatorom absorbovana, cytotoxicky ucinok na bunky, v ktorych je lokalizovany. Hoci sa ma za to,
ze v mnohych pripadoch je cytotoxicky ucinok vysledkom tvorby singletového kyslika pri expo-

zicii, nie je presny spdsob uskutoCnenia pre vynalez kriticky.

Ako je do uréitej miery diskutované vo vysSie uvedenych patentoch Doughertyho a spol.,
s U€innymi fotosenzibilizanymi prostriedkami si typicky spojené poletné d'alsie Specifické
vlastnosti. Medzi vlastnosti fotosenzibilizatorov vieobecne, ktoré maju zvlastny vyznam pri
uskutoéfiovani vynalezu, patri relativna absencia toxicity voci bunkam pri absencii fotochemic-
kého uginku a 'ahké vymiznutie z tkaniv v nepritomnosti cielovo Specifickej interakcie medzi

konkrétnymi bunkami a fotosenzibilizatorom.

Fotosenzibilizacné prostriedky podla vynalezu maji prednostne absorp&né spektrum,
ktoré je v rozmedzi vinovych dizok medzi 350 nm a 1200 nm a ktoré mbZe byt’ o sebe znamym
sposobom prispdsobené pozadovanej penetracii a prednostne leZi medzi asi 400 a 900, hlavne

medzi 600 a 800 nm.

Fotosenzibilizacné prostriedky podfa vynalezu sa davkuji spdsobom konzistentnym
s dobrou lekarskou praxou s uvazenim charakteru transplantacie a upravovanej poruchy, druhu
darcu, zdravotného stavu konkrétneho prijemcu, pritomnosti akéhokol'vek iného lieciva
v darcovskom tkanive alebo v organizme prijemcu a d'alsich faktorov, znamych praktikom. Te-
rapeuticky ucinné mnozstvo fotosenzibilizatora, uvadzané do styku so §tepom, je mnozstvo, kto-
ré ucinne znizuje imunogenitu Stepu, takZe je kompatibilny s prijemcom a nie je odmietnuty.
Vseobecne je G€inné mnoZstvo pre tento Ucel v rozmedzi asi 0,1 aZ asi 10 pg/ml, prednostne asi

0,1 az asi 2,0 ug/ml a hlavne asi 0,25 az asi 1,0 pg/ml.

Fotosenzibilizany prostriedok mdze byt kombinovany s jednym alebo viac imunosupre-
sivami pre posilnenie imunosupresivneho G&inku na $tep. Uinné mnozstvo tychto d'alsich pros-

triedkov zavisi od mnozstva fotosenzibilizatora pritomného vo formulacii, typu transplantatu,



\O

dévodu transplantacie, miesta dodania. spdsobu podania, rozvrhu aplikacie, d'alSich vysSie dis-

kutovanych faktorov a inych faktorov znamych praktikom.

Fotosenzibilizaény prostriedok sa typicky formuluje zmieSanim pri teplote miestnosti,
vhodnom pH a poZzadovanom stupni &istoty s jednym alebo viac fyziologicky prijatelnymi no-
siémi. tj. nosiémi, ktoré s pri pouZitom davkovani a koncentracii voCi prijemcovi netoxicke.
Hodnota pH formulacie zavisi hlavne od konkrétneho pouZitia a koncentracie fotosenzibilizato-

ra, ale prednostne sa pohybuje kdekol'vek od asi 3 do asi 8.

Fotosenzibilizator sa kvéli zabraneniu adhézie k niddobam, kde je umiesteny, ku ktorej
dochadza pri hodnotach pH lbliiiacich sa fyziologickej hodnote, a na zaistenie aktivacie fotosen-
zibilizatora prednostne udrzuje na neutralnom pH (napriklad asi 6.5 az asi 7,5). Vhodnym usku-
toénenim je teda formulacia v roztoku elektrolytu obsahujicom rovnovazny sol'ny pufer s pH
6,5, ale neobsahujiicom fetalne bovinné sérum (,,FBS“). Dévodom vypustenia FBS je obsah jeho
antigénnych zloZiek, ktoré by mohli exacerbovat' reakciu aloimplantatu. Pokial’ fotosenzibilizator
prifne k nadobam, v ktorych si oSetrované Stepy, prida sa popripade vhodna neantigénna zloZka,
ako je l'udsky sérovy albumin, v mnoZstve, ktoré neinterferuje s fotosenzibilizatorom pri perfuzii

alebo adhézii k oSetrovanému Stepu.

Ak sa ma formulacia fotosenzibilizatora aplikovat' topicky, napriklad ak sa natiera na
kozny $tep pred transplantaciou, je vyhodné pouZivat' viskozny roztok, ako je gél, skor ako ne-
viskdzny roztok. Gél mdze byt vytvoreny napriklad zmieSanim roztoku fotosenzibilizatora
s gélotvornym &inidlom, ako je polysacharid, prednostne vodorozpustny polysacharid, napriklad
kyselina hyalurénova. Skroby a derivaty celulozy, napriklad metylceluldza, hydroxyetylceluloza a
karboxymetylceluldza. Ked' je v gélovej formulacii pritomny polysacharid, je obvykle pritomny
v mnoZstve v rozmedzi asi 1 azZ 90 % hmotnostnych, prednostne asi 1 az 20 % hmotnostnych
gélu. Priklady dalSich vhodnych polysacharidov na tento ucel a stanovenie rozpustnosti polysa-
charidov mozno najst’ v dokumente EP 267015, zverejnenom 11.5.1988. na opis ktorého sa tu

odkazuie.

