Ilja Trebichavsky

Cytokiny a biologicka lécba

Fenomenalni vitéz Tour de France americky zavodnik Lance Armstrong se
14. ledna 2013 vefejné piiznal k dopingu erytropoetinem poté, co vSechna jeho
vitézstvi byla anulovana. Co je to za latku, ktera udélala z ¢lovéka, jez prodé-

v vy

té? Erytropoetin je cytokin. Pokusme se objasnit, co to jsou cytokiny a proc
maji takovy icinek na nase télo. Buriky lidského téla spolu neustale komuniku-
ji. Je to nutné pro sladéni jejich aktivit a pro spravnou funkci vyssich struktur —
tkani, organu i celého organismu. Signély vychazejici z bunék ridi jejich rist,
zrani, funkci i smrt, oznamuji poskozeni, fidi imunitni reakci i obnovu tkani
(viz také Ziva 2013, 2: 50-53). VSechny tyto signaly jsou neseny malymi protei-

ny, které se nazyvaji cytokiny.

Vnitini prostfedi organismu se udrzuje
v dynamické rovnovaze (homeostaze), kte-
rou zajistuji hormony. Ty ptisobi systémo-
vé a propojuji nervovy a imunitni systém.
Komunikaci jednotlivych bunék a syn-
chronizaci jejich aktivit vsak zprostfedkuji
cytokiny, které se vyskytuji v daleko men-
$ich koncentracich nez hormony, a proto
byly objeveny mnohem pozdéji. Zatimco
hormony ptisobi v séru v nanomolarnich
hladinach (10° mol/l), cytokiny se vysky-
tuji v tisickrat mensich pikomolarnich
mnozstvich (1072 mol/l). Kratkodobég se
muze koncentrace cytokint zvysit i sto-
nésobné, ale opét se snizi. Méfit mizivé
koncentrace nékterych cytokinti je velmi
obtizné. Plivodné se stanovovaly biologic-
kym t¢inkem na buiiky v tkdnové kultute.
V soucasné dobé se jejich koncentrace
v séru a jinych télnich tekutinach mé# cit-
livou metodou ELISA (protildtkami zna-
¢enymi enzymem peroxidézou), ptipad-
né se stanovuje genovy piepis cytokint do

mediatorové RNA metodou reverzni tran-
skripce a polymerdzovou fetézovou reak-
ci v redlném Case nebo se jejich tkaové
rozmisténi sleduje imunohistochemicky —
barevnymi reakcemi v mikroskopii tkéio-
vych Fezi.

Hormony jsou produkovany urcitymi
burikami s vnitini sekreci nebo v uréitych
endokrinnich organech. Naproti tomu cyto-
kiny vznikaji prakticky ve v8ech jadernych
burikach. Napt. buriky kize si mezi sebou
vymeénuji cetné cytokinové signaly a tvo-
¥ Zivy povrch nageho t&la. Uginek cytoki-
nt neni tak jednoznaény jako u hormont.
Podobné tomu, co plati v kvantové fyzice
pro chovani ¢astic, je i pro cytokiny typic-
ka vysokd neurcitost. Je to jejich pleiotro-
pie, coZz znamend4, Ze tyZz cytokin Gc¢inkuje
odlisné v rizném case, misté a bunécném
typu (napf. cytokin TGF beta — transformu-
jici rastovy faktor beta — je nejdiive signa-

vvvvv

ziva.aver.cz

ce — kazdy cytokin muiZe byt ve své urcité
funkci nahrazen mnoha jinymi cytokiny.
Pfes tuto nejednoznacnost, viudypiitom-
nost a kratkodobost i¢inku je cytokinova
odpovéd vétsinou robustni. MiZzeme Fici,
Ze bez cytokintt by mnohobunééni Zivo-
¢ichové nedokazali ovladat své téla jako
jedinou strukturu — byl by to orchestr bez
dirigenta. Zatim zndme dobfe cytokiny jen
desitky savct — asi tisicovku molekul.

Cytokiny se vazou velmi specificky
a pevné na membranové receptory, které
spoustéji signalizaci v cytoplazmé a tu
prenaseji do bunécného jadra, kde docha-
zi k ptepisu pfislusnych gent. Kone¢nym
vysledkem je produkce urcitych latek,
presun, mnozeni nebo p¥ipadné jiné pro-
jevy bunék, pfi nichZ cytokiny ptsobi jako
mediatory pfirozené imunity a zanétu,
krvetvorby, fagocytézy &i aktivace, prolife-
race, diferenciace a smrti T a B lymfocy-
tl specifické imunity.

