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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka farmaceutickych pripravkov, vhod-
nych na lie¢bu chronickych odhojovani alotransplantitov a
odhojovani suhlasnych xenotransplantatov. Vynalez sa
preto tyka napomahaniu preZitia alebo straty transplantatu u
hostitela.

Doterajsi stav techniky

Alotransplantacia je transplantacia tkaniv medzi dvomi
¢lenmi rovnakého druhu. Xenotransplanticia, ktord je
transplantaciou tkaniva medzi dvomi réznymi druhmi, boli
podFa biologickych kritérii rozdelené do dvoch podskupin
(Calne, Transplant. Proc. II 550 - 556 (1970). Tieto dve
podskupiny si sihlasné xenotransplantity a nesthlasné
xenotransplantaty. Rozdiel medzi tymito dvomi podskupi-
nami je vtom, Ze vaskularizovany transplantovany organ,
ktory je transplantovany medzi nesuhlasnymi druhmi, je
hyperakiitne odmietnuty, to znamena v niekolkych mini-
tach alebo hodinach po revaskularizacii. Medzi sihlasnymi
druhmi nemA hyperakitna rejekeia xenotransplantatov
miesto. Transplantity budi v8ak odmietnuté, a Casto akce-
lerovanym spdsobom, ale toto sa stane po niekolkych
ditoch, nie po hodinach alebo mindtach.

Vieobecne sa predpokladd, hoci formélne dokazy chy-
baju, Ze medzi nesthlasnymi rodmi je hyperakitna rejekcia
désledkom pdsobenia prirodzene sa vyskytujucich protild-
tok proti druhom darcu. Na druhej strane, sihlasné trans-
plantaty preZivaju aspoii kratky &as, pretoZe takéto protilat-
ky, schopné spbsobit’ ich deStrukciu, nie si pritomné.
V literature je vela prikladov dokladajucich tento rozdiel.
Snad’ najelegantnejsie s priklady od Hammera (v "Xeno-
graft 25" (Mark A Hardy, vyd. Elsevier, Amsterodam
1989). S pouzitim vZdy psa ako druhu prijemcu Hammer u-
vadza, Ze Casy preZitia oblitkovych transplantitov si na-
sledujuce:

pes —pes 11,4 dfia
dingo —pes  11,5dila
vlk — pes 19.4 dita
li¥ka — pes 6,5 diia

lev —pes 10 — 24 hodin
tiger — pes 10 — 24 hodin
mactka —pes 10 — 24 hodin
prasa — pes 10 — 30 mimit

Posledné Slyri interakcie su na baze nesuhlasnych xe-
notrasplantatov, zatial' o prvé Styri xenotransplantity by
mali byt stihlasné. Hammer hodnotil tieto rozdiely medzi
suhlasnymi a nesihlasnymi Xenotransplantatmi vzhladom
na pritomnost’ alebo nepritomnost’ skriZenych hemagluti-
naénych protilatok.

Z akademického hladiska si urtité tazkosti s tym, ako
definoval’ vztahy sihlasnych a nesthlasnych druhov. Z
praktického hladiska, na i¢ely predkladaného vynalezu, su
dva rozdielne druhy hodnotené ako suhlasné, ak nie je
Ziadna hyperakitna rejekcia xenotransplantatu od jedného
do druhého. Na ucely predkladaného vynalezu si preto
druhy suhlasné, ak - iked’ méZu normélne vykazovat' hy-
perakiitnu rejekciu - mbZu byt’ podrobené urtitému postu-
pu, napriklad genetickej manipulacii tak, Ze sa zabrani hy-
perakutnej rejekcii. Medzindrodnd patentovd prihlaska
PCT/GB90/01575 sa napr. tyka v Specifickych spdsobach

realizicie potencidlnych zvieracich darcov xenotransplan-
tatov, ktori boli transgeneticky modifikovani tak, aby ex-
privovovali "down" regulatory komplementu prijemcu (ako
je rozklad urychlujici faktor (DAF) alebo membranovy ko-
faktorovy protein (MCP)). Orgény od zvieracieho darcu nie
st hyperakiitne rejektované, ak st transplantované zviera-
tu, ktoré by bolo inak oznacené ako nesihlasny druh. Na
fi¢ely tohto vynalezu méZu preto byt takito transgénni zvie-
raci darcovia oznaéeni ako suhlasni vzhladom na zamy3la-
ny cielovy druh.

Priklady druhov, ktoré by mali sthlasny vztah, ake je
definovany, zahffiaju zajac - kralik, Skre¢ok - krysa a ne-
humanny primat — &lovek, napriklad pavian — ¢lovek, Sim-
panz — ¢lovek a makak — ¢lovek.

