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Inhibice odhojovdnt alotransplantata a
souhlasngch xenotransplantata

Cyklosporin A nebo jind sloudenina, majfct
aktivilu podobnou eyklosporinu A a faktor jedo
kobry nebo jiny inhibitor komplementu, mohou

byt spolednd pouzity k podpore pFe2iti alotrans-
plantdtn nebo souhlasnych xenotransplant4aty a
zabrdnéni odhojeni takovych transplantata.




v Wil VBETECKA

advokét P GPP -9 >

$16 04 PHAMA |, £ &b

o ”T—tu-‘r""““;
“nhibice odhojovéni alotransplengégﬁge,soungasnych xeno- §
transplantétd el e %
) orsl @ oo F
Oblast techniky ~N e '@
= »-< o J

Vynédlez se tykd farmaceutickych pripravkd, vhodnych pro
o8etfovéni chronického odhojovéni alotransplantétd a odho-
Jovéni souhlaSnydh:xénotransplantétﬁ.'Vynélez se rovn&Z ty- -
ké napoméhéni preZiti nebo prevence ztréty'tranéplantétu
u hostitele.

Dosavadni stav techniky

Alotransplantace Jje transplantace tkéni mezi dvéma
¢leny stejného druhu. Xenotransplantace, kteréd je transplan-
taci tkéni mezi dvéma rlznymi druhy, byla podle biologickych
kriterii rozdélena na dv& podskupiny (Calne, Transplant.
Proc. II 550-556 (1970)). Tyto dv& podskupiny Jjsou shodné
xenotransplantéty a neshodné xenotransplantéty. Rozdil mezi
t&mito dvéma skupinami je v tom, Ze vaskulapizovany orgé-
novy transplantdt, transplantovany mezi nesouhlasnymi dru-
hy Jje hypereakutné odmitnut, to Jjest v nékolika minutéch
.. nebo hodinéch po’revaskularizaci. Mezi souhlasnymi druhy
nemé hyperakutni’rejeKCe xénotransplaniétﬁ miStb._Trans—’
plantdty nicmén® budou rejektovény a &asto zrychlenym zpi-
sobem, ale v rozmezi n&kolika dnl a ne hodin nebo minut.

Obecné se pfedpoklédé‘ 7e adkoliv formélné evidentni
pro tuto situaci Jje ztréta, Ze mezi nesouhlasnymi rody Jje
hyperakutni rejekce vysledkem plsobeni prirodnich proti-
l14tek va&i druhtm dérce. Souhlasné transplantéty prezivaji
na jedné stran& o n¥&co kratdi dobu, jestliZe takové protilét-
ky schopné jejich destrukce nejsou pfitomny. V literatufe
- je mnoho p?ikladd pro doloZeni takovych rozdilﬁ._snad nej-
elégantnéjéi jsou piriklady od Hammera (v "ZXenograft 25"
(Mark A.Hardy, vyd. Elsevier, Amsterodam 1989)). %a pou¥iti




vZdy psa jako prijemce Hammer uvéddi, Ze doby pbeiitl led-
vinovych transplantdtd jsou nésledujici:

pes - pes 11,4 dny
dingo - pes 11,5 dnt
vlk - pes o 19,4 dny
li%ka - pes . 6,5 dne

lev - pes - 10~24 hodin
tigr - pes 10-24 hodin
kotka - pes - 10 -24 hodin
vepr - pes 10-30 minut

Poslednf &ty¥i interakce jsou na b&zi nesouhlasnych
xenotransplantétd, zatimco prvni ¢tyri xenotransplantéty
Jsou souhlasné. Hammer hodnotil tyto rozdily mezi neshod-
nymi a shodnymi transplantdty p¥itomnosti nebo nepritom-
nosti kriZovych druhd& hemaglutinadnich protilédatek.

Z akademického hlediska jsou obtiZe s vytvorenim defi-
nice vztah® souhlasnych a nesouhlasnych druh8. Z praktic-
kého hlediska pro udely predloZeného vyndlezu Jjsou dva
rozdilné druhy hodnoceny Jako souhlasné,. Jestllze neni
%4dné hyperakutni reaekce xenotransplantétu z Jjednoho do
druhého. Pro ucelq predloZeného vyndlezu jsou druhy hodno-
ceny souhlasné i kdyZ by normdéln& mohlo dojit k hyperakut-
ni rejekci, nicmén& mohou byt podrobeny urditému postupu,
napr. genetické manipulaci, tak¥e se zabrani hyperakutni-
mu odmitnuti. International Patant Application PCT/GB90/01575%
napr. uvddi ve specifickém provedeni zviteci ddrchk xeno-
transplantdtd, kteri byli transgenn® modifikovéni k expre-
si spodnich reguldtors recipientova komplementu (jako je
rozkhd urychlujici faktor (DAF) nebo mexbrénovy kofaktoro-
vy protein (LCP)). Orgzény ol zviteciho ddrce ne jsou hyper-
akutné vypuéeny, kdyZz jsou transplantovény zvi¥eti, kteréd
by normé&lné& bvlo oznadeno jako nesouhlasny druh. ‘ro ude-
ly tohoto vyndlezu takovi transgenni dérci mohou byt hodno-




ceni jako souhlasni vzhledem k zany$lenym cilovym druhlm.

