Biologicka a krvetvorbu stimulujici aktivita

IMUNORu®

Uvod

V 50. letech prokazal prof. Lawrence pii studiu specifické bunécné imunity, Ze
tento typ imunity lze u lidi pfenést pomoci bun¢k — lymfocytl, ne vSak sérem
nebo plazmou, jak je tomu u protildtkového typu imunity. Pozd¢ji se podafil
pienos i homogendtem téchto bunck nebo faktorem, ktery se v prubéhu kratké
kultivace se specifickym antigenem uvolioval do bunécéné kultury. Latka,
prenasejici  reakci  specifické  imunity zimunizovaného darce na
neimunizovaného piijemce, dostala nazev transfer faktor (prenosovy faktor,
zkratka TF). TF byl plivodné pfipravovan dialyzou homogenatu krevnich a
tkanovych leukocyti a proto byl oznaCovan jako dialyzovany extrakt
leukocytii (zkratka DLE). Lze jej ovSem pfipravit také ultrafiltraci jako
ultrafiltrovany extrakt leukocytu (zkratka ULE). Bylo prokazéano, ze DLE a
ULE se neliSi ve své schopnosti piendSet bunéfnou imunitu (Arnaudov
Tziporkov 1996).

V pribéhu dalSich studii bylo zjisténo, Ze za pfenos bunécné imunity je
zodpovédna smés latek, které maji molekulovou hmotnost nizsi nez 10kD. Tento
objev byl zasadni. Tim, Ze TF je sloZzen pouze z nizkomolekularnich latek, je
dano, Ze tato latkova smés neobsahuje transplantacni antigeny, na které by mohl
organismus piijemce reagovat. Z t€hoz divodu nemohou byt obsahem TF ani
virové partikule. Nizkomolekuldrni smés latek, odpovédnd za pasivni pienos
bunécné imunity, nemtiZe byt v piijemci funkéné poskozena ani z néj vyloucena
alogenni nebo xenogenni transplantacni reakci. To znamend, Ze na jedné strané
muZe mit pfenesend imunita dlouhodobé trvani a na strané druhé 1ze uskutecnit

1 mezidruhovy (xenogenni) pfenos.



Prvé prace s TF a také vétSina klinickych aplikaci TF pouzivaly jako
vychozi surovinu pro jeho piipravu homologni leukocyty lidské krve (Lawrence
1976, Pekarek a spol. 1986, 1991, 1993, Kirkpatrik a spol. 1983). Pozitivni
lécebné vysledky byly vSak popsdny také pii pouziti TF zhotoveného ze
splenocytll mysi (Alvarez-Thull a Kirkpatrick 1996, Raise a spol. 1996), bovinni
krve (Huo Baolai a Wu Jingxin 1991, Krej¢i a spol. 1991, Meduri a spol. 1996),
splenocytt vepit (Li Chong-Bi a spol. 1990) a kachni krve (Liu Kui a Liu Wen,
1990). S ohledem na skuteCnost, Ze vétSinu aktivit TF lze prenaSet mezi
jednotlivymi ZivociSnymi druhy vcetné Clovéka (Klesius a spol. 1987, Wilson a
Fort 1987), poskytuji TF pfipravené z leukocytl krve zvitat §irsi zdkladnu pro
pripravu 1éCivych substanci této skupiny pro aplikaci v humédnni mediciné
(Arnaudov a Tziporkov 1996, Chen De-yuan a spol. 1991, Pekarek 1993, Raise
a spol.1996, Meduri a spol. 1996).

Béhem studii riznych typti imunomodulaénich vlastnosti latek této
skupiny doSlo posléze k ustdleni terminologie v tom smyslu, Ze ndzev transfer
faktor (TF) je v soucasnosti pouZivan pievazné¢ pro skupinu prepariti,
piipravenych specifickou imunizaci, zatimco pro dialyzaty c¢i ultrafiltraty
leukocytl zdravych jedinci jsou pouZzivany terminy dialyzovany leukocytarni
extrakt (DLE) nebo ultrafiltrovany leukocytarni extrakt (ULE). V dalSim
textu se budeme podrobnéji zabyvat prdvé posledné zminénymi preparéty,
pochdzejicimi od zdravych jedinc.