Ked ma byt oSetrovany 3tep uchovavany pocas akejkol'vek doby, je fotosenzibilizator
prednostne formulovany alebo pridany k emulzii perfludrovanej zlageniny (pdsobiacej ako na-
hradka krvi) na umoznenie pristupu vysokych koncentracii kyslika ku $tepu. Tiez emulzie zahr-

nuja perfludérovanii zli&eninu, ako je perfludrdekalin a/alebo perfludrtripropylamin, emulgovani
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pomocou povrchovo aktivnej latky vo vode. Perfludrovana zligenina sa voli tak, aby bola Co

najmenej toxicka voci prijemcovi.

Priklady vhodnych povrchovo aktivnych latok zahrnujii poloxamérové povrchovo aktivne
latky, ktoré predstavuju rad molekiil, tvorenych blokovymi kopolymérmi etylénoxidu a propylé-
noxidu, bud’ samotnymi alebo v zmesi s fosfolipidom, ako je vajecny lecitin. Dalsim prikladom
emulzie, komeréne dostupnej od Green Cross, je Fluosol-DA 20 %, ktory produkt obsahuje per-
fluordekalin a perfludrtripropylamin, emulgovany poloxamérovym surfaktantom Pluronic F-68.
Emulzie perfludrovanych zlidenin a ich G&inok na cicavce st GplnejSie opisané v Bollands a

spoi., J. Pharm. Pharmacol. 39:1021-1024 (1987), na ¢o sa tu tymto odkazuje.

Formulacia fotosenzibilizatora na pouZitie pri terapeutickej aplikacii je prednostne steril-
na. Sterilita sa Pahko dosiahne sterilnou filtraciou cez (0,2pum) membrany. Akonahle je formulo-
vany a sterilizovany, nemusi byt' fotosenzibilizator stabilny vo¢i oxidacnej denaturacii. Pre ucho-

vavanie si viak vhodné lyofilizované formulacie pre rekonstituciu, napriklad s obsahom BPD.

Cielené systémy

PouZitie tychto fotosenzibilizatorov na destrukciu schopnosti darcovského tkaniva vyvo-
lat’ reakciu Stepu voéi hostitel'ovi je podporené konjugaciou fotosenzibilizatora s ciel'ovo Speci-
fickym prostriedkom. Fotosenzibilizator moZe byt’ konjugovany hlavne (1) s jednotkou, ktora sa
§pecificky zameriava na bunky obsahujuce antigén (APC) priamo v darcovskom tkanive, (2)
s jednotkou. ktora sa Specificky zameriava na sprostredkujici material, ktory oznacuje APC pre
zameranie konjugatom, alebo (3) s T-bunkami pre situaciu Step verzus hostitel'. V kazdom pri-
pade je darcovské tkanivo, akonahle bolo modifikované interakciou s konjugatem, exponované o

sebe znamym spdsobom tak, aby v fiom doslo k podstatnému odstraneniu skupiny APC.

Vynalez poskytuje Specifické konjugaty, obsahujice fotosenzibilizator, pouzitelné
na cielené napadanie APC v aloimplantatovom darcovskom tkanive, a spdsob nienia APC
v darcovskom tkanive vieobecne fotodynamickou terapiou (photodynamic therapy, ,PDT").
Jedna z formulacii, pouZitel'nych pri tomto spdsobe, je tvorena v podstate fotosenzibilizdtorom a
systémom pre naviazanie ,,navadzacieho prostriedku* na fotosenzibilizator. Dalsia formulécia za-

hrnuje kombinaciu systému cieleného na APC a fotosenzibilizatora konjugovaného s navadzacim
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prostriedkom pre systém cieleny na APC. V oboch pripadoch je konecny el dodania fotosenzi-

bilizatora k APC identicky.

K cielovym APC je mozné dosiahnut’ pristup rdznymi ciel'ovo 3pecifickymi prostriedka-
mi, vratane jednotiek imunojpecifickych pre glykoproteinové produkty MHC a lymfokinové
faktory, pre ktoré tieto bunky nesii receptory. Pre reakciu s glykoproteinmi MHC m6Zzu byt ty-
picky pouzité protilatky ziskané proti tymto glykoproteinom, bud’ polyklonélne alebo monoklo-

nalne.

Polyklonalne séra sa pripravuji konvenénym spésobom, napriklad injek&nym vpravenim
antigénu, ku ktorému sa pozaduje protilatka, do vhodného cicavca, stanovenim hladiny protilat-
ky proti antigénu v sére a pripravou anti-séra pri vysokom titri. Preparaty monoklonélnych pro-
tilatok je tiez mozné pripravovat konvenénym spdsobom, napriklad metodou, opisanou

v Koehler a Milstein, ,, “, J. of , _._(19_), s pouzitim napriklad lym-

focytov perifémej krvi alebo slezinnych buniek z imunizovanych zvierat a usmrtenim tychto bu-
niek bud’ virovou infekciou, filziou s myelomami alebo inymi konvenénymi postupmi a screenin-

gom na produkciu poZadovanych protilatok izolovanymi koloniami.