Priklady druh&, majicich souhlasny vztah jak je defi-
novéno vyse, zahrnuji pypy zajic-krélik, kredek-krysa a ne-
félovééi”priméteélovék,.zahrnujicijnapfiklad typy pavién- -
&lov&k, Simpanz-E¢lovek a makak-8lovik.

" Podporeni preziti transplantdtu bylo dosaZeno v ob-
lasti xenotransplantét® (nesouhlasnych a souhlasnych) a alo-
transplantétd. Prvni podnéty byly provedeny pro podporu
preziti nesouhlasnych xenotransplantétd, Adacki & spol.
(Transplant.Proc. XIX (1) 1149-1152 (1987)) studovali pre-
$it{ nesouhlasnych srdeé&nich xenotransplentdtd u krys. 2
potencidlnich promotord preziti byly studovény cyklospo-
rin A, aspirin a faktor jedu kobry. Déle byla studovéna
kombinace cyklosporinu A a faktoru jedu kobry. Adachi @&
spol. uvéddji "v nadi studii nebyl podstatny rozdil v pré- -
mérné dobd pheziti mezi skupinou o8etrenou cyklosporinem A
a faktorem jedu kobry a skupinou odet¥enou samotnym fakto-
rem jedu kobry". Prémérné doba preZité byla mezi 40 a 50
hodinemi. Kemp & spol. (Trasplant. Proc. XIX (6) 4471-4474
(1987) také studovali rtzné potencidlni promotory preziti
nesouhlasnych xenotransplantdtd u kolek. Mo¥né promotory pre-
¥iti zahrnuji captopril, enalapril, nifedipine, prostacyk-
1in, chromoglykét sodny, xombinaci azathioprine/kortiko-
steroid, cyklosporin A a faktor jedu kobry. Hyperakutnimu
vypuzeni nebylo zabrén&no jekxymkoliv z uvedenych 1é&iv s
vyjimkou faktoru jecu kobry, xtery podle autord "m&l pre-
kvapujici ulinek s prodlouZenim preziti transplantétu aZ
do 7 dnd". '

Vypuzeni souhlaénych xenotfansplantétﬁvbylo studovéno
Hardym a spol. (Transplentation 33 (3) 237 - 242 (1582}),
kteri zlkouSeli vliv selektivniho lymfoidniho ozarovéni (SLI)
palladium—lO9—hematoporfyrinem v kombinaci s antilymfoid-
nim globulinem, terapii, které je primérné vedena vi&i vypu-
zeni . pisobenému T-bunkami. Primérné doba preziti byla v




tomto pripadé 12,5 dne ve srovnini S neoSetrenou kontrolou,
kterd preZivala prim&rné 2,9 dne. Homan a spol. (Trans-
Plantation 31 (3) 164-166 (1981)) studovali vliv cyklospo-
rinu A na zlep3eni preZitl souhlesnych xenotransplantdti.
NeJlep81 prezitdi iransplantétu bylo .21 dni ve srovnéni se
2 dny pro neosetrenou kontrolu. Monden a spol. (Transplan—'
tation 43 (5) 745- 746 (1987)) studovali jaterni xenotrans-
plantsdty kreéek ~krysa a zjistili, Ze cyklosporin A nemé
vyznamny vliv na zlep3eni preZiti transplantétu ve srovnd-
nis neoletrenymi kontrolami. Valdevere a spol. (Transplant.
Proc. XIX (1) 1158-1159 (1987) také studovali Jaterni
xenotransplantdty kifedek-krysa a nalezli vyznamné zlepde-
ni v dob& preZiti ve srovnédni s kontrolami, kdy% byl cyk-
losporin podén spolednd se splenektomii, preZiti bylo zlep-
Seno ¥ priméru 3,6 dnd na primér 17,6 dnt. Knechtle a spol.
(Transplant. Proc. XIX (1) 1137-1139 (1987)) podobn& jako
skupina riardyho a spol. uvedensd vyde, studovali vliv celko-
vého lymfoidniho ozafovéni (TLI), ale soudasn® s terapii
cyklosporinem A, na zlepSeni preZziti souhlasnych xenotrans-
pPlantéatd. Uvedéji, Ze u srdeénich xenotransplantétd kedek-

krysa, cyklosporin A-ve vysokych dévkéch vyrazne prodluéu—'-

Je pre21vén1, ale pouze nahodily prijemce m&l dlouhodobou
funkeil transplantétu. TLI v kombinaci s cyklosporinem A
déle vyrazn& podporuje pre¥iti transplantdtu.

Bé€Znou terapii v&&i vysuzeni alotransplandtu je pouZi-
ti cyklosporinu A bud samotného nebo v kombinaci se ste-
roidy nebo azathioprinem n-bo ob&ma t&mito ldtkami. Podle
nékterych ndzort, kombinace trojité terapie nepredstavuje
zlep3eni terapie, pouZivajici samotny cyklosporin A. Tyto
terapie Jjsou udinné p¥i prevenci a zvratu akutniho vypuzeni
transplantétu a pravdépodobnd zpomaluji néstup chemického
vypuzeni transplantétu, ale jevi se, Ze maji maly nebo
Z2édny vliv na zvrat chrdnického vypuzovadni po nastupu.