Podporenie preZitia transplantatu bolo dosiahnuté v
oblasti xenotransplantatov (nesihlasnych a sihlasnych) a
alotransplantatov, Prvé prace, ktoré boli vykonané na pod-
poru preZitia nesuhlasnych xenotransplantatov, Adachi et
al., (Transplant. Proc. XIX (1) 1145 — 1138 (1987)), dtudo-
vali preZitie nesithlasnych srdcovych xenotransplantatov na
krysach. Z potencidlnych prométorov prezZitia boli Studova-
né cyklosporin A, aspirin a faktora kobrieho jedu. NavySe
bola $tudovand kombinacia cyklosporinu A a faktoru kob-
rieho jedu. Adachi et al. uvadzaju, Ze v "nasej Stidii nebol
Statisticky signifikantny rozdiel medzi priememym &asom
preZitia medzi skupinou lie€enou cyklosporinom A a fakto-
rom kobrieho jedu, a faktorom kobrieho jedu samym".
Priememy &as preZitia bol medzi 40 a 50 hodinami. Kemp
et al. (Transplant. Proc, XIX (6) 4471 - 4474 (1987)) tieZ
tudoval rozne potencidlne prométory preZitia nesihlas-
nych xenotransplantdtov v $tudii xenotransplantatov krali-
&ej oblicky na madkach. Kandidati prométorov preZitia za-
hifiaji kaptopril, enalapril, nifedipin, prostacyklin, chrd-
moglykit sodny, kombiniciu azatioprin/kortikosteroid,
cyklosporin A a faktor kobrieho jedu. Hyperakiitnej rejekcii
nebolo zabranené Ziadnym z tychto lieCiv okrem faktora
kobrieho jedu, ktory, podla autorov "mal prekvapujici Géi-
nok s predf¥enim preZitia transplantatu aZ do siedmich dni".

Rejekeiu sihlasnych xenotransplantatov §tudoval Har-
dy et al,, (Transplantation 33 (3) 237 - 242 (1982)), ktory
skiimal efekt selektivneho oZiarenia lymfatického tkaniva
(SLI) palladium - 109 - hematoporfyrinom kombinovanym
s antilymfocytérnym globulinom terapiou, ktora je primame
namierend proti T-bunkami sprostredkovanej rejekeii.
Priememy ¢as preZitia bol v tomto pripade 12,5 diia v po-
rovnani s priememe 2,9 diiami pri neoSetrenej kontrole.
Homan eta 1., (Transplantation 31 (3) 164 - 166 (1981)),
§tudoval efekt cyklosporinu A v podpore preZitia sihlasné-
ho xenotransplantatu. Najlepsie preZitie transplantitu bolo
21 dni v porovnani s 2 dfiamni pri neoSetrenych kontrolach.
Monden et al., (Transplantation 43 (5) 745 — 746 (1987)),
Studoval pedetiové xenotransplantaty od Skrecka do krysy a
zistil, Ze cyklosporin A nema Ziadny vyznamny podpomy
efekt na preZiti transplantitu v porovnani s neoSetrenou
kontrolou. Valdevere et al, (Transplant. Proc. XIX (1)
1158 - 1159 (1987)), tieZz Studoval pelefiové Xenotran-
splantaty od Skrecka do krysy a zistil vyznamné zlepSenie v
Case preZitia transplantatu v porovnani s kontrolami, pokial
bol cyklosporin A podany spolo¢ne so splenektdmiou; pre-
Jitie bolo zlepSené z priemerne 3,6 dni na priememe 17,6
dni. Knechtle et al., (Transplant. Proc. XIX (1) 1137 - 1139
(1987)), rovnako ako Hardy et al., Studoval vplyv totédlneho
oZiarenia lymfatického tkaniva (TLI), ale v tomto pripade
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v spojeni s terapiou cyklosporinom A na podporu preZitia
stihlasného xenotransplantatu. Uvadzaju, Ze v pripade kar-
didlnych xenotransplantatov SkreCok - krysa cyklosporin
A vo vysokych davkach signifikantne prediZoval preZitie,
ale len nahodny prijemca mal dlhodobu funkciu transplan-
tatu. TLI vkombindcii scyklosporinom A signifikantne
d'alej podporovalo preZitie transplantatu.

BeZnou terapiou proti rejekcii alotransplantatu je pou-
Zitie cyklosporinu A bud’ samého, alebo v kombindcii so
steroidmi alebo azatioprinom, alebo oboma tymito latkarmi.
Podra niektorych nazorov kombindcie trojitej terapie ne-
predstavuje zlepdenie oproti terapii cyklosporinom A sa-
motnym. Tieto terapie si 0&inné v prevencii a zvrate akuit-
nej rejekcie transplantatu a pravdepodobne spomaluja na-
stup chronickej rejekcie transplantatu, ale zda sa, Ze maju
maly alebo Ziadny vplyv na zvrat chronickej rejekcie po jej
nastupe.