Okrem protilatok je mozné pouzit’ vhodné imunoreaktivne fragmenty, ako si fragmenty
Fab, Fab’ alebo F(ab)2. Po&etné protilatky, vhodné na pouzitie pri vytvarani cieleného mecha-
nizmu, su uz v odbore dostupné. Napriklad pouZitie imunologicky reaktivnych fragmentov ako
nahrad za celé protilatky je opisané v Spielberg. H.L.. , Immunoassays in the Clinical Laborato-

ry", . 3:1-23 (1978).

Okrem imunoreaktivity je mozné cielenie dosiahnut' pouZitim receptorovych ligandov.
ktoré sa zameriavaji na receptory na povrchu buniek APC, napriklad na zaklade komplementa-
rity obrysov modelov naboja medzi receptorom a ligandom. Vyraz , receptorovy ligand”. ako je
tu pouzivany, sa vztahuje na akikol'vek latku, prirodna alebo synteticku. ktora sa viaze Specific-
ky na receptor na bunkovom povrchu APC. Tieto receptorové ligandy zahrnuju lymfokinove

faktory, napriklad IL2.

Podla konkrétneho uskuto€nenia vynalezu je fotosenzibilizator konjugovany s cielovo
Specifickym prostriedkom pre sprostredkujicu latku, ktora je potom $pecificka pre APC. Napri-
klad v pripade krysich buniek vykazujicich Ia mdZze byt’ ako sprostredkujica latka pouZita mysia

anti-krysia protilatka Ia. V tomto pripade sa bude konjugat fotosenzibilizatora, naviazany na an-
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ti-mysiu protilatku, zameriavat’ na bunky znagené my3ou protilatkou presne rovnakym spdso-

bom. ako sa konjugat zahrnujlci anti-krysiu protilatku la na ne zameriava priamo.

Metody konjugacie

Cieleny systém mdZe byt konjugovany priamo s fotosenzibilizatorom s pouzitim beznych
metod a technolégie linkerov, ako su v odbore vieobecne zndme a opisané napriklad vo vysSie
uvedenych patentoch Levyho a spol. Pre proteiny, ako je Ig a dalsie polypeptidy. je mozné
uskuto&nit' priamu kovalentnd vizbu medzi fotosenzibilizatorom a ciel'ovo $pecifickou zlozkou
napriklad s pouzitim dehydrataéného &inidla, ako je karbodiimid. Aktivne jednotky konjugatu
mdZu byt samozrejme tiez spojené pomocou linkerovych zlG&enin. ktoré su bifunkéné a su

schopné sa kovalentne viazat' s kazdou z oboch aktivnych zloziek.

Do rozsahu vynalezu spada akakol'vek u€inna metdda. o ktorej je zname, Ze je schopna
spajat’ dve chemické jednotky. Linkerovii jednotkou je nutné chapat’ $iroko ako kovalentni véz-
bu alebo akikolvek linkerovii jednotku. dostupnii v odbore alebo odvoditelnu Standardnymi

metddami.

Alternativne je moZné zameriavanie na ciel' sprostredkovat dodatocnymi $pecifickymi
prostriedkami. Napriklad, ako je opisané dalej, moZe byt priamo na fotosenzibilizator naviazana
sekundarna protilatka, zamerana na APC-$pecificku protilatku, a ako mostik medzi imunokonju-

gatom a cielovou bunkou moze byt' pouzity prostriedok zameriavania na glykoprotein MHC.

Postup liecby

Eliminacia alebo funk&né oslabenie APC alebo modulacie inych koznych buniek, ako si
keratinocyty, sa podla vynalezu uskutoCiiuje relativne priamociarym spdsobom uvadzanim dar-
covského tkaniva do styku priamo s fotosenzibilizatorom, ktory méze byt vo forme konjugatu, v
podmienkach, ktoré umoZiiuji vytvorenie silnej asociacie medzi fotosenzibilizatorom (alebo cie-
Fovo 3pecifickou zloZkou konjugatu obsahujiceho fotosenzibilizator) a ciefovymi APC pri si-

¢asnej minimalizacii koncentracie fotosenzibilizatora v darcovskom tkanive.
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Je vyhodné, ak toto uvedenie do styku zahrnuje nanesenie kompozicie na jeden alebo
viac povrchov §tepu alebo inkubaciu alebo perfiziu organového stepu formulaciou fotosenzibili-
zatora podl'a vynalezu. Toto oSetrenie sa vSeobecne vykonava pocas doby aspofi 1 min, pred-
nostne asi 1 min aZ asi 72 h, hlavne asi 2 min az asi 24 h. Doba styku zavisi od takych faktorov,
ako je koncentracia fotosenzibilizatora vo formulacii, o3etrovany Step a konkrétny typ formula-
cie. Perfuzia sa vykonava akymkol'vek vhodnym postupom. Napriklad organ je mozné perfun-
dovat’ pomocou zariadenia, ktoré zaistuje konStantny tlak alebo perfiziu s tlakovym regulato-
rom a prietokom medzi pumpou a organom. Alternativne je mozné organ umiestnit’ do tesne u-
zavretej hyperbarickej komory a dodavat’ perfuzat do komory pumpou, ktora odobera tekutinu

z rezervoara, popripade s vracanim spotrebovaného perfuzatu do rezervoara pomocou ventilu.