<




Podstata vyndlezu

Ptedlofeny vynélez se sna%i podporovat zlepSeni prezi-
t1 nebo zabrénit vypuzeni souhlasnych xenotransplantétd a/
nebo alotransplantétﬁ.,Vyné%QZ'je zaloZen na_skuteénoSti,v
- Ze pfeéiti SOuhlashych xenotransplantétd a také preziti
alotransplentdtd, miZe byt viraznd zvySeno oSetrenim kom-
binaci cyklosporinu A a faktoru jedu kobry, nebo kombina-
cemi sloudenin, majicich stejny model plisobeni.

V souladu s prvnim aspektem predloZeného vyndlezu Je
poskytnout farmaceuticky pfipravek, obsshujici inhibitor
komplementu a imunosupresant s udinnosti podobnou cyklospo-
rinu A.

Farmaceutické pripravky podle vynélezu maji alespon
dv& slozky. Prvni slozkou Jje inhibitor komplementu.Inhi-
bitor komplementu miZe bud brénit aktivaci komplementu nebo

jeho odstrandni nebo vypudténi, nebo jedné nebo vice Jjeho

sloZek. Vyhodn& inhibitor komplementu.bude inhibovat Jjak
“klasické tak'altérnativni zpﬁSoBy aktivace komplementu. Je

proto vyhOdné, %e inhibitor komplementu p8sobi blokovéni
cestou C3, bud inhibici nebo odstranénim nebo vypusténim.

Je tPeba si uvddomit, %e protildtky (napi. monoklondlni
protilétky) va&i C3 mohou byt pourity jako inhibitor kom-
plementu v predloZeném vynélezu. Dalsi vhodné inhibitory kom-

plementu zahrnuji rozpustny rozklad aktivujici faktor (DAF)
a rozpustny membrénovy kofaktorovy protein (MCP). Jednim

z nejpreferovandj$ich inhibitord komplementu je faktor Jjedu
kobry.

Hadi jedy Jjsou v&tsinou komplexy zivotidnych sekretd,
obsahujici obrovsky polet sloZek s rozdilnymi farmakologic-
kymi a biochemickymi aktivitemi. “Fitomnost sloZek v jedech,
pisobicich na komplement je znéma vice neZ sto let. Plsobe-




nil jedu kobry (Naja naja kaouthia) na serovy komplement
bylo detailné studovéro. Aktivnim faktorem Jje glykopropein
s molekulovou hmotnosti 144 kDa, ktery se spojuje s fak-
torem B sera za pritomnosti iont8 ho¥&iku. Faktor B Jje
pak Steépen na dvé komponenty proteolytickym ptisobenim fak-
toru D seza, oznadenych ©5b a Ba. fomplex CoF-Bb, kde
CoF predstavuje faktor jedu kobry, je vysoce aktivnig C3
a C5- Stépici enzym nebo kovertdza. Nicmén& na rozdil od
normélnich C3- a C5 konvertdz je CoF-Bb rezistentni k
normélnim systémim regulace komplementu. Jeho plsobeni
pokraduje, dokud nebyl v8echen C3 preveden, coZ W¥inné& vy-
¢erpé individuélni ektivitu komplementu. Stépeni C5 uvol-
nuje C5a, kterd pisobi anafyloidn&; ne v8echny faktory
Jjedu kobry Naja vykazujl C5 konvertézovou aktivitu, ale
toto neni pro ulely vyndlezu d8lezité. Inhibice komplementu
neni omezena na Jjedy rodu Naja. Eggertsen a spol. (Toxicon
18 87-96 (1980)) studovali jedy z hadd z rodd Elapidae,
Viperidae a Crotalidae. Ze 2§ jedl, které byly studovény,
m&lo 22 schopnost inhibovat normélni lidsky komplement.
Analyza struktury faktoru jedu kobry potvrque, ze Je
A ekavalentn1 kobra C3 nebo  jeho ddstelnd. degradovanemu pro-v-
duktu.
_ ne

Faktor jedu kobry a faktory jinych hadich jedd se/budou
obecné podle predloZeného vyndlezu poddvat ve své nativni
form&, protoZe jsou z¥ejmé problémy s toxicitou. JelikoZ
chybi jind opatfeni pfi potladovéni problémd s toxicitou,
Je obecn& pot¥ebné &istit alespon &sdstednd aktivni faktor
ze surového jedu.Neni nutné u faktoru jedu kobry nebo ji-
ného hadiho Jjedu, aby byl &is3t&n do homogenity podle pred-~
loZeného vyndlezu, ale dochézi k problémém v regulac’,
jestlize je zamy$leno predepsédni uziti v podstaté Cisténé-
ho faktoru. faktor jedu kobry jako semi-¢idtény pripravek,
miZe byt ziskén od dodavateld chemik4lii jako je Sigma
(Sigma Chemicals Limited, Poole, Dorset), kte’i také dodé-
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vaji surovy jed kobry pro daldi &isténi. Pyiklad p¥ipravy
faktoru jedu kobry ze surového jedu kobry je uveden v prik-
ladech.

