Rekombindans
 hemopoetikus
A nivekedési faktorok

Gyogyszerészeti Biotechnologia eloadas



Szamonkeérés (év végi jegy kialakitasa)

Dolgozat az eléadasok alatt 2 alkalommal (11/03
és 12/08).

A dolgozatokban a megel0z0 eloadasokbal
teszunk fel 4 kerdest. Erre tomor “kifejtos”
valaszokat varunk (5-10 mondat).

Ertékelés: 1-5 (Minden kérdésre!).
Osszesen 8 jegy, ezeknek az atlaga alapjan
ajanljuk meg az ev vegi jegyet.



A citokinek altalanos jellemz6i

Kis molekulasuly (10-40 kDa)
Glikoproteinek

Izolalt sejtek termelik aktivacio hatasara

Sejtek kozotti kapcsolatokat kozvetitik:
- iInformacio tovabbitas
- immunvalasz szabalyozasa

Hatasmod:

- atmenet1 génaktivacio termekel
- receptorokon keresztul

- nagy affinitas

- pikomolaris cc.-ban



A citokinek hatasmoédja

Indukald Szekretalo sejt Célsejt

stimulus

Citokin termel6 A termel0
sejt sejt
Citokin
%% Kozeli
s ) s sejt
/Receptor
Parakrin hatas
celse.]t : ...:—- (Je®®e% o®) — @ O
. Keringés
Endokrin hatas Tavoli sejt

Biologiai hatas



A citokinek hatasmoédja
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Citokin termelé sejtcsoportok
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A citokinek funkcionalis csoportositasa

I. Természetes immunitasban
¢és gyulladasos folyamatokban
résztvevok

IFNa, IFNf, IFNy,
TNFa, TNFp,
IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-10,
I1L-12, MIF, kemokinek

I1. A limfocitak aktivaciojat
és differencialodasat
szabalyozok

IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13,
IL-15, INFy, TGFp

IIl. Az immunsejtek érésére
hatok

IL-3, IL-7, GM-CSF, SCF




A vérképzés helye a voroscsontvelo

Csontvel6 fénymikroszkopos képe (HE)



A vérképzés 16 utvonalai

Pluripotens ossejt
- K6z06s hematopoetikus dssejt
- 0,1%-a a csontveldi1 sejteknek

@ - egyidOben 5%-a osztodik
- aszimetrikus osztddas
CFU
-kolonia formalo egyseg
-folyamatos osztodas @ @

Limfoid ut
(limfoid progenitor) Myeloid atvonal (myeloid progenitor)

-B sejt -Eritrocita (vvt)
-T sejt -Thrombocita

-NK?? - Monocita/makrofa

\ D - granulocita: neutrofil, eo, baso.
< gr r .



Immunsejtek érésére haté citokinek =
hemopoetikus novekedési faktorok

CSF Colony Stimulating Factor - a csontvel0 progenitor
sejtjeire hatnak

multi-lineage CSF (tobb-vonalon hatdo novekedési
faktorok) SCF, GM-CSF, IL-3

Lineage-specifikus (egy vonalra hato)
novekedési faktorok, hasonld szerkezet: monomer 4 o
helikalis rész M-CSF, G-CSF, EPO, TPO, IL-5




Az immunsejtek érésére hato citokinek
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Hematopoetikus novekedési faktorok

Glycoproteinek
14-35 kDA molekulasuly
 Egylancuak

Rekombinans eloallitas

Gén azonositas

A gén 1zolalasa

A gén plazmidba helyezése

Expresszio: baktériumban, ¢lesztdben vagy emlOs sejtben
A termék nem glycosilalt, de megtartja bioldgiai aktivitasat

Sk



Rekombinans novekedési faktorok

Név:

Gyari név:

Aminosav/glycozilacié

Expresszio:

G-CSF: granulocita Filgrastim (1991), 174, (Filgrastim: nincs E. coli

kolonia stimulalé Lenograstim Lenograstim: O-linked) CHO sejtek

faktor

GM-CSF: granulocita- | Molgramostim (1992) | 128, (Molgramostim: E. Coli

monocita kolonia Sargramostim ninCS, Sargramostim: N- Saccharomyces

stimulalo faktor linked) cervisiae

EPO: erythropoetin Epoetin alfa (1989) 165, csak a glycozilalt CHO sejtek
Epoetin beta forma hatékOny”

SCF: Ossejt faktor Ancestim (1999) 165, nem glycozilalt E.coli
(Stemgen)

TPO és MGDF: - - -

Thrombopoetinek

(Mpl ligandok)

IL-11: interleukin 11| 55 alvekin (1997), | 177, nem glycoxzilalt E.coli

Neumega




Farmakologia

Specifikus sejtfelszini receptorhoz kapcsolodnak, majd
secunder messengereken keresztiil geénexpressziot
modositanak.