Z historie
K objevu prvniho cytokinu doslo v Anglii
. 1957, kdy Alick Isaacs a Jean Lindemann
zjistili, Ze buriky tkanové kultury po infek-
ci viry vylucuji do média latku, ktera bra-
ni (interferuje) nové virové infekci. Latka
byla nazvana interferon. Dnes je zndmo,
7e interferonti je celd fada a oznacuji se
feckymi pismeny. Teprve r. 1972 byl popsén
druhy cytokin, ktery byl pozdé&ji nazvan
interleukin 1. V sou¢asné dobé& zname jiz
38 interleukinti oznac¢ovanych IL-1 az IL-38.
Kromé interferonti a interleukini patii
mezi cytokiny ristové faktory (Growth
Factor — GF), faktory nekrotizujici nadory
(Tumor Necrosis Factor — TNF), diferen-
cia¢ni faktory (Colony Stimulating Fac-
tor — CSF, erytropoetin ¢ili EPO, trombo-
poetin), nebo faktory bunééné migrace
chemokiny. U ¢lovéka bylo popsano vice
neZ 100 cytokini. Jednou z velkych roli
cytokint je Fizeni imunity a boj s infek-
¢nimi ¢initeli — patogennimi bakteriemi,
viry, houbami, prvoky, plosténci a hlisty.

Dezinformace v imunitnim systému
Vzhledem k tc¢innosti cytokind vyuzivaji
patogenni mikroorganismy cytokinové
interakce k podvratnym mechanismim
a manipulujf s imunitni odpovédi svého
hostitele. Je to informacni vélka, v niz viry
uplatiiuji geny, jez kéduji cytokiniim po-
dobné latky a které se nazyvaji virokiny.
Rada lidskych herpesvirt (nap¥. virus
infekéni mononukleézy) nese geny pro
homology interleukini 10 a 6, cytokintd
regulujicich imunitu. Velké viry nestovic
(poxviry) maji geny pro homology chemo-
kint, coz jsou cytokiny, které mohou na
napadené misto pfivolat imunitn{ buiky.
Antivirovou odpovéd pak snizuji homo-
logy interleukinu 1 a receptort pro inter-
ferony. Je samoziejmé, Ze napadené bunky
produkci téchto nefunkénich virovych
cytokini zcela rozvrati imunitu. V8ak také
herpesviry, viry oparu, mononukleézy a dal-
$ich onemocnéni vyuzivaji nejdimyslné;jsi
strategie k podminovéni lidské imunity.

1 Interleukin 8 — cytokin, ktery hraje
vyznamnou dlohu proti bakterialnim
infekcim. Na obr. je prokazéan fluorescenci
v epitelu tenkého stfeva p¥i salmonelové
sepsi. Zvétseni 300x
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2 Prikaz tumor nekrotizujiciho faktoru
alfa (TNF alfa) v lymfocytech uzliny
stfevniho okruzi (p¥ichycuje stievo

k brisni sténé) pii salmonelové sepsi
(tmavé zbarveni). Zvéteni 1 000x

3 Plicni intersticium (vmezefend tkan
tvofena rfidkym vazivem) pfi sepsi —
cytoplazma bunék zanétu je v fezu
zbarvena Cervené imunohistochemickou
reakci prokazujici zanétové cytokiny.
Zvétseni 200x

4 Bakterie na fasinkach stfevni buiky.
Normélni stfevni mikrofléra tlumi pro-
dukci zanétovych cytokinti, které indu-
kuji patogenni mikroby. Snimek z elek-
tronového mikroskopu, zvétseni 20 000x
5 Makrofag z povrchu nitrodélozniho
téliska Dana. Cytokin TNF alfa je proké-
zan v cytoplazmé buriky fluorescenci.
TNF alfa vyvolava chronicky zanét,
ktery snizuje pravdépodobnost
otéhotnéni. Zvétseni 3 000x

6 Alarminy p¥i salmonelové sepsi

jsou prokazany zlutym zbarvenim fezu
tkani v imunofluorescenci. Na toto
smrtelné onemocnéni umiraji v Africe
ro¢né miliony lidi. Zvétseni 200x.
Snimky I. Trebichavského

Odhaduje se, ze 8 lidskych herpesviri je
pri¢inou celkem 30 miliard soutasnych
infekci, to znamena, Ze kazdy ¢lovék na
nas{ planeté byl nékolikrat v zivoté, ale
nejspis uz brzy po narozen{ infikovén né-
kolika riznymi herpesviry. Na pamatku
po nich mu zistal trvaly zapis jejich gent
v genomu nékterych neuront nebo bilych
krvinek. Sta¢i sebemensi stres a viry se
probudi z latentniho stavu a z informace
se stanou infekéni partikule, které vyvolaji
napf. opar na rtu. Nicméné ¢asny styk v zi-
voté s témito viry je vyznamny pro trénink
naseho imunitniho systému, a lidé, ktef{
se setkaji s prvnimi herpesviry az v dospé-
losti, maji s imunitou velké problémy.