“Je treba zvéiit, Ze déle pri pouiiti faktoru’pfirod—v
niho jedu kobry a faktortd jingych hadich jedl, mohou byt
pou’ity v tomto vynélezu analogy takovych faktord(obsahu-
jici aktivni fragmenty), Jjako jsou syntetické faktory, zahr-
nujici faktory p¥ipravené technologii rekombinantni DNA.
Charakteristikou CoF, ktera jej &¢ini vhodnym pro pouZiti
v predloZeném vyndlezu je Jcho schopnost tvorit stabilni
komplex s faktorem Bb, ktery Jje rezistentni k béZinému me-
chanismu vypuzeni, Jiné molekuly majici tuto vlastnost
jsou také vyhodné pro pouziti podle vynédlezu.

Druhou sloZkou farmaceutického piripravku v souladu s
pPedloZzenym vynélezem, je imunosupresant s aktivitou podob-
nou cyklosporinu A. Takové sloudeniny jsou odborniktm zné-
mé a zahrnuji jiné cyklosporiny neZz cyklosporin A jako je
cyklosporin C a cyklosporin G. Eikosanoidy také maji akti-
vitu podobnou cyklosporinu A a zahrnuji PG12 (prostacyklin),
PGE,, PGD, , rapamycin a FK 506 (Fujisawa). Sloufenina FK
506 je sloudenina, kterd je v piedloZeném vynélezu prefero-
véna, ale nejvyhodné&jdi je samotny cyklosporin A, Cyklo-
sporin A je dostupny od firmy Sandoz pod znatkou SANDIMUN,

Zv183té vyhodné provedeni predloZeného vyndlezu se
tykxé farmaceutického pripravku, ktery obsahuje faktor jedu
kobry a cyklosporin A, 4vé ne jvyhodngjsi vyse uvedené slou-
deniny.

Predpokladéa se, s v souladu s vynédlezem mohou byt
ve farmaceutickych pripravcich pritomny daldi sloZky. Bu-
dou obvykle pridévény prisady a pritomnost daldich aktiv=-
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nich sloZek neni vyloudena. Ki%e byt pritomno vice ne% jed-
na aktivni slozka z ka®dé kategorie.

Aktivni slo?ky nutn® nemusi byt poddny spolu v jed-
_nom pripravku. fodle druhého aspektu predloieného vynélezu -
Jje poskytnut piodukt, obSahu31c1 inhibitor komplementu a
imunosupresant s aktivitou podobnou cyklosporinu A pro
pouziti jako kombinovany p#ipravek pro soucasné, odd&lené
nebo postupné pouZiti p¥i podpore preziti alotransplantétu
nebo souhlasného xenotransplantdtu nebo ochrané pred vypu-
zeninm,

V souladu s tFetim apektem Je podle vynélezu poskytnut
kit, obsahujici farmaceutic} ky pripravek imunosupresantu s ak-
tivitou podobnou cyklosporinu A.

Cyklosporin A a dalsid imunosupresanty s aktivitou po-
dobnou cyklosporinu A budou obvykxle podédvény v praktickém
provedeni vyndlezu parenterdlné. V takovych piripadech musi
byt pripravek, obsahujici 1munosupresant sterllnl. chmene_
"samotny cyklosporin A a nékteré dalsi imunosupresanty mo-
hou byt podédny oréln&, v takovénm pripadé neni sterilita
podstatnéd. Cyklosporin A sagotny je jen nepatrné rozpustny
ve vodé a pro praktickéiudely je vyhodné JjeJ rozpustit v
oleji, Jjako v oleji rostlinném. £rijatelny je v praxi ole]
olivivy. Disoluce v oleji je nezbytné, kdyz se Jjedné o
imunosupresant, ktery neni.rozpustny ve vodé a obecné miZe
byt imunosupresant rozpuitdn v jakémkoliv fyziologicky pri-
Jatelném nosidi. V ndkterych pripadech ani neuni disoluce
nutné. Koncentrace, ve které se pripravi imunosupresant, bu-
de samozle jmé zéviset na charakteru samotného imunosupre-
santu a zamyslené dédvce, kterd se obecnd bude »idit névodem
lékare. Cbecn& bylo zjidt&no, Ze Jje vhodné piipravit pri-
pravky o koncentraci cyklosporinu od 1 do 100 mg/ml, na-
priklad od 1 do 10 mg/ml, typicky asi 5 mg/ml pro parente-
rélni ﬁéelq nebo 25 aZz 100 mg/ml, nap¥iklad od 50 do 100 mg/ml,




typicky asi 100 mg/ml pro orélni podéni.

inhibitory komplementu jeko je faktor jedu kobry se
obecnd podévaji parenterélne a pro tento Udel by mély byt
sterilni. “amotny faktor Jedu kobry- mize byt formulovén ve
fosfétem fufrovaném salinickém roztoku (bez azidu) nebo
v jakémkoliv vhodném rozpoust&dle nebo nosiéi. Koncentrace
inhibitoru komplementu ve farmaceutickém pripravku bude
opét zéviset na konelné zamy$lené dévce, kterd by méla
byt pod kontrolou lékaie. Pripravek faktoru jedu kobry v DS
nt%e mit koncentraci v rozmezi od 0,05 mg/ml aZ do meze
rozpustnosti, kterd zdvisi na jeho ¥istotd, V proxi lze
uzit kompozic o koncentraci aZ do 5 mg/ml, nep¥. od 0,1
do 2 mg/ml, naptiklad asi 0,5 mg/ml.