 Direkt hatas: sejt proliferaciot, aktivaciot vagy
differenciaciot okoznak.

 Indirekt hatas: egy masik citokin  vagy
hematopoetikus faktor termelodését serkenti, amely
mas sejteken is hat.



Farmakologia

*/n vitro aktivitas: csak a direkt hatas érvényesiil

- A progenitor sejteken kiviil az érett
sejtekre 1s hatnak

- Koncentracio fuggo hatas: pl. GM-CSF 5-
20 pg/ml cc-ban granulocita-monocita stimulalo, mig 20-
2000 pg/ml cc-ban eozinofil €s trombocita stimuldciot
okoz.

/n vivo aktivitas: eltérhet az in vitro tapasztaltaktol az
indirekt hatasok miatt, a speciesek kozti eltérés (ember —
allatkisérlet) ¢s az eltérd clearance, farmakokinetika,
glykozilacio miatt.



Termelo sejtek és stimulalé hatasok

Se. normal szint

Termelo sejt

Termelést stimulalo hatas

G-CSF Monocytak, LPS indukci6
9-51 po/ml fibroblasztok, endothel, | TNF, IL-1 (monocytakbol)
-1 pg/in csv. stroma Cytokin aktivacio
GM-CSF T sejtek Antigén, lektin, IL-1
: LPS
0,4-2 pg/ml Monocytak o
b Fibroblasztok, endothel | TNF, IL-1 (monocytakbol)
EPO Vese (>90%) Hypoxia
3-7 mIU/ml M
TPO Vese .,
.. Folyamatos expresszid
20-300 pg/ml 0]
SCF Fibroblasztok

1200-1900 pg/ml

Csontvelo1 stromasejtek

Folyamatos expresszid




G-CSF és GM-CSF egymast kiegészito
fiziologias szerepe

G-CSF mérhetd6 a vérben

Normal neutrofil termelést irnyitja
(steady-state) es fert6zesnél
fokozza a csontvelGben

Csokkenti a sejtek kiérési idejét: 5
naprol 1 napra

Neutrofil sejtek kidobasat okozza a
csontvel6bdol

Noveli a neutrofil kemotaxist és
citotoxikus aktivitast.

LPS, TNF, IL-1 fokozza a
termelését

Monocita, fibroblast, ér endothel és
csv stroma sejtek termelik

GM-CSF helyileg aktiv

Gyulladast lokalizal és neutrofil
sejteket, monocitakat, eozinofil
sejtek osztdédasat és aktivaciojat
okozza

Nem okoz neutrofil kidobast a csv-
bol

Noveli a neutrofil kemotaxist és
citotoxikus aktivitast.

Dendritikus sejt kiérest okoz

LPS, lektinek, TNF, IL-1 fokozza a
termel6dését

T sejt, monocita, fibroblaszt és ér
endothel termeli lokalisan



rhG-CSF

rhGM-CSF

Filgrastim / Lenograstim

Molgramostin / Sargramostin

Kromoszoma 17 4
, 174
ez (177 egy masik, kevésbé aktiv nativ forma) 1 2 8 / 1 27
Glykozilacid -/ O-linked - / N-linked

Holyag karcinoma sejtvonal /

Human monocyta sejtvonal /

Génforras , ., : ) ,
Ham karcindma sejtvonal Egér T lymphocyta sejtvonal
Expresszios | E. coli / . -
. , E.coli / S. cerevisiae
rendszer  ragcsald ovarium sejtvonal
Gyari név

(pl.)

Neupogen / Granocyte

Leukomax / Leukine




Alkalmazasi teriletek

Chemotherapia okozta neutropenia: - csokkenti a lazas sokszor
tinetmentes fertozések eldfordulasat, gyorsitja a neutrofil
sejtszam emelkedest, csokkenti az antibiotikum 1gényt

Csontvel0 transzplantacio: autolog, allogén
Periférias vér progenitor sejt mobilizacio: in vivo €s in vitro
1s!!  Mpyeloszuppressziv chemotherapiat kovetd autolog

progenitor sejt transzplantaciohoz. Kevésbe megterheld, mint a
csontvelo vetel. (SFC és G-CSF a leghatasosabb egyiitt)

Sulyos kronikus neutropénia: velesziletett, ciklikus, vagy
1diopatias --> novekszik a neutrofil sejtszam

AIDS: gyakor1 az antiviralis €s myeloszuppressziv kezelés
kovetkezteben kialakuldo neutropénia, thrombocitopénia ¢s
anémia, csokkentheto a bakterialis fertdzesek gyakorisaga



EPO

cr

Az  erythroid  progenitor  proliferaciojat  ¢€s
normoblasztta ereset segiti.