Knechtle et al., (Heart Transplantation & Immunology
IV No 5. 541 - 545 (Sept/Oct 1985)), analyzoval vplyv
cyklosporinu, totilneho oZiarenia lymfatického tkaniva a
faktoru kobrieho jedu na hyperakiitnej rejekcii krys. Bolo
zistené, Ze pridanie totalneho oZiarenia lymfatického tkani-
va alebo cyklosporinu A k lie¢be faktorom kobrieho jedu
neviedlo k dalSiemu prezitiu nez faktor kobrieho jedu
sarmostatne.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez sa snaZi podporovat’ lepSie preZitie,
alebo zabranit rejekcii sihlasnych xenotransplantitov
a/alebo alotransplantatov. Vynalez je zaloZeny na skutoc-
nosti, e preZitie suhlasnych xenotransplantitov atieZ pre-
#itie alotransplantitov md%u byt znacne prediZené lietbou
kombinéciou cyklosporinu A a faktora kobrieho jedu alebo
kombinaciou zlienin, ktoré majit rovnaky spdsab pdsobe-
nia.

V siilade s prvym aspektorn predkladaného vyndlezu je
poskytnuté pouZitie inhibitora komplementu a imunosupre-
sora s aktivitou podobnou cyklosporinu A v priprave ¢i-
nidla alebo ¢inidiel na podporu preZitia alotransplantétu
alebo suhlasného xenotransplantatu, alebo na zabranenie
rejekeie; kde uvedené preZitie alotransplantatu alebo zabra-
nenie rejekcie je vztiahnuté na alotransplantat, ktory nie je
hyperakitne rejektovany.

Farmaceutické pripravky, ktoré mézu byt pouZité pod-
l'a vynalezu, maju preto aspoii dve zloZky. Prvou zlozkou je
inhibitor komplementu. Inhibitor komplementu méze bud’
branit’ aktivacii komplementu, alebo ho odstranit, alebo
depletovat’ jednu, alebo viac jeho zloZiek. Vyhodne bude
inhibitor komplementu inhibovat’ tak klasicky, ako 1 alter-
nativnu drdhu aktivicie komplementu. Je preto preferova-
né, aby inhibitor komplementu blokoval drihu na
firovni C3, €1 uZ inhibiciou, alebo odstranenim, alebo dep-
léciou. Je potrebné si uvedomit, Ze protilatky (napriklad
monoklonélne protilitky) proti C3 méZu byt pouZit¢ ako
inhibitor komplementu v predkladanom vynaleze. Iné vyu-
Zite'né inhibitory komplementn zahffiaji rozpustny rozklad
aktivujici faktor (DAF) a rozpustny membranovy kofakto-
rovy protein (MCP). Jednym z najpreferovanejsich inhibito-
rov komplementu je faktor kobrieho jedu.

Hadie jedy su vaciinou komplexy Zivo¢iSnych sekié-
tov, obsahujice obrovsky pocet zloZiek s rozdielnymi far-

makologickymi a biochemickymi aktivitami. Pritomnost
zloZiek v hadich jedoch, pdsobiacich na komplement, je
znéma viac ako sto rokov. P3sobenic kobrieho jedu (Naja
naja kaouthia) na sérovy komplement bolo detailne $tudo-
vané. Aktivaénym faktorom je glykoprotein s molekulérnou
hmotnost'ou 144 kDa, ktory sa spija s faktorom B séra za
pritomnosti iénov hortika. Fakior B je potom Stiepeny na
dva komponenty proteolytickym pdsobenim faktora D séra,
a vytvéra tak Bb a Ba. Komplex CoF-Bb, kde Cof repre-
zentuje faktor kobrieho jedu, je vysoko aktivny C3- a C5-
Stiepiaci enzym alebo konvertaza. Akokol'vek, na rozdiel
od normélnych C3- a C5- konvertdz, CoF-Bb je rezistentny
profi normalnym regulaénym systémom komplementu.
Preto jeho pdsobenie pokraduje do Casu, kym nie je vSetok
C3 konvertovany, ¢o U€inne vycerps komplementovil akti-
vitu jedinca. Stiepenie C5 uvolni C5a, ktory ma anafylak-
toidné u¢inky; nie vetky Naja faktory kobricho jedu maji
tito aktivitu C5konvertazy, ale to sa nezda byt délezité na
Ucely tohto vynalezu. Inhibicia komplementu nie je obme-
dzend na jedy rodu Naja. Eggertsen et al., (Toxicon 18 87 -
- 96 (1980)), $tudovali hadie jedy rodovElapidae Viperidae
a Crotalidae. Z 26 Studovanych jedov malo 22 schopnost
inhibovat’ aktivitt normélneho l'udského komplementu.
Analyza Struktiry faktora kobrieho jedu napoveds, Ze je
ekvivalentny kobriemu C3 alebo jeho &iastodne degradova-
nému produktu.