Proto%e cyklosporin A Je prakticky ve vodném mediu
nerozpustny, zatimco faktor jedu kobry je, mély by obecn&
tyto dvé preferované aktivni slozky byt formulovény oddé-
len¥& a podény oddé€leneg. Tato skutednost neni zdsadni, nic-

méns Je mo¥né formulovat. vhodnou emulzi:dvou aktivnich
sloZek @ r&zné kombinace sktivnich sloZek mohou byt roz-'
pudtény v bé&Zném rozpoudt&dle nebo alespon suspendovény
v b&%ném nosidi.

Pokud se jedné o parenterélni injekce, je vyhodnym
mistem pro injekei sval, protoze depotni udinek vzniké z
intramuskuldrni injekce. Intravenozni injekce nicméné mize
byt za nékterych okolnosti vhodné a subkuténni injekce
mi%e mit ndkteré, i kdyZ ne v3echny vyhody injekce intra-
muskuldrni. Intraperitonedlni injekce by mohla byt pouzi-
ta podle okolnosti.

Podle &tvrtého aspektu predloZeného vynédlezu je poskyt-
nuto pou#iti inhibitoru komplementu a imunosupresantu s
aktivitou podobnou cyklosporinu A. V pripravku ¢inidla pro
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podporu preZiti alotransplantdtu nebo souhlasného xeno-
transplantétu nebo zgbranu pred vypuzenim. froto m& vyné-
lez uZiti ve zplsobu podpory preziti alotransplantédtu

nebo souhlasného b'ds notransplantétu, nebo zébrané pred vypu-
‘zenim u hostltele, zplsob zahrnuje podanl inhibitoru kom-
plementu a imunosupresantu s aktivitou podobnou cyklospo-
rinu A p¥ijemci transplantdtu nebo zamySlenému piijemei
transplantétu.

MtZe byt vyhodné za riznych okolnosti podat pred usku-
te€nénim transplantace nékteré nebo vZechny aktivni slozky
podle vyndlezu. Je také treba poznamenat, %e hlavni vyhodou
predloZeného vynédlezu. je, Ze kombinace aktivnich sloZek
by mé&la byt vhodné pro prevenci chronického vypuzeni nebo
vznik chronického vypuzeni (tj. zébranu p¥ed vypuzenim) po
Jeho néstupu; k tomu obvykle dochdzi mnoho let po trans-
plantaci.

U prijemect alotransplantédtu, trpicich chronickym vypu-

. zovénim transplantétu, nebo rizikem chronického vypuzovéni

‘transplantétu je moZno dosahnou 1munosuprese cyklosporl-’
nem A nebo Jjinym imunosupresantem, majicim aktivitu podob-
nou cyklosporinu A. Pro d&ely tohoto vyndlezu s cilem 1lé-
it nebo zabranovat chronickému vypuzeni transplantétu u
takovych pacientl je nutné pouze pridat terapii inhibitorem
komplementu. V souladu s pétym aspektem vyndlezu je poskyt-
nuto pouziti inhibitoru komplementu'pfi priprevé &inidla
pro podporu preziti alotrénsplantétu nebo souhlasného xeno=
transplantétu, nebo zabrénéni vypuzeni transplantdtu pri-
Jemcem, ktery Jje oSetfen imunosupresantem s aktivitou po-
dobnou cyklosporinu A, Vynél=z je tak moZno pouzit »ii
zplisobu podpory preziti alotransplantétu nebo souhlasného
xenotransplantédtu a/nebo zabrénéni vypuzeni transplantétu

u hostitele. ZpUsob zahrnuje poddni prijemci transplantétu
nebo zamy8lenému prijemci transplantdtu, ktery je oSetfen
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imunosupresantem s aktivitou podobnou cyklosporinu 4, in-
hibitoru komplementu.

fmunosupresant s aktivitou podobnou cyklosporinu A

- mb%e byt podén Vv jakékoliv vhodné U¢inné, ale netoxické
hladind, s prihlédnutim k oSetfovanym druhtm a orgénu, kte- -
ry bude transplantovén. “orni hrenice tolerance cyklospo-
rinu A u &lovéka je déna jeho nefrotoxicitou a stérim pri-
jemce. 20 mg/kg na den mt¥e byt bezpedné horni hranice pro
odet¥eni 1idi v mnoha pripadech, adkoliv jiné druhy mohou
mit vy831 tolerance. Cyklosporin A je Uéinny v niZ8ich
ddvkéch a tak nejnizsi mno¥stvi, které miZe byt podéno
bude. jednodusde nejnéééi mno#stvi, které déva Wéinnou odez-
vu. Mino¥stvi 1 nebo 2 mg/kg na den byly v ndkterych pti-

padech shledény G¢innymi. Obecnd miZe byt podévéno mezi

5 g 10 mg/kg na den. JestliZe je podéni parenterdlni, miZe
byt cyklosporin A podévén ob den, Vv takovém pripadé, v tako-
vém pripad® by dévka byla dvojité. Pro vyhodnou orélni ces-—
tu denni dévka nicmén¥ bude Pizena podle piijemce, vyhod-
néji mbZe byt cyklosporin A poddvén dvakrét nebo tastéji