Kromé tvorby homolognich cytokina
dokaZzou viry potlacovat tvorbu nékterych
cytokint v hostitelské burtice. V nasi labo-
ratoii jsme ukéazali, Ze prase¢i PRRS virus
(Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome virus; v americkém zemé&délstvi
pusobi ztraty pil miliardy dolart ro¢né)
zcela potlaci tvorbu antivirového interfe-
ronu alfa v bunikéch, které by jinak pomoci
tohoto interferonu PRRS viry zlikvidovaly.
Naopak nékteré cytokiny podporuji mnoze-
ni vird, napf. TNF alfa tvorbu HIV.
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Cytokiny jako léky

Cytokiny jako diferencia¢ni faktory ovliv-
fiuji vyzravani krvetvornych bunék do
urc¢itych bunéénych linii. Zrani cervenych
krvinek ovliviiuje erytropoetin (EPO). Ten-
to cytokin je dobfe zndm z dopingovych
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afér ze sportt, jez vyzaduji dlouhodobou
zatéz, jako napf. biatlon, triatlon, cyklistika
¢i dlouhé traté bézct a chodct. Nejzna-
mé&js$im piikladem zneuziti erytropoetinu
je nyni pfipad cyklisty Lance Armstronga.
Dalsi velkou aférou byl doping zlatého
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medailisty na 50 km chtize Alexe Schwa-
zera, ktery vytvoril v Pekingu novy olympij-
sky rekord. Také tento vykon byl ovlivnén
erytropoetinem. Podstatou jeho t¢inku je,
ze vétsi mnozZstvi cervenych krvinek doda-
va svalim vice kysliku.

Z diferencia¢nich faktorti nasel uplat-
néni v mediciné zejména GM-CSF (faktor
stimulujici zrani granulocytt a makrofa-
gi), ktery se pod generickym nazvem sar-
gramostim a obchodnim ndzvem Leukin
pouziva ke zvyseni poctu bilych krvinek
po chemoterapii p¥i 1é¢bé akutni myeloid-
ni leukémie a po transplantaci kostni die-
né. Dalsi cytokin interferon alfa slouz{ pii
lé¢bé nékterych virovych onemocnéni,
kupt. hepatitidy C a nékterych nadorovych
onemocnéni.

Lécba cytokiny je velmi nakladné a pro
své vedlejsi ucinky predstavuje velka rizi-
ka. Mnohem nadéjnéjsi je anticytokinova
terapie nékterych zénétlivych onemocné-
ni, u nichz se cytokinové regulace vymkla
z normalu a kde lze sniZzenim $kodlivé
vysoké koncentrace cytokinti zmirnit ohro-
zeni pacienta. Samozfejmé je tato bio-
logicka lécba pouze podptrnd, do¢asna
mocnéni.

O tom, Ze cytokiny fizenim zanétu za-
sahuji vlastné do pribéhu kazdé infekeni
nemoci, nddorového onemocnéni nebo
alergie pojedndvaji nésledujici fadky.

Jak vznika horecka?

Ve 40. letech minulého stol. si védci v§im-
li, Ze sekret bunék vyplachnutych z bfis-
nf dutiny krélikd a injikovany do krevntho
obéhu vede ke zvyseni télesné teploty.
Bylo to proto, Ze sekret obsahoval cytoki-
ny, které vyvolavaji horecku.

