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    Předmluva


    Dobře fungující a adekvátně reagující imunitní systém lze bez nadsázky označit za anděla strážného pro fungování lidského organismu. Enormní pokrok ve vědě a technologiích za posledních několik dekád umožnil rozšířit znalosti mechanismů ochrany, které imunitní systém poskytuje, a složitosti vztahů a komunikačních prostředků mezi jednotlivými složkami imunity. Tento pokrok musel zákonitě jít ruku v ruce s rozvojem znalostí imunopatologií, respektive možností jejich terapie imunofarmaky. V této publikaci věnujeme pozornost principům fungování hlavních terapeutických skupin, včetně stručné historické reflexe. Pokud jde o problematiku léčiv jako takových, soustředili jsme se na účinné látky obsažené v léčivech registrovaných v ČR počátkem roku 2023, nikoli na kompletní výčet registrovaných léčivých přípravků, kterých je velké množství a které lze snadno dohledat.


    Není pochyb o tom, že boj s infekčními onemocněními, zejména cestou aktivní imunizace vakcínami, stále zůstává významným pilířem moderní imunoterapie, která ročně zachrání několik milionů lidských životů. Za poslední půlstoletí se však, zejména v rozvinutých zemích západního světa, výrazně posunul do popředí také boj s neadekvátně reagující imunitou, která s sebou přináší nepřiměřené reakce na podněty vnější, tedy nemoci alergického původu, a vnitřní, v podobě autoimunitních chorob. Imunosupresivní léčba tak v moderní farmakoterapii nezasahuje pouze do oblasti stále úspěšnější transplantační medicíny, ale ještě více se soustředí na balancování imunitní reaktivity a zachování imunotolerance u autoagresivních onemocnění, která se zdají být jistou cenou za pokrok a moderní styl našeho života. Velkou naději v této oblasti pak vzbuzuje moderní biologická léčba v podobě monoklonálních protilátek a jejich strukturních analog. Ta představuje vysoce cílenou moderní farmakoterapii, u které se počet registrovaných látek v České republice brzy přiblíží trojciferné hodnotě. Přestože dominující oblastí využití těchto látek stále zůstává léčba nádorových chorob, terapie výše zmíněného sebepoškozujícího zánětu je hned druhou oblastí využití, plynule následována terapií infekčních chorob, včetně nedávné celosvětové pandemie SARS-CoV-2.


    Kromě imunosuprese a imunosubstituce řeší současná imunofarmakologie rovněž problematiku imunostimulace, a to jak na poli imunodeficitů, tak ve smyslu aktivace vlastních imunitních mechanismů při boji s nádorovými či infekčními chorobami. Pomineme-li specifickou aktivaci protiinfekční imunity cestou vakcín, lze konstatovat, že portfolio léčiv pro nespecifickou imunostimulaci není zdaleka tak pestré, jako je například skupina farmak imunosupresivních. Přesto lze vybírat ze struktur čistě syntetických, strukturních analog látek živočišného původu či látek mikrobiálního původu. Zajímavou skupinu, která se po více než sto letech znovu dostává do popředí zájmu, tvoří struktury podporující a stabilizující lidský mikrobiom a jeho vyvážené složení, což může mít příznivý dopad nejen na optimalizaci imunity jako takové, ale také na prevenci řady civilizačních chorob.


    Ve své podstatě lze imunofarmakologii označit jako atraktivní výchozí obor pro moderní imunofarmakoterapii, která v mnoha ohledech zasahuje nad rámec prosté terapeutické imunomodulace. Jedná se o obor, ve kterém se snoubí prvky vysoce pokročilých technologií výroby léčiv a jejich aplikace v moderní cílené terapii s jednoduchými poznatky a znalostmi generací před námi, jejichž platnost stále trvá a které by pro budoucí fungování lidstva a jeho imunitního systému neměly být zapomenuty.


    Jménem autorské dvojice Jana Urbánková Rathouská

  



1Cytokiny v terapii

P. Jílek

Cytokiny jsou rozpustné bílkovinné látky zprostředkující interakce mezi buňkami. Název pochází z antického cyto = buňka a kinein = pohybovat a znamená látku ovlivňující, podněcující buňky, a to nejen k pohybu. [Paradoxně cytokiny podněcující chemotaktický pohyb buněk imunitního systému, tzv. chemokiny (IL-8, MCP, Rantes) se zatím v terapii neuplatňují a nebudeme je zmiňovat.] Svými aktivitami velmi připomínají hormony. Zde se budeme zabývat cytokiny produkovanými a vnímanými především buňkami imunitního systému. Jde tedy o signální, informační molekuly. Buňky imunitního systému komunikují prostřednictvím cytokinů i s dalšími buňkami těla. Informační cytokinový systém je součástí regulačních systémů zajišťujících homeostázu.

V současné době je známa celá řada cytokinů, další jsou postupně objevovány, dosud není pevné třídění těchto látek. Cytokiny se formálně zařazují do skupin například podle původu: lymfokiny jsou tvořeny především lymfocyty, monokiny jsou produkty monocytů. Jiné rozdělení cytokinů je vytvořeno na základě hlavních biologických aktivit jednotlivých látek. Například kolonie stimulující faktory (CSF) působí na krvetvorbu, interleukiny (IL) zprostředkují předávání informací mezi leukocyty.