U koznych §tepov je mozné formulaciu natierat’ alebo nastrekovat’ na spodny povrch
transplantovanej koze tak, Ze medzi spodnym povrchom darcovského tkaniva a tkanivom pri-
jemcu vznikne vrstva fotosenzibilizatora. Prednostne sa vSak cely kozny $tep ponori do kompo-

zicie fotosenzibilizatora.

Stuperi uvadzania do styku sa mdze uskutoc€iiovat’ pri réznych teplotach s vyluCenim len
tych tepldt, ktoré s dost’ vysoke, aby sposobili denaturéaciu alebo iné poskodenie Stepu, a teplot,
ktoré su dost’ nizke, aby minimalizovali prijem fotosenzibilizatora bunkami. Prednostne sa stupeii
uvadzania do styku vykonava pri teplote v rozmedzi asi 50 az asi 400 °C, vyhodne asi 150 az asi

370 °C a hlavne pri teplote okolia.

Po riadnej distribicii fotosenzibilizatora, zaistujlcej, Ze je spravne asociovany s ciel'o-
vymi APC, sa takto oSetrené darcovské tkanivo podrobi expozicii svetlu s vinovou dizkou. ktora
je absorbovana fotosenzibilizatorom a vedie k aktivacii jeho cytotoxickych vlastrosti. Taka ex-
pozicia je samozrejme v odbore fotodynamicke;j terapie Gplne bezna. Priklady postupov a zaria-

deni na tento ucel su uvedené napriklad vo vysSie uvedenych patentoch Doughertyho a spol.

Potom, €o bol Step uvedeny do styku s fotosenzibilizatorom a exponovany svetlu, moze
byt uchovavany az asi 24 az 48 h. Prednostne sa v§ak pouZije bezprostredne v procese trans-
plantécie. Zivotnost' je moZné zvysit vysSie opisanym spdsobom pouzitim nahradky krvi vo for-
mulcii (napriklad emulzia perfludrovanej zligeniny) alebo perfuziou Stepu formulaciou foto-
senzibilizdtora, obsahujucou chladené izotonické ¢inidio a antikoagulant, a potom glycerolom,

¢o umoZiiuje zmrazenie Stepov s malym poSkodenim buniek, ako je opisané v dokumente JP



14

60061501, zverejnenom 9.4.1985. Step moze byt okrem toho uchovavany s réznymi kvapalina-
mi, ktoré zahrnuji formulaciu, zatial' €o st organy chladené na teplotu mrznutia, za ucelom po-

lotrvalej ochrany organu bez nekrocyt6zy buniek.

Pred transplantaciou sa §tep prednostne premyje na odstranenie kompozicie fotosenzibili-
zatora, napriklad preplachnutim vo fyziologickom salinickom roztoku alebo inymi prostriedkami
vhodnymi na tento G€el. Na podporu prezitia §tepu mdze byt tiez pred transplantaciou prijem-
covi uskutocnena jedna alebo viac krvnych transfuzii, Specifickych pre darcu, s mononuklearny-
mi krvnymi bunkami periférnej krvi, oSetrenymi pomocou PDT. Alternativny postup spociva
v tom, Ze sa prijemca pred transplantaénou operaciou podrobi celkovému oZarovaniu lymfatic-
kych uzlin. Ako siast’ tohto vynalezu je mozné uskutoériovat’ akukol'vek pre-transplantacnu

proceduru, ktora bude mat’ priaznivy Géinok pre konkrétneho prijemcu.

V niektorych pripadoch je Ziadice modifikovat' povrch Stepu tak, aby boli vytvorené
kladne alebo zaporne nabité skupiny, napriklad pouzitim vhodnej aminokyseliny alebo polyméru
alebo naviazanim fyziologicky prijateI'ného zdroja nabitych funk&nych skupin. Napriklad zaporne
nabity povrch je pre krvné cievy vhodny na zniZenie zrazania krvi. Za urcitych okolnosti je tiez
Ziaduce urobit’ povrch hydrofobnym alebo hydrofilnym, naviazanim napriklad fenylalaninu, serinu
alebo lyzinu na povrch. Imunosupresivhym prostriedkom, zvlast' ucinnym pre tieto modifikacie

povrchu, je glutaraldehyd.

Samotny postup transplantacie zavisi od konkrétnej odstrafiovanej poruchy, stavu pacien-
ta atd. Vhodny postup pre kazdy dany pripad uréi lekarsky praktik. Transplantaty sa popripade
pocas kritickej pooperaénej doby (prvych troch mesiacov) systematicky monitoruju akoukol'vek
vhodnou metddou, napriklad radionuklidovou intravenéznou angiografiou. Po transplantacii sa
ako ddlezita na zaistenie prezZitia Stepu asto pouziva imunosupresivna terapia s pouzitim vhod-

ného imunosupresiva.