Faktor kobrieho jedu a faktory inych hadich jedov sa
nebudi vieobecne podl'a predpokladaného vynalezu poda-
vat’ v ich prirodzenej forme, pretoZe st zrejmé problémy s
ich toxicitou. PretoZe chybaju iné opatrenia pri zabraneni
veaniku problémov stoxicilou, bude nevyhnutné aspofi
ClastoCne purifikovat’ aktivny faktor zo surového jedu. Pri
faktore kobrieho alebo iného hadieho jedu nie je nutnd puri-
fikacia do homogenity na pouZitiec podla predpokladaného
vynalezu, ale zrejmeé regulacné problémy, ak ni¢ iné, budu
pri predpisovani na pouZitie podstatne purifikovaného fak-
tora. Faktor kobrieho jedu, ako semipurifikovany pripra-
vok, moZe byt ziskany od dodévatelov, ako je Sigma
(Sigma Chemicals Limited, Poole, Dorset), ktori méZu do-
dat’ surovy kobri jed na purifikdciu. Priklad pripravy fakto-
ra kobrieho jedu zo surového kobrieho jedu je uvedeny v
prikladoch.

Je potrebné si uvedomit’, Ze okrem pouZitia prirodzené-
ho faktora kobricho jedu ainych hadich jedov méZu byt
vtomto vyndleze pouZité analégy tychto faktorov (vratane
aktivnych fragmentov), ako si syntetické faktory vratane
tych, ktoré si produkované rekombinantnou DNA techno-
16giou.

Charakteristikou CoF, ktora ho robi vyuZitelnym v
predkladanom vynaleze, je jeho schopnost’ vytvarat stabil-
ny komplex s faktorom Bb, ktory je rezistentny od beZného
mechanizmu regulécie. Iné molekuly majice tito charakte-
nistiku sl preto tieZ preferované na pouZitie podla vynale-
Zu.

Druhou zlozkou farmaceutického pripravku podla
predloZeného vyndlezu je imunosupresor s cyklosporinu A
podobnou aktivitou. Také zligeniny sii odbormikom zname
a zahffiaji iné cyklosporiny ako cyklosporin A, ako je
cyklosporin C a cyklosporin G. Eikosanoidy tieZ maju
cyklosporinu A podobnu aktivitu a zahffiaji PGEp, PGD3,
rapamycin a FK 506 (Fujisawa). Zlienina FK 506 je jed-
nou z tych, ktoré sit preferované na pouZitie v predklada-
nom vyndleze, ale najviac preferovany je cyklosporin
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A samotny. Cyklosporin A je dostupny od firmy Sandoz
pod znatkou SANDIMUN.

Zv143t vyhodny spOsob realizacie predkladaného vy-
nalezu pouZiva farmaceuticky pripravok, ktory obsahuje
faktor kobrieho jedu a cyklosporin A, dve z najviac prefe-
rovanych zmienenych zlacenin.

Je potrebné si uvedomit, Ze mé zlozky méZu byt pri-
tomné vo farmaceutickych pripravkoch na pouZitie podla
predkladaného vyndlezu. Obvykle budi pritormé exci-
pienty a pritomnost’ inych aktivnych prisad nie je vylu€ena.
Mbze byt pritomna viac ako jedna aktivna zloZka.

Je potrebné si uvedomit, Ze aktivne zloZky nemusia byt’
nevyhnutne podavané spoloCne v jednom pripravku. Pro-
dukt, obsahujiici inhibitor komplementu a imunosupresor s
cyklosporinu A podobnou aktivitou, mdZe byt pouZity ako
kombinovany pripravok na simultinne, separitne alebo
sekvenéné pouZitie v podpore prezitia alotransplantatov a-
lebo sihlasného xenotransplantatu alebo ochrany pred re-
jekciou.

MbZe byt pouZity kit, obsahujici farmaceuticky pripra-
vok inhibitora komplementu a farmaceuticky pripravok
imunosupresoru s cyklosporin A podobnou aktivitou.