' za den pro ziskéni celkové denni dévky 5 aZ 10 mg/kg. Jiné
imunosupresanty s aktivitou podobnou cyklosporinu A budou
poddvény v ulinnych, ale netoxickych dévkéch, jak stanovi
lékal.

inhibitor komplementu, jako je faktor jedu kobry bude
podévén v takovém mno¥stvi, které udinné inhibuje aktivi-
tu komplementu, Jjak se stanovi hemolysou50 (CH50) komple-
mentu. Bezpe&né horni hranice po podéni faktoru jedu kobry
nebyla stanovena, ale dévka 2 mg/kg se nejevi byt toxickaé.
inimdlni ddvka faktoru jedu kobry je zévislé na druhu a -
mi%e byt snadno stanovena CH50 zkouskou. Denni dévky mezi
0,01 a Y,1 nebo 0,2 mg/kg byly zjistény jako y¢inné pro fak-
tor jedu kobry. U&inné a netoxické dévky Jjinych inhibitort
komplementu mohou byt také snadno stanoveny odborniky, na-
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p¥iklad pouzitim CHSO zkoudky .

Faktor jedu kobry plsobi asi 6 hodin po podétku akti-
vity po intramuskulérnim podéni..dakmile je pozorovéna po-
&6tedni aktivita, mG¥e trvat vice ne# jeden den, nap¥iklad
2 dny a tak nemusi byt nezbytné denni podédvéni faktoru jedu
kobry. Je vyhodné podévat faktor jedu kobry ob den, v tako-
vém pripad€ vyhodné denni dévky uvedené vy8e budou v den
podéni zdvojeny. V praxi bylo zjisSté&no, Ze zvla3t& vyhod-
ny re?im zahrnuje podéni 0,4 mg/kg intramuskuldérné& ob den.

Cyklosporin A nebo Jiné imunosupresanty mohou byt
podévény kontinudlné&. faktor jedu kobry nebo jiny inhibitor
komplementu obecné nebude podévén kontinuddné, ale miZe
byt prolongovédn; i kdyZ to neni pro praktické provedeni
podstatné, krdtkodobou terapii mohou byt v8echng, kde Je
nutné ofet¥eni p¥ed nebo zabrénéni vypuzeni, souhlasnych
xenotransplantdtd.

. Vyhodné rysy druhého az patého aspektu vynélezu jéou<
jako u prvniho apektu, mutatis mutandis.

Vynédlez bude nyni ilustrovén nésledujicimi priklady
a pPipravami. P¥iklady souviseji s pPipojenymi obrézky, kte-
ré predstavuji: :
Obr.! - je graf pre?iti xenotransplanédtl k¥ellirho srdce
u krysy, procenta preziti Jjsou vynesenéwﬁroti dnlm
po transplantaci a
obr.2 - je graf pPeziti xenotransplantétu kieléiho srdce
u krys o3etPenych cyklofosfamidem; graf jinak

odpovidé obr.i.
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P¥1klady provedeni vyndlezu

Priprava
‘ Tato pPriprava uvédi protokol pro pfipravu faktoru
jedu kobry ze surového jedu kobry. o ‘

1 g jedu Naja naja xaouthia (Sigma, produkt &. V-9125,
Lots &. 116F-0398 a 58F-0565) byl rozpudtén v 60 ml odply-
n&ného fosfétového pufru (0,01M) pii pH 7,5 2 naderpén
na 90 em x 26 mm (vnit¥ni prémé&r) kolonu DEAE celulozg
(DES52, Whatman) @& ekvilibrované stejnym pufrem. Kolona pak
byla eluovéna 43,0 ml za hodinu s vychozim pufrem dokud
Asgg absorbance eluentu se nevrdti na 0. Linedrni 3 1it-
ry: 3 litrim gradient vychoziho pufru a limitniho pufru
(0,01M fosfét sodny, PH 7,5, obsahujici 0,5M chloridu
sodného) pak byl &erpén rychlosti 40,0 ml za hodinu @& by~-
1y odebirény frakce 7,0 ml. Frakece byly testovény na anti~-
komplementaritu a pozitivni frakce byly spojeny & zahud—
té&ny na CX-10 ultrafiltrech.

 Cely pool faktoru jedu kobry byl %erpén na 90 cm X
56 mm (vnit¥ni primér) kolonu Sephadexu G200 (jemny) (FPhar-
macia GB Limited, londyn), ekvilibrovany PBS (bez azidu)
a eluovén PBS rychlosti 36 ml za hodinu. 6 ml frakce byly
shromé?dény a zkoudeny na antikomplementérni aktivitu. Frak-
ce faktoru jedu kobry (tj. aktivni frakce) byly spojeny,
2v148t& na sestupné vétvi piku, zahustény na CX-10 ultra-
filtrech, rozdé&leny do (4sti a tyto byly zmrazeny na -20 °c
a pPripraveny pro pouziti.