Spdsob podla vynalezu mdZe byt doplneny alebo pouzity v kombinacii s rovnakymi ale-
bo znizenymi davkami imunosupresiva, sicasne podavaného systémovo darcovi, in vitro darcov-
skému tkanivu alebo prijemcovi, bud’ miestne alebo systémovo. Vyraz ,imunosupresivum®, ako
je tu pouzivany, sa vztahuje na latky, ktoré pdsobia tak, Ze potladuju alebo maskujit imunitny
systém hostitel'a, do ktorého je Step transplantovany. Zahrnuje latky, ktoré potlatuji produkciu

cytokinu, timia alebo potlatuji expresiu autoantigénov alebo maskuji antigény MHC.
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Priklady takychto latok zahrnujii 2-amino-6-aryl-5-substituované pyrimidiny, azatioprin
alebo cyklofosfamid, bromokryptin, glutaraldehyd, antiidiotypické protilatky pre antigény MHC,
cyklosporin A, jeden alebo viac steroidov, prednostne kortikosteroidy a glukokortikosteroidy, a-
ko je prednizon, metylprednizolon a dexametazon, protilatky proti interferénu gama, protilatky
proti faktoru alfa nadorovej nekrozy, protilatky proti faktoru beta nadorovej nekrozy, protilatky
proti interleukinu-2, protilatky proti cytokinovému receptoru, ako sa protilatky proti receptoru
IL-2. heterologny anti-lymfocytovy globulin, protilatky pan-T, prednostne monoklonalne proti-
latky OKT-3, protilitky k CD4, streptokinazu, streptodornizu alebo RNA alebo DNA

z hostitel'a

Uginné mnoZstvo, ktoré sa stanovuje na zaklade tychto Givah, je minimalne mnoZstvo
nutné na prevenciu imunitnej reakcie, ktora by mala za nasledok odhojenie Stepu prijemcom, ale
rovnako tak nutné na dosiahnutie dlhiej doby preZitia Stepu. Toto mnoZstvo je prednostne nizSie
nez mnozstvo. ktoré je pre prijemcu toxické alebo vyznamne zvySuje nachylnost’ prijemcu
k infekciam. MnoZstvo imunosupresiva, nutné podl'a vynalezu, je typicky nizSie nez sa normalne
pozaduje pre transplantované Stepy, ktoré neboli vopred oSetrené, a zavisi od individualnych

podmienok transplantatu a typu pouzitého imunosupresiva.

Ako konkrétny priklad je moZné uviest' celkové mnozstvo imunosupresiva cyklosporinu
A, podavaného parenterélne, €iniace na davku asi 0,1 aZz 20 mg/kg telesnej hmotnosti pacienta,
oproti typickému rozmedziu asi 5 aZ asi 15 mg/kg/defi cyklosporinu A, beZne pouZzivaného
v konvenénej imunosupresivnej terapii. U renalnych transplantatov sa podl'a obvyklej praxe po-
davaji masivne mnoZstva glukokortikosteroidu v kratkych &asovych obdobiach, napriklad me-
tylprednizolon v niekol'kogramovych davkach denne podavany pocas doby 3 az 5 dni a potom
20 az 100 mg prednizénu, bez fotodynamického predbezného oSetrenia tkaniva 3tepu. Pri pred-

beznom osetreni podl'a vynalezu su pouzitel'né vyznamne nizsie davky.

Ako je vyssie uvedené, tieto navrhované mnozstva imunosupresiva su z velkej &asti ve-
cou rozhodnutia terapeuta. KIaovym faktorom pri vol'be prislusnej davky a postupu davkova-
nia je dosiahnuty vysledok, t.j. dlhodobé preZitie Stepu. Napriklad mozu byt potrebné relativne
vysoké davky bud’ spoéiatku na liebu hyperakatneho odhojovania Stepu, ktoré mozno prisadit
destrukcii Stepu, sprostredkovanej protilatkami, alebo v neskorSom $tadiu, charakterizovanom

nahlym poklesom funkcie Stepu.
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Ak sa pouziva imunosupresivum, mdZe byt podavané akymkol'vek vhodnym sposobom,
zahrnujicim parenteralnu, a ak je to pozadované pre miestnu imunosupresiu, intralezionainu ap-
likdciu. Parenteralne inflizie zahrnuji intramuskularnu, intravendznu, intraarterialnu, intraperito-
nealnu alebo subkutannu aplikaciu. Ak sa pouZziva imunosupresivum, podava sa naviac vyhodne

pulznou infiiziou, hlavne s klesajucimi davkami, alebo kontinualnou infiziou.

Prehl'ad obrazkov na vykresoch

Obr. 1 znazorfiuje Struktiru zlucenin BPD, zvlast pouzitelnych ako fotosenzibilizatné

prostriedky podl'a vynalezu.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Na ozrejmenie vynalezu, aviak nie na jeho obmedzenie, si uvedené priklady uskutoCne-

nia.