Cyklosporin A a iné imunosupresory s cyklosporinu A
podobnou aktivitou budi obvykle podavané v praktickom
spdsobe realizicie parenterdlne. V takom pripade musi byt
pripravuk obsahujiici imunosupresor sterilny. No cyklospo-
rin A sam a niektoré iné imunosupresory mozu byt podané
ordlne a v tomto pripade nie je sterilita zasadna. Cyklospo-
rin A samotny je len nepatme rozpustny vo vode a na prak-
tické ucely je vyhodné ho rozpustit' v oleji, ako v oleji rast-
linnom. Prijatelny je v praxi olej olivovy. Disolicia v oleji
je nevyhnutnd, ak ide o imunosupresor, ktory nie je roz-
pustny vo vode a vSeobecne méZe byt imunosupresor roz-
pusteny vakomkolvek fyziologicky prijatelnom nosii.
V niektorych pripadoch ani nie je disolicia nevyhnutna.
Koncentracia, v ktorej bude imunosupresor pripraveny, bu-
de samozrejme zavisiet od charakteru imunosupresora sa-
motného a zamy3lanej davky, ktord sa vo vSeobecnosti bu-
de riadit’ ndvodom lekara. VSeobecne bolo zistené, Ze bude
vhodné pripravit' pripravky s koncentraciou cyklosporinu
od 1 do 100 mg/ml, napriklad od 1 do 10 mg/ml, typickya-
si 5 mg/ml na parentalne Gdely alebo od 25 do 100 mg/ml,
napriklad od 50 do 100 mg/ml, typicky okolo 100 mg/ml na
oralne podanie.

Inhibitory komplementu ako je faktor kobrieho jedu
budi vicobeence podivané parentalne a na tento ulel by
mali byt sterilné. Samotny faktor kobrieho jedu méZe byt
formulovany vo fostitom pufrovanom salinickom roztoku
(bez azidu) alebo v akomkol'vek vhodnom rozpistadle ale-
bo nosi¢i. MoZe byt vyvinutd oralna formulacia. Koncen-
tricia inhibitora komplementu vo farmaceutickom priprav-
ku bude opét’ zavisiet’ od koneénej zamys$lanej davky, kto-
14 by mala byt pod kontrolou Ickéra. Pripravok faktora
kobrieho jedu mdZe mat koncentraciu v rozsahu od 0,05
mg/ml aZ do medze rozpustnosti, ktora zavisi od jeho Cis-
toty. V praxi moZno pouZit’ pripravky, ktoré maju koncen-
traciu vyS$iu ako 5 mg/ml, napriklad tie, ktoré maji kon-
centraciu od 0,1 do 2 mg/ml, napriklad okolo 0,5 mg/ml.

PretoZe cyklosporin je prakticky nerozpustny vo vod-
nom médiu, zatial’ o faktor kobrieho jedu je, budi tieto
dve preferované aktivne zloZky vseobecne formulované
oddelene a v praxi oddelene podané. Tato skutonost nie je
zasadna, no je moZné formulovat’ vhodnu emulziu dvoch

aktivnych zloZiek ardzne kombinicie aktivnych zloZiek
méZu byt rozpustené v beZnom rozpidtadle alebo aspoil
byt suspendované v beZnom nosiéi.

Ak ide o parentilne injekcie, je vyhodnym miestomn na
injekciu sval, pretoZe depotny uéinok vznikd v ddsledku
intramuskulame;j injekcie. Za niektorych okolnosti méZe
byt viak vhodna intravenézne injekcia a subkuntanna in-
jekcia moZe mat niektoré, ak nie vetky vyhody intramus-
kuldrnej injekceie. Intraperinotealne injekcie mézu byt pou-
Zité podla okolnosti.

Za viacerych okolnosti mdZe byt vyhodné vopred
podat’ niektoré alebo victky aktivne zlozky podla vynalezu
pred chirurgickym prenesenim transplantatu. Malo by byt
tieZ spomenuté, Ze primamou vyhodou predkladaného vy-
ndlezu vo vztahu k alotransplantitom je to, Ze kombinacia
aktivnych zloZiek podfa vynalezu méZe byt uZitond na
zabrinenie chronickej rejekcie alebo na zvladnutie chro-
nickej rejekcie (t. j. obrane pred rejekciou) po jej néstupe;
toto sa zvy&ajne prihodi po viacerych rokoch po transplan-
tacii.

Prijemca transplantatu, ktory trpi chronickou rejekciou
transplantatu alebo rizikom chronickej rejekcie transplan-
tatu, moZe dostat’ imunosupresiu cyklosporinom A alebo i-
nym imunosupresorom, ktory ma podobni aktivitu ako
cyklosporin. Na ucely tohto vynélezu s cielom liecit alebo
zabréanit' rejekcii transplantatu u takéhoto pacienta je nevy-
hnutné pridat’ terapiu inhibitorom komplementu. V silade s
jednym aspektom vynalezu je tu poskytnuté pouZitie inhi-
bitora komplementu v priprave agens na podporu prezitia
alotransplantatu alebo suhlasného xenotransplantatu, alebo
obranu takéhoto transplantatu od rejekcie, uprijemcu
transplantitu lie¢eného imunosupresorom s aktivitou po-
dobnou cyklosporinu A. Vyndlez ma preto uplatnenie v
metode podpory preZitia alotransplantétu alebo sthlasného
xenotransplantitu a/alebo obrane takéhoto transplantitu
pred rejekciou u hostitela, v metéde podania inhibitora
komplementu prijemcu transplantatu alebo zamySlanému
prijemcovi transplantatu, ktory je lieeny imunosupresorom
s aktivitou podobnou cyklosporinu.