DLE a ULE jsou, jak jiz bylo vySe uvedeno, smési latek, a jsou tudiz
definoviny pouze svou molekulovou hmotnosti (<10 kDa), nikoliv chemicky.
Do dnesSniho dne byla v DLE a ULE prokdzana ptitomnost ptiblizné¢ 200
ruznych latek. Ur€itym problémem ziistava to, Ze doposud nebyly v této smési
definovany latky, které jsou pifimo zodpovédné za biologické ucinky a klinické
uspéchy preparatl. V oblasti znalosti efektli je ddle nutno podrobnéji zmapovat

bohaté spektrum ucinnosti DLE a ULE.



V Ceské republice se pouzivd v klinické praxi jednak dialyzovany
leukocytdrni extrakt (DLE) lidskych leukocyti, ~IMMODIN® (vyrobce
SEVAC, a.s.), jednak ultrafiltrovany leukocytarni extrakt (ULE) leukocytl
vepitt IMUNOR® (vyrobce ImunomedicA, a.s.). Klinické aplikace IMODINu®
shrnuli Pekdrek a spol. (1996). Jednou z nespecifickych aktivit IMODINu® je
jeho krvetvorbu stimulujici aktivita (Barnet a spol. 1991, Vacek a spol. 1993,
1997, 2000). Predmétem studie prezentované zde bylo ovétfeni krvetvorbu

stimulujici aktivity ultrafiltratu leukocyti krve vepit - IMUNORu®.

Material a metody

Yo 4

Pokusnymi zvifaty byly samice myS$i ICR ve stafi 8-12 tydni.
Experimenty byly uskutecnovany v souladu se zdkony a vyhlaSkami na ochranu
zvitat a schvileny Resortni odbornou komisi Akademie véd CR.

Testovanym prepardtem byl IMUNOR®. IMUNOR® je lyofilizovany
ultrafiltrdt homogendtu desintegrovanych bilych krvinek zdravych vepiu.
Tabletovy materidl IMUNORu®s G¢innou litkou 10mg Transferedi factor
suillus je doddvén v jedné lahvicce. Jako rozpoustédlo je doporucena pitna voda.
Latka je urena pro humdnni perordlni aplikaci. Jedna tableta obsahuje
ultrafiltrat z2 x 10" leukocytd. Pro experimentdlni tcely byl IMUNOR®
rozpustén ve sterilni destilované vodé¢ kratce pied pouzitim a urCené mnozstvi
latky bylo in vivo aplikovdno intraperitonedlné (i.p.) v objemu 0,2 ml.,
nitroziln€ (i.v.) v objemu 0,2 ml nebo perorilni sondou (p.o) v objemu 0,4 ml. In
vitro byl IMUNOR® piiddvian do media pro kultivaci krvetvornych bunék
metodou tkdnovych kultur v koncentraci 2 ng/ml.

Toxické ticinky IMUNORu® byly zjistovany po i.v. nebo i.p. injekci.
Bylo zaznamenavano chovani a uhyn zvifat do 3. dne po aplikaci. Jelikoz
v §irokém rozmezi pouZitych divek IMUNORu® nebyly po i.p. ani i.v. aplikaci

zjiStény dhyny ani zmény v chovini mysi, ucinek p.o. aplikace nebyl zjistovan.



Krvetvorbu stimulujici efekty IMUNORu® byly testovdny souborem in
vitro a in vivo metod. Obéma uvedenymi piistupy byla zjiStovdna schopnost
IMUNORu® ovliviiovat proliferaci a diferenciaci krvetvornych progenitorovych
bun€k pro granulocyty a makrofigy (GM-CFC): a) metodou kultivace ve
tkanové kultufe bylo stanovovano mnozstvi GM-CFC v Kkostni dieni femuru
mysi, jimZ byl poddvin IMUNOR®, b) stejnou technikou byla testovana
schopnost IMUNORu® samotného nebo séra mysi, jimz byl IMUNOR®
aplikovan, indukovat proliferaci GM-CFC normélni, neovlivnéné kostni dfen¢.
V téchto pokusech se vyuzivala schopnost GM-CFC vytvétet ve vhodném in
vitro prostiedi makroskopické kolonie bunék diferencujicich se ve sméru
granulocytll a makrofagli. Experimenty popsané ad b) byly postaveny ve dvou
variantdch. V prvni varianté byla testovana schopnost indukce proliferace GM-
CFC samotnym IMUNORem® nebo samotnym sérem po aplikaci IMUNORu®,
t.j. bez pfitomnosti dalSich krvetvorbu stimulujicich faktora; takto byly ziskdny
informace o parametru, oznacovaném jako kolonie stimulujici aktivita (CSA).
Ve druhé varianté byly IMUNOR® nebo sérum mysi, jimZz byl aplikovan
IMUNOR®, piiddvany ke kulturdim bunék kostni dieng, obsahujicim rovn&z
dalSi krvetvorbu stimulujici faktor, nejCastéji interleukin-3 (IL-3); tento dalsi
faktor byl v kulturach obsaZen v suboptimdlni koncentraci (tficetiprocentni
koncentraci ve srovndni s koncentraci, vyvoldvajici maximélni efekt), aby bylo
moZno posoudit, zda IMUNOR® & sérum po aplikaci IMUNORu® jsou
schopny potencovat ucinek dalStho faktoru; takto byl ziskdn parametr,
oznacovany jako kostimula¢ni aktivita (CoSA). Pouzité hematologické metody