Priklad 1
Priprava konjugatu BPD-Ra-MIg

Fotosenzibilizator BPD-MA, znazorneny na obr. 1. sa vime zriedi z koncentracie
1 mg/ml na 200 pg/ml vo fosfatom pufrovanom salinickom roztoku a zmie$a so znamym mnoz-
stvom krysieho anti-mysieho lg (RaMIg), ktory sa ziska od Cedar Lane Laboratories alebo pri-
pravi imunizaciou kralikov mysim imunoglobulinom a &istenim protilatok na imunoabsorp&nych
kolonach. Zmes sa inkubuje 1 h v tme pri teplote miestnosti a ziskany konrjugat sa dialyzuje cez
noc pri 4 °C cez membranu priepustni pre molekuly s molekulovou hmotnostou menSou ako 12
az 14 kD proti trom litrom PBS. Modelové stadie so znatenym BPD-MA ukazuju, Ze zadrZzany
konjugat ma pomer BPD:Ab 10 az 20. Retentat z dialyzy sa potom zmrazi a lyofilizuje a ucho-

vava v tme.
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Prikiad 2
Osetrenie tkaniva aloimplantatu konjugatom
Darcovské tkanivo pankreatickych ostrovéekov bola izolované z krys tymto spdsobom:

Samce krys SD (200 az 250 g) boli anestetizované intraperitonealne uretanom (100
mg/kg) a pomocou laparotomie stredovou ¢iarou bola bilateralnymi pneumotoraxami vyvolana
kardiorespiraéna zastava. Proximalny spoloény Zzl¢ovod bol kanylovany a distalne okludovany
v mieste vstupu do dvanastnika. Pankreas potom bol retrogradne rozsireny chladnym (4 °C)
roztokom kolagenazy (typ XI, Sigma Chemicals) s koncentraciou 0,42 mg (650 U)/ml. Po rozsi-

reni kolagenazou in situ bola uskuto¢nena totalna pankreatektomia.

Zlazy boli vylihované potas doby 22 min vo vodnom kapeli 37 °C. Vylihované Zl'azy
boli dispergované trituraciou cez sterilni silikdnovanu pipetu. Surova tkanivova suspenzia bola
podrobena prechodu filtrom s vel'kost'ou sita 200 um na odstranenie nevylihovanych kanalikov,
krvnych ciev a lymfatickych uzlin a potom odstred’'ovana s diskontinualnym gradientom dextra-
nu., tvorenym dvoma monovrstvami so $pecifickou hmotnost'ou 1.065, resp. 1,031. Z rozhrania
monovrstvy bola odsaté ostrovéekové tkanivo s menSou hustotou, premyté a d'alej precistené
ruénym vyzbieranim pod disekénym mikroskopom. Touto metodou bolo ziskanych 300 az 400

funkéne a morfologicky neporusenych ostrovéekov na pankreas.

Ostrovéeky boli kultivované in vitro pogas doby 1 diia v Hamovom médiu F-12, doplne-
nom 25 % tel'acieho séra. 15 mM pufru HEPES a 1 % strepfungizénu. Kultivované ostrovceky
boli najprv inkubované pocas doby niekol'kych hodin pri 0 °C s komeréne dostupnou mySou an-
ti-krysou monoklonalnou protilatkou Ia (oznacenou OX-6), dostupnou od SeraLab. v mnozZstve

0.2 mg/ml. OX-6 je imunospecificka proti produktu MHC triedy IL.

Casti ostroviekov. osetrenych OX-6, boli inkubované pri 20 °C poéas doby 2 h v tme s
(I) konjugatom Ra-MigG-BPD s pomerom 6,5 BPD : | Ab, (2) tym istym konjugatom
s pomerom 20 BPD : 1 Ab, (3) konjugitom BPD sirelevantnou protilaitkou GA-7sIgG
s pomerom 6,5 BPD : 1 Ab, (4) BPD samotnym a (5) médiom samotnym. Inkubaéné zmesi po-
tom boli vystavené svetelnej energii 10 J/cm® s vinovou dizkou 400 az 800 nm. OZiarené kultiry

potom boli testované histologicky a na ubytok APC.
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Priklad 3
Charakterizacia darcovského tkaniva

V histologickych $tidiach bolo asi 75 az 100 ostrov&ekov, ktoré boli oSetrené konjuga-
tom 6,5 BPD : 1 Ab, transplantovanych pod tukové puzdro obli¢ky prijemcovskych syngénnych
krys SD a alogénnych krys WF. Ako u syngénnych, tak aj u alogénnych transplantatov poskytli
vietci prijemcovia uspe$né vysledky. Hlavne bola ako u syngénnych, tak aj u alogénnych trans-
plantatov pozorovana kompletna nahrada Stepu lymfocytickym infiltritom a nebolo pozorované

identifikovatel'né endokrinné tkanivo.

V §tadiach ubytku APC boli ostrovéeky primarne imunofarbené protilatkou OX-6. Takto
oSetrené bunky boli podrobené sekundarnemu farbeniu kozim anti-mysim Ig, znaCenym FITC
(Jackson Laboratories) a podrobené fluorescenénej mikroskopii. V preparatoch, ktoré boli o3et-
rené konjugatmi, neboli pozorované identifikovatel'né bunky MHC triedy II. V kontrolnych pre-
paratoch (konjugat s irelevantnou protilatkou, samotny BPD a médium) vSak bola pritomnost’
tychto buniek fluorescenénou mikroskopiou detegovana, pretoze sekundarna protilatka, znaCena

FITC, oznacila APC a emitovala zelena fluorescenciu.

Priklad 4
Prevencia odhojovania koznych aloimplantatov

Na stanovenie zakladnej hodnoty reprezentujicej minimalne odmietnutie bolo na mysiach
BALB/c v sulade so Standardnymi metédami (Billingham a spol., ,, The Technique of Free Skin
Grafting in Mammals®, J. Exp. Biol. 28:385-99 (1951)) uskuto&nenych devit’ syngénnych §tepov
(darca a prijemca su to isté zviera) tymto postupom: Transplantovana koza trupu mysi bola
oholené a depilovana. My$ potom bola anestetizovana intraperitonealnou injekciou zmesi 20 pl
ketaminhydrochloridu, 10 pul xylazinu a 70 pl PBS, naco bola opatrnym vyrezanim ziskana koza

(1 cm x 1 cm) vplnej hrubke sponechanim vhodného 16zka Stepu a tak, aby nedoslo

k poSkodeniu platyzmy.