Imunosupresor s aktivitou podobnou cyklosporinu mé-
7e byt podany v akejkol'vek vhodnej u¢innej, ale netoxic-
kej hladine, s prihliadnutim na lie¢ené druhu a transplanto-
vané orginy. Homa hranica tolerancie cyklosporinu
A u¢loveka je dana jeho nefrotoxicitou a vekom prijemcu.
20 mg/kg mdZe byt bezpetnou homou u€innou hranicou na
lie¢bu Pudi v mnohych pripadoch, hoci iné druhy méZu mat
vyS§iu toleranciu. Cyklosporin A je U€inny v niZSich dav-
kach a tak najniZSie mnoZstvo, ktoré moZe byt podané, bu-
zvu. MnoZstvo 1 alebo 2 mg/kg bolo v niektorych pripa-
doch dokézané ako 0&inné. Vieobecne mdZe byt podané
medzi 5 a7 10 mg/kg a defi. Ak je podanie parentalne, mdZe
byt cyklosporin A podany ob defi a v takomto pripade bude
davka dvojnasobna. Na preferované ordlne podanie bude
vSak reZimom volby denné podanie; presnejSie moZe byt
cyklosporin A podavany dvakrat alebo viackrat za defi do
celkovej dennej davky 5 aZz 10 mgkg Iné
imunosupresory s aktivitou podobnou cyklosporinu A budui
podavané v efektivnej, ale netoxickej davke, ako bude ur-
ené lekdrom.

Inhibitor komplementu, ako je faktor kobrieho jedu,
bude vo vieobecnosti podavany v mnoZstve, ktoré efektiv-
ne inhibuje aktivitu komplementu, ako je urdené skuskou
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komplementovej hemolyzysyp (CHsg). Bezpecnd homa
hranica podania faktora kobrieho jedu nebola urend, ale
davka 2 mg/kg sa zda byt netoxickou. Minimalna dévka
kobrieho jedu zavisi od druhu a méZe byt Fahko urfend
CHsg skuSkou. Denné davky medzi 0,01 a 0,1 alebo
0,2 mg/kg boli stanovené ako ucinné pre faktor kobrieho
jedu. Efektivne anetoxické davky inych inhibitorov kom-
plementu mdéZu byt lahko urCené odbomikmi, napriklad
CHsg skiskon.

Faktor kobrieho jedu potrebuje asi 6 hodin na zadiatok
aktivity po intramuskulidmom podani. Akondhle je pozoro-
vana potiatona aktivita, mdZe trvat’ dlhSie ako defi, napri-
klad 2 dni, a preto nie je nevyhnutné denné podanie faktora
kobrieho jedu. Ztohto hladiska je preferované podanie
faktora kobrieho jedu ob defi, a v tomto pripade budu prefe-
rované spomenuté denné davky zdvojnasobené v defi po-
dania. V praxi bolo zistené, Ze zvIast’ vyhodny rezim zaht-
fia podanie 0,4 mg/kg intramuskulame ob deti.

Podanie cyklosporinu A alebo iného imunosupresora
bude obvykle kontinualne. Podanie faktora kobrieho jedu
alebo iného inhibitora komplementu nemusi byt vo vSe-
obecnosti kontinualne, ale moéze byt prolongované; i ked’ to
nie je pre prakticki realizaciu podstatné, kratkodoba terapia
mdZe byt viade tam, kde je potreba lieCby alebo obrany
pred reakciou suhlasného xenotransplantatu.

Prehl’ad obrazkov na vykresoch

Vynalez bude teraz ilustrovany odkazmi na nasleduji-
cu pripravu a priklady. Priklady sa vztahuju na pripojené
obrazky, v ktorych:
obrazok 1 je grafom preZitia xenotransplantatov Skrecko-
vych sfdc v krysach, percenta preZitia si nanesené oproti
diiom po transplantacii; a
obrdzok 2 je grafom preZitia xenotransplantatov $krecko-
vych sfdc v cyklofostamidom lieenych krysach; graf inak
zodpoveda obrdzku 1.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Této priprava uvadza protokol na pripravu faktorakobrieho
jedu zo surového kobrieho jedu.

1 g jedu Naja naja kaothia (Sigma, produkt ¢. V-9125,
SarZa ¢. 116F-0398 a 58F-0565) bol rozpusteny v 60 ml od-
plyneného fosfatového pufra (0,01 M) pri pH 7.5 a nader-
pany na 90 cm x 26 mm (vmutorny priemer) kolonu DEAE
celulézy (DE 52, Whatman) a ekvilibrované rovnakym puf-
rom. Koléna potom bola eluovana 43,0 ml za hodinu s vy-
chodiskovym pufrom, pokial’ sa Apg( absorbancia eluentu
nevrati na 0. Linearne 3 litre: 3 litrovy gradient vychodis-
kového pufra a limitného pufra (0,01 M fosfét sodny, pH
7,5, obsahujiici 0,5 M chloridu sodného) potom bol Eerpany
rychlostou 40 ml za hodinu aboli odoberané frakcie
7,0 ml. Frakcie boli testované na antikomplementaritu a po-
zitivne frakcie boli spojené a zahustené na CX-10 ultrafil-
troch.