jsou detailné popsany v praci Vacka a spol. (2002).

Vysledky
Toxicita IMUNORu®
Vysledky uvedené v Tab. 1 dokumentuji, Ze v Sirokém rozsahu divek

IMUNORu® (5,0 mg/kg a7z 480 mg/kg, tj. 0,125 mg/my$ az 12 mg/myg)



nedochizelo do tiettho dne k dhynu mysi po i.v. ani ip. aplikaci. Uginky
aplikace p.o. nebyly vzhledem k tomuto nalezu a vzhledem k vysoké spotiebé
testované substance pii dalSich pfipadnych experimentech ovéfovany.
V pritbéhu pokusti nebyly rovnéz zjistény Zadné zmény v chovani mysi. Lze

tedy konstatovat, 7 IMUNOR® je prakticky netoxicky.

Tab.1 Uhyn mysi do 3 dne po nitroZilni (i.v.)a intraperitonealni (i.p.)
injekci IMUNORu®

Davka i.v. injekce i.p. injekce

IMUNORu® podino pieZilo % podano prezilo %

(mg/mys)
0.125 3 3 100 3 3 100
0.250 3 3 100 3 3 100
0.500 3 3 100 3 3 100
1.00 3 3 100 3 3 100
3.00 3 3 100 3 3 100
6.00 3 3 100 3 3 100
9.00 3 3 100 3 3 100
12.0 3 3 100 3 3 100

Krvetvorbu stimulujici aktivita IMUNORu®
Schopnost IMUNORu® indukovat proliferaci progenitorovych bunék pro
granulocyty a makrofdgy (GM-CFC) kostni diené in vitro

IMUNOR®, pfidany v riznych koncentracich in vitro k suspenzi bunék
normdlni, t.j. neovlivnéné mysi kostni dien¢ v kultufe, kterd neobsahuje dalsi
krvetvorbu stimulujici faktor, nebyl schopen samostatné stimulovat proliferaci
GM-CFC a nevykazoval tedy stimulacni aktivitu (CSA).

Byl-li viak IMUNOR® piidin ke kultufe bunék, obsahujici rovnéz

suboptimdlni koncentraci IL-3, zvySoval pocty kolonii vznikajicich proliferaci



GM-CFC nad droven ucinku samotného IL-3 (obr.1).

Obr. 1. Efekt kombinovaného pusobeni IMUNORu a IL-3
na GM-CFC mysi kostni drené in vitro
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Zluty sloupec: efekt samotného IL-3. Zelené sloupce: efekty kombinovaného
ptisobeni IL-3 a piislusné koncentrace IMUNORu®.

Tyto vysledky prokazuji kostimula¢ni aktivitu (CoSA) IMUNORu® na
proliferact GM-CFC mysi kostni dfené. Statisticky vyznamné (P<0,01) zvySeni
poétu  GM-CFC v piitomnosti IMUNORu® ve srovnani s kulturami
obsahujicimi pouze IL-3 bylo pozorovéno u koncentraci IMUNORu® v rozsahu

10 ng/ml - 20 pg/ml.

Schopnost IMUNORu® indukovat proliferaci progenitorovych bunék pro
granulocyty a makrofdagy (GM-CFC) kostni diené in vivo
Stanoveni CSA: Pokusnym zvifatim byl poddn IMUNOR®. V uréenych

intervalech po aplikaci IMUNORu® byl proveden odbér krve a piipraveno
sérum, u kterého byla in vitro zjiStovana schopnost ovlivnit proliferaci GM-
CFC, projevujici se tvorbou kolonii bunék, bez pritomnosti dalSiho krvetvorbu
stimulujictho faktoru. Kontrolni sérum mySi ovlivnénych pouze injekci
fyziologického roztoku nestimulovalo po ptfidini do kultivatniho media
suspenze bunék kostni drené tvorbu kolonii, vznikajicich proliferaci GM-CFC.