- Antikomplementdrni akiivita faktoru jedu kobry uvede-
_ nd vySe miZe byt méPena nésledujicim zplsobem. 20 /ul
frakce se inkubuji se 20 /ul Yerstvéno lidského sera 20
minut pri 37 O¢. Do jemek testovaci destilky se pridaji
5 /ul podily. DesticCka je vyrobena z:
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ml 2% vodné agarozy,
ml dvakrst zesilenédho PRBS obsahujiciho 20 mid EDTA,
nl 10% promytych erythrocytd mordete a

>
47
0
0

-

~
Vv Ogr o

ml Cerstvého normélniho 1idského sera.

Desti&ka pak byla inkubovéna pres noc pri +4 °g, Tozi-
tivni se projevuji jasnymi zonami lyzi po inkubaci.

Priklad 1 (Srovnévaci priklad)

V tomto prikladu Jsou krysy krysami DA od Banting a
Kingdom & k¥redci Jsou syr3ti kedeci tako od Banting a
Singdom. *etodou podle Herona (Acta Pathol. WMicrobiol.
Scand. 79 366~372(1971)) byla srdce kiedkd transplantovéna
do krkd krys. Aorta byla pfipojena ke karotids za pouziti
techniky popsané Heronem. Yodobns pulmonérni arterie byla
pPripojena k juguldrni véns. VSechny dal3i srdednt cévy byly
podvézény. Srdce zalala bit ndkolik minut po odstranéni
svorek. K&Ze byla nagd implantovanym srdcem uzavrena a srd-
ce bylo denn& sledovéno externdlini palpaci,

Hodnoty preZiti srdednich transplantétﬁvjsou'UVedeny'
na obr. 1 a jsou predstavovény k¥ivkou 1. Je z¥etelné, Ze
primérné doba preiti transplantétd byla 3 dny.

Prikled 2 (Srovndvaci piiklad)

Opakuje se postup z prikladu 1 s +im rozdilem, Z%e byl
podén cyklosporin A v dédvece 20 ng/kg obden. Yyklosporin A
byl podén jako piipravek 20 mg/ml v olivovém oleji a byl
injikovén intramuskulérn&, prvni dévka byla podéna v dob&
transplantace. Injekce pak byly poddvény obden. Hodnoty pre~
Ziti transplantdtu Jsou opét uvedeny na obr. 2: kPtivka 2.
predstavuje vysledky z tohoto prikladu. StFedni hodnota pie-~
ziti je 3 dny.
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#{klad 3 (Srovnévaci priklad)

Opakuje se postup z prikladu 1 s tim rozdilem, Ze byl
obden podévén faktor jedu kobry v dgvce 0,4 mg/kg. Faktor
jedu kobry byl podévan jako Roztok o kxoncentraci 0,5 mg/ml
'y PBS prostém azidu. Pryni injekce byla podéna intramus-
Yuldrnd v dob& trensplantace a nésledujici intremuskulér-
ni injekce byly podévény potom obden. Hodnoty vypuzeni
transplantdtu jsou opét uvedeny na obr. 1. Vysledky jsou
znézorndny kiivkou 3, které udévé, %e st¥edni hodnota ple-
3iti pro transplantaty je 6 dnt.

Prikled 4

Opakuje se postup z prikladu 1 s tim rozdilem, Ze pri-
jemei byl podén jak cyklosporin A tek faktor jedu kobry. Cyk-
losporin A byl podén v davce 20 mg/kg obden, takie podminky
podévéni cyklosporinu jsou stejné jako v prikladu 2. Fak-
tor jedu kobry bal poddvén za stejnych podminek Jjak Je
popséno v prikladu 3. Yok cyklosporin A tek faktor jedu
kobry byly poprvé podéhy v dob& transplantace. Hodnoty pre-
zitd jsou op&t uvedeny na obrézku. V tomto p¥ikladu nebyle
pozorovéno z&dné vypuzeni transplantétu, Jjek je zPejmé ze
ktrivky 4 na obr. 1. Freziti tramsplantétu je v priméru
vy381 nez 50 dnid.

Priklad 5

Opakuje se posiup 2 prikledu 4 s tim rozdilem, Ze po-
dévéni faktoru jedu kobry bylo prerudeno po 28 dnech po
transplantaci. Promérné preziti transplantédtu bylo vétsi
nes 100 dnd. Dv& zvitata byla usmrcena 103. a 105, den
a histologické vySetPent transplantétu prokéazalo normélni
srdedni stavbu. “bylé krysy prezivaly s tlukoucim kiPedim
srdcem vice nez 5 m&sich. |
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Priklad 6 (Srovndvaci priklad)

20 krys obdrZelo kiedli srdce postupem podle pii-
kladu 1. Byly o8etfeny cyklosporinem A jak je popséno v
prikladu 2 a déle obdrZely ENDOXAN cyklofosfamid i.p. (20
mg/kg) jeden den p¥ed transplantaci (den-1) a den 2 po
transplantaci. (Vyraz’ENDOXANFjeFOChfénné znémka pro cyklo-
fosfamid, ktery Jje inhibitorem produkce protilétek.) Srdce
k¥elkl byla vypuzena jak je zPejmé ze kiivky 5 na obr. 2.
Pozorované odloZené vypuzeni, ve kterém je zpo%déni vysled-
kem krétké cyklofosfamidové terapie, simuluje zpozdéni
vypuzeni transplantétu odpovidajici neadekvétnim imuno-
supresivnim protokoltm.