Cely pool faktora kobrieho jedu bol Cerpany na 90 em x
X 26 mm (vnitomy priemer) kolénu Sephadexu G200
(jemny) (Pharmacia GB Limited, Londyn), ekvilibrovany
PBS (bez azidu) a eluovany PBS rychlost'ou 36 ml za hodi-
nu. 6 ml frakcie bolo zhromaZzdenych a skiSanych na anti-

komplementdrnu aktivitu. Frakcie faktora kobrieho jedu (t.
j. aktivne frakcie) boli spojené, zv1a3t’ na zostupnej vrstve
piku, zahustené na CX-10 ultrafiltroch, rozdelené do ¢asti a
tieto boli zmrazené na -20 °C a pripravené na pouZitie.
Uvedena antikomplementarna aktivita kobrieho jedu
mdZe byt merand nasledujicim spdsobom. 20 pl frakcie sa
inkubuje s 20 pl Cerstvého ludského séra potas 20 minit
pri 37 °C. Do zbemych nadrZiek testovacej dosticky sa po-
tom pridaju 5 pl podiely. Do&ti¢ka je vyroben4 z:
5,0 ml 2 % vodncj agarézy
4,5 ml dvakrdt zosilneného PBS obsahujiiceho 20 mM
EDTA
0,5 ml 10 % premytych erytrocytov mortata a
0,5 ml Cerstvého normalneho ludského séra
Dosticka potom bola inkubované cez noc pri +4 °C.
Pozitivne sa prejavuji jasnymi zénami 1yzy po inkubdcii.

Priklad 1 (porovnavaci priklad)

V tomto priklade su krysy DA krysami od Banting
aKingdom a kre€ky su syrske skredky tieZ od Banting
aKingdom. Metddou podla Herona (Acta Pathol. Micro-
biol Scand. 79: 366-372, (1971) boli srdcia Skreckov trans-
plantované do krkov krys. Aorta bola pripojena kuKkarotide
s pouzitim techniky opisanej Heronom. Podobne bola pul-
monalna artéria pripojend na jugularnu vénu. Vsetky ostat-
né srdcové cievy boli podviazané. Srdcia zadali bit’ niekol-
ko minit po odstraneni svoriek. KoZa nad implantovanym
srdcom bola zo§ité a srdce bolo denne sledované vonkajSou
palpaciou.

Dita preZitia srdcovych transplantitov su ukdzané na
obrazku 1 a st reprezentované krivkou 1. Je zreteIng¢, Ze
priememy cas preZitia transplantatov bol 3 dni.

Priklad 2 (porovnavaci priklad)

Bol opakovany postup z prikladu 1 s tym rozdielom, Ze
bol podany cyklosporin A v davke 20 mg/kg ob defi. Cyk-
losporin A bol podany ako pripravok 20 mg/kg v olivovom
oleji a bol injikovany intramuskuldrne s tym, Ze prva davka
bola podand v Case transplantacie. Injekcie boli potom po-
davané ob def. Data preZitia srdcovych transplantatov st
ukazané na obrazku 1: krivka 2 ukaznje vysledky z tohto
prikladu. Stredna hodnota preZitia transplantatu je 3 dni.

Priklad 3 (porovnavaci priklad)

Opakuje sa postup z prikladu 1 s tym rozdielom, Ze bol
ob deii podavany faktor kobrieho jedu v davke 0,4 mg/kg.
Faktor kobrieho jedu bol podavany ako roztok s koncentra-
ciou 0,5 mg/ml v PBS bezazidu. Prva injekcia bola podana
intramuskulame v ¢ase transplantacie, a nasledujice intra-
muskulame injekcie boli potom podavané ob defi. Data re-
Jekcie transplantatu su opét’ uvedené na obrazku 1. Vysled-
ky su znazomené krivkou 3, ktord ukazuje, Ze stredny ¢as
preZitia transplantatu je 6 dni.

Priklad 4

Opakuje sa postup prikladu 1 stym rozdielom, Ze pri-
jemcovi bol podany tak cyklosporin A, ako aj faktor kab-
richo jedu. Cyklosporin A bol podany v davke 20 mg/kg od
deti, takZe podmienky podania cyklosporinu si rovnaké a-
ko v priklade 2. Faktorkobrieho jedu bol podany za rovna-
kych podmienok ako v priklade 3. Tak faktor kobrieho je-
du, ako cyklosporin A boli prvykrit podané pocas trans-
planticie. Data preZitia transplantatov su opit ukazané na



SK 279949 B6

obrizku. V tomto priklade nebola pozorovana Ziadna rejek-
cia fransplantatu, ako je zrejmé z krivky 4 obrézku 1. Prezi-
tie transplantatu je v priemere vysSie ako 50 dni.