Sérum od mysi odebrané v riiznou dobu po peroralni aplikaci 1 mg IMUNORu®



a prfidané do suspenze bun€k kostni dien¢ neobsahujici dal$i krvetvorbu
stimulujici faktor, indukovalo tvorbu kolonii, vznikajicich proliferaci GM-CFC
t.j. vykazovalo CSA. Tvorba kolonii byla pozorovdna jiz po pfidani sér

odebranych v celém sledovaném intervalu mezi 3 a 20 hod po aplikaci (obr. 2).

Obr. 2. Kolonie stimulujici aktivita séra mysi po podani
IMUNORu-casova zavislost
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Na obr. 3 je uvedena davkova zdvislost poctu vytvofenych kolonii,
vznikajicich proliferaci GM-CFC, po pfidani séra mysi, odebraného za 6 hod
po p.o. aplikaci riizného mnozstvi IMUNORu®, ke kultufe bunék mysi kostni
dfeng. Jako kontrola bylo pouzito sérum od mysi, kterym bylo podéno 0,4 ml
fyziologického roztoku (PBS).



Obr. 3. Kolonie stimulujici aktivita séra mysi po podani
IMUNORu-davkova zavislost
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Vysledky dokumentuji nejvyssi stimulaéni ti¢innost (CSA) séra po aplikaci
IMUNORu® pii ddvce 1 mg/my$ (40mg/kg ). Tato ddvka IMUNORu® byla
proto pouzita jako zdkladni davka pro studium krvetvorbu stimulujici aktivity
IMUNORu® in vivo (viz kapitola Vliv IMUNORu® na poéty progenitorovych
bunék pro granulocyty a makrofagy (GM-CFC) v kostni dfeni).

Stanoveni CoSA: Pod4ani IMUNORu®, odbéry krve a piiprava séra byly

provedeny, jak je popsdno v odstavci Stanoveni CSA. Schopnost ovlivnit
proliferaci GM-CFC v3ak byla v tomto piipadé testovana v kulturdch kostni
diené, obsahujicich rovnéz IL-3 ve suboptimalni koncentraci. Vysledky jsou
shrnuty na obr. 4. Sérum od mys$i odebrané v intervalu mezi 3 a 12 hod po
injekci 1 mg IMUNORu®, statisticky vyznamné (P<0,01) zvy$ovalo podty
kolonii, vznikajicich proliferaci GM-CFC, ve srovnéni s kontrolnimi kulturami

obsahujicimi pouze IL-3 .



Obr.4 Kostimulaéni aktivita séra po podani
IMUNORu

200 -
180 - =
160 -
140 - -
120 -
100 -
80 -

v

fené

kostni d
.I

40 -
20 -

GM-CFC /100000 bunék

IL-3 3h 6h 12h 20h
Doba po podani IMUNORu

Vliv IMUNORu® na poéty progenitorovych bunék GM-CFC v kostni

dieni: Pokusnym mysim byl poddn IMUNOR® p.o. nebo i.p. v divce 1 mg.
Kontrolni zvifata dostala fyziologicky roztok. Kromé pocti GM-CFC byla také
zjistovana celkovd bunéCnost kostni diené¢ femuru. Za 24 hod. po podani
IMUNORu® bylo nalezeno mirné zvyseni bun&énosti kostni diené a statisticky
vyznamné (P<0,01) zvySeni poCtu GM-CFC v kostni dfeni femuru pokusné
skupiny mysi, a to jak v ptipad¢ p.o., tak i1.p. aplikace. Vysledky jsou shrnuty
v tab. 2.

Obr. 5 ilustruje Casovou provazanost mezi CSA séra a nariistem poctu
GM-CFC v kostni dfeni po p.o. aplikaci IMUNORu®. V prvé fizi, 6 az 12 hod
po podani IMUNORu® dochdzi ke zvyseni CSA séra. Poté navazuje druhd fize
krvetvorbu stimulujicich efektt IMUNORu®, kdy 24 hod po jeho podani
vrcholi nérist po¢th GM-CFC. Vzhledem k tomu, Ze GM-CFC piedstavuji zdroj

diferencovanych funk¢énich bunék — granulocytii a makroféagi,



Obr. 5. Kolonie stimulujici aktivita séra a pocty
GM-CFC ve femuru po podani IMUNORu
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(modra kiivka: pocet GM-CFC v kostni dieni femuru; Cervena kiivka:

kolonie stimulujici aktivita séra )

které maji nezastupitelnou dlohu v fad¢ imunitnich funkci, pfedstavuje narist

poéti GM-CFC dileZity efekt terapie IMUNORem®.