Autoldgne kozné Stepy potom boli aplikované spét’ na miesto transplantéacie a udrzované

na mieste aplikaciou niekol'kych, asi Styroch kvapiek tkanivového adheziva Vetbond na rozhra-
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nie medzi Stepom a 16zkom Stepu. Step bol stlageny pomocou gazy napustenej vazelinou a spolu
s gazou udrZzovany na mieste pomocou lepiacej pasky Vetrap, ktora ovinutim okolo tela vytvo-

rila obviz.

Miera Gspesnosti pre dlhodobé syngénne §tepy, t.j. vySe 120 dni, bola vyssia ako 90 %.
Odmietnutie Stepu bolo povaZované za Gplné, ked’ doslo k aspori 80% nekroze Stepu. PreZitie

Stepu bolo vyjadrené ako priemer pomocou doby prezitia v diioch + Standardna odchylka.

Ako kontroly boli pomocou rovnakych postupov ako su vy$Sie uvedené, uskutoCnené
tiez alogénne kozné transplantaity medzi mySami C57BL/6 (darcovia, H-2") a BALB/c
(prijemcovia, H-2%), aviak s tou vynimkou, Ze kazdy kozny §tep bol odobraty z darcovskej mysi
a naneseny do 16zka Stepu inej prijemcovskej mysi. Struéne povedané bola koza trupu darcov-
skych my3i oholena a depilovana, naco boli ziskané uplné kozné Stepy (1 cm x 1 cm). Prijemcov-
ské mysi boli oholené a potom anestetizované intraperitonealnou injekciou zmesi 20 pl ketamin-
hydrochloridu, 10 ul xylazinu a 70 ul PBS. Lézko Stepu kazdého prijemcu bolo pripravené opa-
trnym vyrezanim koze trupu (1 cm x 1 cm) tak, aby nedoslo k poSkodeniu platyzmy. Stepy boli
aplikované na miesto alogénneho $§tepu a udrZzované na mieste pouzitim tkanivového adheziva
Vetbond, gazy napustenej vazelinou a obvizu z pasky Vetrap. Stredna doba prezitia bola 11,1

dnia (Standardna odchylka 1,9).

Spdsobom podl'a vynilezu bola vzorka koZe, transplantovana prijemcovi, najprv in vitro
uvedena pocas doby 1 h do styku s roztokom 0,1 pg/ml fotosenzibilizatora BPD. Koza potom
bola suspendovana po&as doby 30 min v roztoku elektrolytu, obsahujicom fetalne bovinné sé-
rum (,FBS*), a vystavena &ervenému svetlu diod emitujacich svetlo (,LED*) (10 J/cm’ pri 690 +
10 nm). Po tomto oSetreni svetlom bola exponovana koza transplantovana vysSie opisanym spo-
sobom prijemcovskej my$i. Pocas doby 8 dni po transplantacii bolo zviera monitorované na od-
mietavu reakciu. Stredna doba prezitia aloimplantatov sa zvysila na 18.5 dia (Standardna od-
chylka 2,1).

Vysledky st pre porovnanie uvedené v tabulke 1.



Tabulka 1
typ Stepu pocet testovanych zvierat stredna doba prezitia
(Standardna odchylka)
syngénny 9 neobmedzena
alogénny 16 11,1 dni (1,9)
alogénny s predbeznym oset-
renim koze darcu 6 18,5 dni (2,1)

Z vysledkov vyplyva, ze imunomodulagny uginok fotodynamického oSetrenia na transplantova-

nové tkanivo mdze viest’ k vyznamne predlZenej dobe prezZitia implantétu.

Experiment bol zopakovany pre porovnanie aloimplantatov uskuto&nenych podla vynale-
zu s obmenami koncentracie (od 0,25 do 1,0 ug/ml) fotosenzibilizatora BPD so $tandardnymi

kontrolnymi aloimplantatmi. Vysledky tychto testov su zhrnuté v tabulke 2.

Tabulka 2

typ Stepu davka fotosenzibilizatora stredna doba prezitia
(pocet testovanych zvierat) a svetla (Standardna odchylka)
kontrolny aloimplantat (10) 0 7,5 dni (0,84)
alogénny s predbeznym 1,0 ug/ml BPD, 10 J/cm® LED 11,0 dni (0,0)
oSetrenim koze darcu (5)

alogénny s predbeznym 0.5 ug/ml BPD. 10 J/cm® LED 14,3 dni (1,5)

osetrenim kozZe darcu (5)

PretoZe sa zda. Ze dvojnasobné zvySenie mnoZstva fotosenzibilizatora samo o sebe vyznamne
neprediZilo dobu preZitia implantatu, bolo postulované, ze imunomodulaéné ucinky fotodyna-
mického oSetrenia transplantovaného tkaniva moZzu zavisiet' od selektivnych G¢inkov na bunkovi

populaciu v koZi a nemusia byt’ nutne désledkom cytotoxického ucinku fotodynamickej terapie.
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Priklad 5
Histologické vySetrenie koZe urenej na transplantaciu