Priklad 5

Opakuje sa postup z prikladu 4 s tym rozdielom, Ze po-
dévanie faktora kobrieho jedu bolo prerusené po 28 diioch
po transplanticii. Priememé preZitie transplantitn bolo
vidsie ako 100 dni. Dve zvierata boli usmrtené 103. a 105.
defi a histologické vySetrenie transplantitov preukazalo
normalnu srdcovii stavbu. Zvyiné krysy s funkénym srd-
com Skrecka preZivali viac ako 5 mesiacov.

Priklad 6 (porovnavaci priklad)

20 krys dostalo skretkove srdce podPa protokolu pri-
kladu 1. Boli o$etrené cyklosporinom A ako je opisané v
priklade 2 a navyse im bol podany ENDOXAN cyklofos-
famid 1. p. (20 mg/kg) defi pred transplantaciou (defi - 1) a
def 2 po transplantdcii. (Vyraz ENDOXAN je ochranna
znamka cyklofosfamidu, ktory je inhibitorom produkcie
protildtok). Srdcia Skregkov boli rejektované, ako ukazuje
krivka 5 na obr. 2. Pozorovana oddialena rejekcia, v ktorej
bolo oddialenie vysledkom kritkej terapie cyklofosfami-
dom, simuluje oddialeny rejekciu xenotransplantétu, zod-
povedajicu neadekvatnym imunosupresivnym protokolom.

Priklad 7

Pat’ krys bolo o3etrenych ako v priklade 6, ale navyse
boli krysy oSetrené ako v priklade 4 faktorom kobrigho jedu
odo dila 7. OSetrenie faktorom kobrieho jedu trvalo 14 dni.
Vsetky zvierata boli ochranené pred rejekciou, ako je zrej-
mé z krivky 6 obrdzku 2.

PATENTOVE NAROKY

1. PouZitie inhibitora komplementu a imunosupresoru s
cyklosporinu A podobnou aktivitou na pripravu &inidla ale-
bo ¢inidiel na podporu preZitia alotransplanttu, alebo si-
hlasného xenotransplantatu, alcbo na ochranu pred rejek-
ciou; kde uvedené preZitie alotransplantatu alebo ochrana
pred rejekciou sa vztahuje na alotransplantat, ktory nie je
hyperakutne rejektovany.

2. Pouzitie inhibitora komplementu na pripravu ¢inidla
alebo Cinidiel na podporu preZitia alotransplantatu, alebo
sihlasného xenotransplantitu, alebo ochrany pred rejek-
ciou u prijemcu transplantatu liecteného imunosupresorom s
cyklosporinu A podobnou aktivitou, kde sa uvedené pre7i-
tie alotransplantatu alebo ochrana pred rejekciou vzt'ahuje
na alotransplantét, ktory nie je hyperakitne rejektovany.

3. PouZitie podla naroku 1 alebo 2, kde inhibitor kom-
plementu inhibuje tak klasicki, ako altemnativnu drahu ak-
tivacie komplementu.

4. Poutitie podla ktoréhokofvek z predchadzajucich
narokov, kde inhibitor komplementu zahffia MCP, DAF,
alebo protilatku proti C3.

5. Poutitie podla néroku 1, alebo naroku 2, kde inhibi-
tor komplementu zahifia molekulu, kiord vytvara stabilny
komplex s taktorom Bb, ked” tento komplex je rezistentny
proti normalnym regulaénym mechanizmom.

6. PouZitie podla ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 3, kde
inhibitor komplementu zahtiia faktor kobrieho jedu.

7. Pouzitie podfa ktoréhokolvek z predchadzajicich
ndrokov, kde imunosupresorom s cyklosporinu podobnou
aktivitou je cyklosporin alebo eikosanoid.

8. Pouzitie podla naroku 7. kde imunosupresorom je
cyklosporin A.

9. PouzZitie podla naroku 7, kde imunosupresorom je
FK 506.

10. PouZitie podl'a ktoréhokol'vek z predchadzajtcich
narokov, kde inhibitor komplementu a imunosupresor s
cyklosporinu podobnou aktivitou si na simultdnne, sepa-
rtne alebo sekvenéné podanie.

11. PouZitie podl'a ktoréhokolvek z predchadzajiicich
ndrokov, kde inhibitor komplementu a imunosupresor s
cyklosporinu podobnou aktivitou si poskytnuté vo forme
kitu.

1 vykres
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