Tab. 2. Bunécnost kostni drené-femuru- a pocéty GM-progenitori ve
femuru u normalnich-neozarenych mysi (n= 5 zvirat)

Buné&&nost kostni diend (x 10°) GM-CFC /femur (x 10°)
% zvySeni % zvySeni
Kontrola 10.20 = 0.2 - 9.75 + 0.21 -
IMUNOR 24 hod
p.o. 94 +0.10 107 29.32 +0.10% 286
i.p. 10.23 £ 0.02 117 36.49 + 0.06" 355

? — prislu$na hodnota je statisticky vyznamné (P<0,01) vyssi ve srovnani
s hodnotou kontrolni



Kostimula&ni vliv IMUNORu® na krvetvorbu stimulujici aktivitu ruznych

cytokind in vitro: IMUNOR® byl v §irokém spektru koncentraci testovén

Obr.6. Kostimulacni aktivita IMUNORu pri
kombinovaném pusobeni s G-CSF
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(Zluty sloupec: efekt samotného G-CSF (0,5 pg/ml); zelené sloupce: efekty
kombinovaného pasobeni 0,5 upg/ml G-CSF a piislusnych koncentraci
IMUNORu®

z hlediska schopnosti potencovat efekty granulocytdrniho kolonie stimulujiciho
faktoru (G-CSF), pfitomného v kultufe v koncentraci 0,5 ug/ml, na GM-CFC
normdlni, neovlivnéné kostni dien¢ in vitro. Vysledky, které ukazuje obr. 6,
dokumentuji schopnost IMUNORu® zvySovat podty kolonii, vznikajicich
proliferaci progenitorovych bunék GM-CFC, indukované stimulaénim uc¢inkem
G-CSF, s maximem uc¢innosti v rozsahu koncentraci 2 az 200 ng/ml.

Na obr.7 je uveden kostimulaéni i¢inek IMUNORu® (2ng/ml) na indukci
tvorby kolonii, vznikajicich proliferaci progenitorovych bunék pro granulocyty
a makrofdgy (GM-CFC), suboptimdlnimi koncentracemi riznych cytokint, a to

interleukinu-3 (IL-3), stem cell faktoru (SCF), granulocytarniho/makrofagové-



Obr.7. Kostimulaéni aktivita IMUNORu pri
kombinovaném pusobeni s IL-3,SCF,GM-CSF a G-
CSF

rené

d

GM-CSF/ 100000 bunék kostni

G-CSF

(modré sloupce: efekty samotnych krvetvorbu stimulujicich faktort
v suboptimélnich koncentracich; fialové sloupce: efekty kombinovaného
ptisobeni IMUNORu® (2 ng/ml) a piislusnych faktord)

ho kolonie stimulujictho faktoru (GM-CSF) a granulocytdrniho kolonie

stimulujiciho faktoru (G-CSF).

Zavér

Uvedené  vysledky dokumentuji zvySeni proliferacni aktivity
progenitorovych bunék pro granulocyty a makrofagy (GM-CFC) v kostni
dieni mysi, kterym byl aplikovdan i.p. nebo p.o. IMUNOR®. V séru
pokusnych zviiat se po podani IMUNORu® schopnost zvysovat proliferaéni
aktivitu drenovych GM-CFC a indukovat tak tvorbu makroskopickych

kolonii krvetvornych bunék. IMUNOR® samotny i séra mysi, jimZ byl



IMUNOR® podin maji kostimula¢ni aktivitu in vitro, t.j. schopnost
potencovat ucinek riznych krvetvorbu stimulujicich faktora (IL-3, SCF,
GM-CSF a G-CSF) na tvorbu kolonii, vznikajicich proliferaci GM-CFC.
ZvySeni po¢ti progenitorovych bunék pro granulocyty a makrofagy (GM-
CFC) v kostni diteni pokusnych zvitat, jimZ byl podin IMUNOR®, miiZe
tato zvirata cinit odolnéjSimi proti piisobeni myelotoxickych faktori,
jakymi jsou napiiklad ionizujici zaieni nebo cytostaticka terapie. Tato
zjisténi maji rovnéz Kklinicky vyznam, protoZe upozornuji na indikacni
moZnosti pro podani IMUNORu® v situacich poskozené krvetvorby a
imunitniho systému, spojenych s rizikem obtizné zvladatelnych infekcnich

stavu.
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