Na vysetrenie uéinku oSetrenia koznych Stepov fotodynamickou terapiou za podmienok,
ktéré ved: k predizeniu doby preZitia, boli vy3Sie opisanym spdsobom ziskané a oSetrené vzorky
koZe s vynimkou iného rozmedzia koncentréacie fotosenzibilizatora, tj. 0,25 alebo 0,50 ug/ml
BPD. Niektoré tkaniva boli inkubované v roztoku elektrolytu samotného bez pritomnosti foto-
senzibilizatora ako kontrolné vzorky. Vietky tkanivové vzorky boli inkubované pocas doby 24 h,
naco bol reprezentativny pocet vystaveny svetlu. V pripade svetelnej expozicie bolo pouZité Cer-

vené svetlo s hodnotou energie 10 J/cm?.

Vsetky vzorky potom boli umiestené do formalinu a podrobené histologickému vySetre-
niu. Tkaniva inkubované v samotnom elektrolytovom roztoku (kontrolné vzorky) alebo
v roztoku 0,50 pg/ml BPD bez expozicie svetlom sa javili normalne. Vzorky oSetrené bud’ 0,25
alebo 0,50 ug/ml BPD s naslednym o3etrenim Eervenym svetlom vykazovali tieto zmeny: rozsi-
renie jadra, perinuklearnu vakuolaciu, pokles eozinofilie epitelidlnych buniek, zvySenie objemu
cytoplazmy a zva¢3enie medzibunkovych priestorov medzi keratinocytmi na povrchu epitelu. Na
zaklade tychto histologickych nalezov bolo postulované, Ze fotodynamické oSetrenie podl'a vy-
nalezu viedlo skor nez k usmrteniu buniek k ur&itému stupfiu ich poskodenia. Mechanizmus

tohto neoakavaného necytotoxického posobenia nie je znamy.

Odbornikovi je zrejmé. Ze opisany vynalez je mozné obmieiiat’ a modifikovat’ bez prekro-

&enia jeho rozsahu vyjadreného patentovymi narokmi.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie fotosenzibilizaéného prostriedku na pripravu lietiva na obmedzovanie odhojovania
aloimplantitov zahrnujucich darcovské tkanivo, obsahujiuce bunky vykazujice antigény
(APC), pricom uvedené obmedzovanie odhojovania aloimplantatov spociva v tom, ze

a) darcovské tkanivo sa uvedie do styku s fotosenzibilizaénym prostriedkom na
ziskanie modifikovaného darcovského tkaniva,

b) modifikované darcovské tkanivo sa vystavi svetlu s vinovou dizkou absorbo-
vanou uvedenym fotosenzibilizanym prostriedkom pocas doby dostatoénej na zbavenie
darcovského tkaniva buniek APC a

c) darcovské tkanivo zbavené buniek APC sa transplantuje do tkaniva prijemcu.

2. Pouzitie podl'a naroku 1, vyznadujice sa tym, ze darcovskym tkanivom je kozné tkanivo a-

lebo pankreatické ostrovceky.

3. Pouzitie podl'a naroku 1, vyznadujice sa tym, Ze fotosenzibilizatnym prostriedkom je BPD.

4. Pouzitie podl'a naroku 1, vyznadujuce sa tym, Ze aspoii niektoré vinové dizky uvedeného

svetla si vo viditel'nej Easti elektromagnetického spektra.

S. Pouzitie podl'a naroku 1, vyznacujice sa tym, Ze fotosenzibilizatny prostriedok je vo forme

roztoku s rozmedzim koncentracie 0,25 az 1,0 pg/ml.

6. Pouzitie podl'a naroku 1, vyznadujice sa tym, Ze polas stupfia b) je modifikované darcovské

tkanivo suspendované v roztoku elektrolytu.
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. Pouzitie podl'a naroku 1, vyznatujiice sa tym, 7e davka svetla poZas stupfia b) je asi 10

J/em?.

. Pouzitie podl'a naroku 1, vyznaéujiice sa tym, Ze fotosenzibilizaény prostriedok je vo forme

konjugatu zahrnujiceho cielovo Specificki zlozku.

. Pouzitie podl'a naroku 8, vyznaéujiice sa tym, Ze cielovo Specificky prostriedok zahrnuje Ci-

nidlo, ktoré sa §pecificky viaze na APC.

Pouzitie podl'a naroku 8, vyznadujice sa tym, Ze cielovo $pecifickym Cinidlom je protilat-

ka, jej fragment alebo receptorovy ligand pre receptor na povrchu buniek APC.

Pouzitie podl'a naroku 8, vyznacujiice sa tym, Ze cielovo Specificky prostriedok zahrnuje

&inidlo, ktoré sa viaZe na znacku, ktora sa potom $pecificky viaze na bunky APC.

Darcovské tkanivo so znizenou nachylnostou k odhojovaniu aloimplantatov, pripravené s

pouzitim lieCiva podl'a naroku 1.

Kompozicia, vyznadujiica sa tym, Ze zahrnuje darcovské tkanivo obsahujice bunky vyka-

zujuce antigén (APC) v zmesi s fotosenzibilizatnym prostriedkom.
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