Priklad 7

P&t krys bylo o¥etfeno jako v prikladu 6, ale navic
byly o8etreny Jjako v prikladu 4 faktorem jedu kobry. CSet-
Feni bylo provédéno od T.dne, trvalo 14 dnt. V3echna zvi-
rfata byla ochrénéna pred vypuzenim jak je zrejmé ze kPiv-
ky 6 obr.2.
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PATENTOVE NAROKY
1. . Farmaceuticky piipravek,v y znald ujici =se
t £ m , %e obsahuje inhibitor komplementu a imunosupre-
sant s aktivitou podobnou cyklosporinu A.
2. Farmaceuticky pripravek podle néroku 1, vy zna -

Eujgicid s e t i1 m ,Ze inhibitor komplementu inhi-
buje jak klasické tak alternativni zpisoby aktivace kom-
plementu.

3. Farmaceuticky pripravek podle néroku t nebo 2,
vyznadujici se tim, Ze inhibitor komple-
mentu obsahuje MCP, DAF nebo protilatku proti C3.

4. Farmaceuticky pripravek podle néroku t,v y zna ¢ u -
Jici se tim, %e inhibitor komplementu obsahuje

molekulm, které tvori stabilni komplex s faktorem Bb, pri-
g#mZ je komplex_rezistentni k normélnimu mechanismu poruchy.

5e Farmaceuticky p¥ipravek podle néroku 1 nebo 2, vy -
znadujici se tim, %e inhibitor komplementu
obsahuje faktor jedu kobry.

6. Farmaceuticky pripravek podle kteréhokoliv z ndro-

k@ 1 a25, vyznadujici se t {m ,%Ze imuno-
supresantem s aktivitou podobnou cyklosporinu A je cyklo-

sporin nebo eikosanoid.

CTe . farmaceuticky pripravek podle nédroxu 6,vy znadc u -

Jgici s e t 4 m , Ze imunosupresantem je cyklospo-
rin A.




-18-

8. Farmaceuticky pripravek podle néroku 6,vy 2 na -
¢ u jmi”c 1 s e t L1 m , Ze imunosupresantem je FK 506.

9. Produkt obsahujfci inhibitor komplementu a imu-
nosupresant s akt1v1tou podobnou cyklosporinu A pro pouZi-
ti jako kombinovany pripravek pro soucéasné, odd&lené nebo
‘postupné pouziti pri podpofe pre?iti alotransplantétd ne-
bo souhlasnych xenotransplantdtd nebo pPi zabrinini vypu-
zeni transplantétd.

10. Kit, obsahujici farmaceuticky p#ipravek inhibitoru
komplementu a farmaceuticky prlpravek 1munosupresautu S
aktivitou pedobnou cyklogporinu A. ‘ Rk

11, Pouziti inhibitoru komplementu a imunosupresantu s
aktivitcu podobnou cyklosporinu A pro pripravu &inidla pro
podporu preziti alotransplantdtu nebo souhlasného xeno-

transplantdtu nebo pro zabrénéni vypuzeni transplantétd.

12, _ ZpuUsob podppry_pfeﬁitifalotransplantét&;nebOjsouhlasf
nych xenotransplanté&td u hostitele, nebo zabrsn&ni odhoje-

ni takovych transplantdtd, ktery se vy zna ¢ u j e tim,

Ze zshrnuje podéni piijemeci nebo zamySlenému prijemci
transplantdtu, inhibitoru komplemenitu & imunosupresantu s
aktivitou podobnou cyklosporinu A.

13. Pouziti inhibitoru komplementu pfi pripravé &inidla
pro podporu preziti alotransplantdtd nebo souhlasnych xeno-
transplantdtl, nebo zabrénéni odhojeni, u prijemce trans-
plantétu, ktery je o8etfen imunosupresantem s aktivitou
podobnou cyklosporinu A,




14. . Zpbsob podpory preziti alotransplantétd nebo souhlas-
nych xenotransplantétd v hostiteli, nebo zabréanéni odhoje-

ni takovych transplantétd,v.y z n a gujici s e -
t.im, ze zahrnuJe podanl 1nh1b1toru komplementu prijem—

ci transplantétu nebo zamyslenému prlgem01 transplantétu, | .

ktery je oSetfen imunosupresantemn, majicim aktivitu po-

dobnou cyklosporinu A.
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* CyA + CoF obden S
cyklosporin A 20 mg/kg obden.
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: ' . ~dny po transplantaci
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