Fokozza a retikulocitak kidobasat a csontvelobol.

TPO-nak segithet a megakaryocyta termelodes
fokozasaban.

Hypoxia fokozza a termelddéset, nem infekcio.
Akar szazszoros mennyisegu 1s lehet a konc-ja.

A vese termel1 Veseelegtelenseg az EPO termelddést
1s gatolja. (10%-ban a ma4;j 1s, ez azonban nem elég).



rhEPO
Indikacio:
kronikus veseelégtelenséggel tarsult anaemia
anaemia kezel€se pre-dializises vesebetegeknel
chemotherapia utani anaemia kezelése
HIV, AIDS betegek Zidovudine kezeles okozta anaemiaja

allogén csontvel0 transzplantacional

mitet eldtti autolog ver gylijteés hatékonysaganak novelése.

EPO volt az els0 engedelyezett novekedés: faktor keészitmény
(1989, USA).

Epoetin alfa (Eprex®, Epogen®) steril iv. vagy sc. Injekcio

Epoetin béta (NeoRocormon®) liofilizalt, a.d. pro inj.-vel
oldhato, beoldas utan hiitve tarolando



SCF

Hematopoetikus €s nem-hematopoetikus 0Ossejtek osztodasat
serkenti

In vitro csekely a CFU hatasa, de fokozza a G-CSF, GM-CSF,
EPO, MGDF ¢s IL-2 stimulalo hatasat.

In vivo Fibroblasztok ¢€s csv stromasejtek folyamatosan
termelik, a fiziologias hematopoezis egyik alappillére.

Aranylag nagy koncentracioban talalhatd a normal human
plazmaban (1200-1900 pg/ml).

rh SCF (ancestim): filgrastimmal (G-CSF) egylitt hasznaljak
csontvelo tx elott az Ossejtek mobilizacidjanak elosegitesere.



Thrombopoetinek

 TPO serkenti a megakariocitak €s trombocitak termelodését
A ma3j termeli €s keringesen at jut a csv-be.

* IL-11:1L-3-al, TPO-val és SCF-el szinergizmusban segiti a
megakariocitak €s trombocitak fejlodéset.

TPO termelésen keresztil hat

Indikacio:
rhTPO, rhIL-11 (oprelvekin), rh IL-3 (muplestim)
chemotherapia okozta thrombocytopaenia,
ismeételt TCT transzfuziok csokentése
rh IL-6 (sigosix)
potencialis TCT stimulator




Farmakologia

Altalaban liofilizalt formaban hozzak forgalomba
oket, rekonstrukcio utan csak néhany oraig stabilak.

Rendszerint subcutan adagoljak
Eliminacios fél-¢letidejiik rovid: 0,2-3 ora, kivéve
rhEPO: 13 ora

Hatasukat befolyasolja a kivalaszto szervek allapota:
daganat therapia, immunszuppressziv kezelés

2 hetes folyamatos kezeles hatasa 2-3 nap mulva
merhetd mar

FDA enged¢lyezés eldtt , kisérleti indikacio” szolgal
a kiprobalasukra



CEL: hosszabb hatasu szerek el6allitasa

PEGfilgastrim:

Kovalnes kotéssel PEG-hez kapcsoltak —
hosszuhatasu G-CSF, egyetlen 1njekcio

NESP (new erythropoesis stimulating protein):

5 aminosav csere — 2 Uy glykozilacios hely,
hosszabb fel¢letido



Toxicitas, mellékhatasok

Gyakran hasonlitanak a chamotherapias szerek mell¢khatdasaihoz

* thG-CSF ¢és rh-GM-CSF: 1zom-¢s csontfajdalom, fejfajas,
lokalis reakci0, ,,capillary-leak syndrome™: csak nagydozisu
1.v. adagolasnal — ritka, tachycardia, hypotonia, dyspnoe
glykozilacio mértéke csokkenti a mellékhatasokat

* thEPO: nem okoz mellékhatast esetleg vérnyomast emel
» thSCF: anaphylaxia, allergias reakciok

» thlL-11: folyadék retenci0, arrythmia, anaemia