Horecka je vysledkem dc¢inku nékolika
zanétovych cytokint. Patfi k nim inter-
leukiny 1 a 6, faktor nekrotizujici nadory
(TNF alfa), cilidrni neutrotroficky faktor
(CNTF) a interferon alfa. Tyto cytokiny
jsou produkovény bilymi krvinkami, cév-
ni vystelkou, nékterymi pojivovymi buii-
kami a podpirnymi buitkami nervové sou-
stavy nejen pii infekci, ale i pfi poskozeni,
niddorovém onemocnéni nebo vpraveni
uréitych jedt do téla. Cytokiny pronikaji
do mozku v mistech, kde jim nebrani krev-
n{ bariéra, vyvolaji tam tvorbu dals{ sig-
nalni latky zanétu — prostaglandinu E,
a ten pomoci neurohormoni ovlivn{ termo-
regula¢ni centrum mozku v hypotalamu
a pfestavi je na vyssi télesnou teplotu. Té
je dosazeno svalovym tfesem a aktivitou
drobnych bunéénych vyrobct energie —
mitochondrii. Jakmile p¥i¢ina reakce pie-
stane pusobit, cytokiny vymizi a central-
ni termostat se nastavi opét pod 37 °C. Po
dobu zvysené sérové koncentrace inter-
leukinu 1 citime nepfijemné privodni
jevy jako malatnost, nechutenstvi, ospa-
lost apod. Mnoho znamych chfipkovych
piiznaki — to, Ze ,nejsme ve své kazi“, je
pravé vysledkem aktivity zanétovych cyto-
kint, zejména interleukinu 1 a interferonu
gama.

Cytokinova boure zabiji

Vime uz, ze existuji cytokiny vyvoléavajici
horecku a zanét. Aktivuji bilé krvinky
k tomu, aby zabijely infekéni mikroorga-
nismy, zejména bakterie a viry. Nadmérna
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produkce cytokint v8ak ohroZuje zdravi.
Generuje vznik nebezpecnych toxickych
latek, které sice usmrti ve Zivé, ale sou-
¢asné i vlastni bunky. Pfi sepsi, coZ je roz-
sev patogennich bakterii v krevnim obéhu,
dochazi k cytokinové boufi, tedy k takové
koncentraci zanétovych faktord, p¥i niz
poklesne krevni tlak a selzou funkce Zivot-
né dtlezitych organt — ledvin, plic, srdce
nebo jater. UZ selhani dvou organt vede
pies veskerou lécbu ke smrti. Na sepsi
umird ve svété rocné nékolik milioni lidi.

Cytokinova boufe v plicich zapfi¢inila
smrt desitek miliond lidi na §panélskou
chifipku v letech 1918-19 a ukondila prv-
ni svétovou valku pro nedostatek zdra-
vych vojékt v némecké armads. Politickym
nésledkem této pandemie bylo vitézstvi
Dohody, zména mapy celé Evropy a vznik
novych statl véetns Ceskoslovenska.

Zanétové cytokiny se vyuzivaji také
v Zenské antikoncepci, nebot nitrodélozni
téliska vyvolavaji lokdlni zanét a tvorbu
pro plod toxického cytokinu TNF alfa
a prostaglandint produkovanych makro-
fagy v délozni dutiné.

Cytokiny jsou vinici alergii

Porucha cytokinové regulace imunitnich
odpovédi (interleukiny IL-4, IL-5, IL-9
aIL-13) je pfic¢inou bronchidlniho astmatu,
tézkého alergického onemocnéni dycha-
cich cest, které v soutasnosti postihuje
kolem 300 miliondt lidi, pfedevsim ve vy-
spélych zemich (v Americe, Evropé a Aus-
tralii). Cytokiny se zapojuji v patogenezi
a v prubéhu dalsich alergii jako lupénky
nebo ekzémt. Jestlize se u alergickych
onemocnéni uplatiiuji vy$si koncentrace
nékterych cytokint, je logické, Ze jejich
blokovéani by mohlo snizit projevy one-
mocnéni. Takové blokovani provedou anti-
cytokinové protilatky. Protilatky proti TH2
cytokinim — interleukintm, které byly
uvedeny u astmatu, jsou zatim v preklinic-
kych a klinickych zkouskach. U tézkych
forem lupénky se jiz pouziva ustekinumab
(mab na konci oznac¢uje protilatku), proti-
latka proti zdnétovym cytokintim IL-12/
IL-23. Tato biologické lécba vyzaduje vyso-
ké néklady (kolem 400 tisic korun ro¢né).
Je to dano tim, Ze vyvoj anticytokinovych
protilatek patfi k finan¢né velmi ndro¢nym.

Nadéje a zklamani z biologické 1écby

Biologicka lécba protilatkami a cytokiny
se nasazuje tam, kde dosavadni klasicka
lé¢ba nebyla dostate¢né tispésné. Cilem
této terapie jsou predevsim nespecifické
stfevni zdnéty, revmatické choroby, lupén-
ka a néktera nadorové onemocnéni. V bu-
doucnosti se tato lé¢ba pravdépodobné
roz$ifi na tézka alergickd onemocnéni.

Protilatka proti cytokinu RANKL (Recep-
tor Activator of Nuclear Factor kappa-B
Ligand) zvand denosumab sniZuje rozpad
kostn{ tkané. Pouziva se pro lécbu tézké
osteopordzy Zen po zavéru plodného obdo-
bi (v menopauze) s naklady kolem 10 tisic
korun ro¢né. Je také volbou pro terapii
nadort s metastidzami do kosti, zde se ale
ro¢ni ndklady na lé¢bu mohou vy$plhat
az na tfi ¢tvrté milionu korun.

Pro lécbu revmatické artritidy a Croh-
novy choroby (tézkého zanétlivého one-
mocnéni tlustého stfeva) se vyuzivé fada
protilatek proti TNF alfa jako infliximab,
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adalimumab nebo jeho inhibitoru (etaner-
cept) a dalsi 1éky, jako jsou blokétory IL-1
nebo protilatky proti receptoru IL-6. Frag-
ment protilatky proti vaskuldrnimu endo-
telidlnimu ristovému faktoru VEGF (rani-
bizumab — 1ék Lucentis), cytokinu, jenz
stimuluje rist cév, slouzi k 16¢bé fady na-
dorovych onemocnéni (napf. karcinomu
tlustého stteva) a v o¢nim lékatstvi pii de-
generaci makuly (Zluté skvrny). Prodeje
tohoto 1éku dosahuji jiz 8 miliard dolart
za rok a fadi se tak za prodeje blokatori
TNF (24 miliard dolart v r. 2011).

Biologicka lécba stoji jen v USA ro¢né
desitky miliard dolart. ProtoZe nédklady na
tuto lé¢bu neustale stoupaji, blizi se doba,
kdy nebudou zdravotnické systémy nikde
na svété schopny ji uhradit.

U biologické lé¢by plati vice nez kde
jinde, Ze kazdy pacient na ni reaguje indi-
vidudlné, takze Gspé&snost nelze pfedem
zaruc¢it. Mnohdy tato nakladné terapie
probiha dlouho bez pfiznivého efektu
a z finan¢nich dtivodd musi byt zastavena.
Samoziejmeé ji provazi fada nepi¥iznivych
vedlejsich uc¢ink, protoZe potlaceni urci-
té regulaéni slozky v cytokinové siti vede
k jejimu nahrazeni jinym faktorem, ktery
dosahne opét nepfiznivych koncentraci.
Jednim z nésledki 1écby protilatkami proti
zanétovym cytokindm je narust virovych
i bakteridlnich infekci, napt. ¢etnosti viro-
vé hepatitidy. Cytokinové vztahy jsou vel-
mi komplexni a zasahuji do nich i nedév-
no objevené faktory, o nichZ zatim mnoho
nevime.

Alarminy

Cytokiny zédnétu reaguji na bunééné po-
skozeni, které mize byt vyvolano infekci,
nadorovym onemocnénim, transplantac-
ni reakci nebo jinou pfi¢inou. Poskozeni
a usmrceni bunék ale signalizuji jesté dii-
ve faktory zvané alarminy. Pokud by se
podatilo pfetnout signaliza¢ni drahy po-
$kozeni na samém zacatku jiZ na trovni
alarmint, nedoslo by ke skodlivému na-
ristu zanétovych cytokini napf. u sepse.
Takovym alarminem je tfeba transkripéni
faktor HMGB-1 (High-Mobility Group Box),
ktery je znakem sepse. Tento nukledrni
faktor se uvoliiuje z jader poskozenych
bunék, kde provadi organizovani DNA, ale
jako volny faktor v mezibunééném pro-
stfedi pfedstavuje signal poskozeni bunék
a cytokin zesilujici zanét.

V nejblizsich letech ¢ekd biomedicinské
védy ukol naucit se celou fe¢ bunék a ne
jen jeji zavéretné fraze. Také se musime
dozvédét vice o pfirozeném zastavovani
zanétovych signald. Teprve pak budeme
schopni pfetnout bludny kruh, kde zédnét
usmrcuje dalsi a dalsi buiiky, jejichz alar-
miny zesiluji pribéh, az zhoubny chronicky
proces nelze zastavit.

Pozname-li celou cytokinovou sit regu-
laci, budeme schopni také ti¢inné kontro-
lovat zneuzivani téchto latek k dopingu.

Studie byla podporena instituciondlnim
zdmérem AVOZ50200510.

Ziva 3/2013