U většiny cytokinů je dnes známa jejich struktura (sekvence aminokyselin, AK), je rovněž známa struktura řady cytokinových receptorů na buňkách. Pro experimentální i terapeutické účely jsou dnes dostupné rekombinantní cytokiny, tj. látky shodné (velmi podobné) aminokyselinové struktury a většinou i shodných biologických účinků s přirozenými cytokiny. Pro terapii jsou dostupné i nízkomolekulární analoga (agonisté), která mohou nahradit původní cytokin a umožnit například p.o. podání, což u proteinových cytokinů není z principu možné.

1.1Nomenklatura cytokinů

•IL-X, INF, TNF ad.: zkratky pro jednotlivé cytokiny jsou dále v textu.

•rHuIL-X: rHu znamená, že cytokin je připravován rekombinantními technologiemi, Hu – humánní je odvozen od lidské předlohy. Protože všechny účinné látky uváděné v této kapitole jsou rekombinantní a odvozené od lidských genů, zkratku vynecháváme.

•IL-2R, EPOR: tento symbol značí, že jde o receptor pro daný cytokin.

•sIL-2R: jde o solubilní, rozpustnou formu receptoru.

•IL-1RA: označuje antagonistu daného receptoru.

1.2Receptory pro cytokiny

Receptory imunocytů, tedy i cytokinové, jsou nadány afinitou – vážou pro sebe specifické ligandy, zde cytokiny nebo jejich analoga. Různé ligandy mohou spustit různé buněčné programy. Ty jsou dány geny (v dané buňce s danými receptory funkčně propojenými), které jsou po obsazení receptorů odbrzditelné, tedy připravené k přepisu do mRNA, podle níž vzniknou bílkoviny realizující daný program: cytokiny, protilátky atd. Takže buněčný receptor a odbrzditelné geny představují jakousi funkční jednotku patřící k sobě. Naopak druzí poslové, cytoplazmatické signální molekuly, specifičtí nejsou. Přenášejí signály z různých receptorů k nim příslušným genům.

Receptory pro cytokiny patří do několika strukturních rodin, pro všechny platí, že jejich výskyt na buněčných površích není konstantní. V souvislosti se stavem buňky se jejich počty mění (spící buňka jich má málo, aktivní hodně). Vedle počtu receptorů se může měnit i jejich složení. Na obr. 1.1 je příklad receptoru složeného ze 3 podjednotek, pokud buňka exprimuje pouze α podjednotku receptoru, je málo citlivá, naopak kompletní receptor je nadán vysokou afinitou a aktivitou. Formálně označujeme cytokinové receptory písmenem R za zkratkou cytokinu, např. IL-1R, TNFαR nebo EPOR.
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Obr. 1.1 Signalizace receptoru IL-2 v buňce

IL-2 – interleukin 2; IL-2R – receptor pro IL-2; α, β, γ – podjednotky IL-2R; TCR – receptor lymfocytu T pro antigen; Ag – antigen, resp. jeho fragment; CD3 – povrchová molekula lymfocytu zajišťující přenos signálu z obsazeného TCR; CD4 – povrchová molekula lymfocytu napomáhající aktivaci antigenem





Příklad komplexnosti odpovědi buněk imunitního systému na prozánětlivé cytokiny IL-1 a TNFα předkládá obr. 1.2. Oba tyto cytokiny aktivují řadu buněk imunitního systému, podporují zánět. TNFα se uplatňuje u poškozujícího zánětu navozeného autoprotilátkami, zatímco IL-1 souvisí se záněty indukovanými mikrobiálními strukturami. S tím souvisí i indikace antagonistů těchto cytokinů. (Kromě nich ještě další působky, např. struktury typické pro mikroby, ligandy TLR. Více viz kap. 5.1.) IL-1 je rovněž endogenní pyrogen, zatímco exogenní pyrogeny jsou látky, např. bakteriální endotoxiny, jež stimulují makrofágy k tvorbě IL-1. Prostřednictvím IL-1 makrofágy ovlivňují termoregulační centrum v mozku k „nastavení vyšší teploty“ v organismu, jenž se např. brání infekci. Horečka zvyšuje účinnost fagocytózy a dalších protimikrobních obranných dějů, je tudíž obranným mechanismem. Účinky cytokinů IL-1 a TNFα však dle celkového kontextu a rozsahu aktivace imunitního systému mohou přispět buď k zánětu obrannému, nebo také k zánětu poškozujícímu (př. autoimunitní choroby). Ve druhém zmíněném případě je pak účelné je spíše tlumit.

Cytokinové receptory jsou předmětem velkého zájmu imunofarmakologů, neboť je lze efektivně stimulovat (agonisty) nebo blokovat (např. cytokinovými antagonisty nebo protireceptorovými protilátkami). Stejně tak je studován systém druhých poslů s cílem účelně měnit aktivity buněk jejich tlumením, např. léčivy označovanými jako „iniby“, resp. inhibitory protein kináz – „PKI“ (kap. 6).
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Obr. 1.2 Role IL-1 a TNFα v aktivaci zánětu obranného a poškozujícího

IL-1 – interleukin 1; IL-1R – receptor pro IL-1; TNFα – tumor nekrotizující faktor alfa; TNFR – receptor pro TNFα; NK – nukleová kyselina; TLR2 (TLR4) – Toll-like receptory, které jsou součástí vrozené imunitní odpovědi; IKK – komplex enzymů (kináz), které se podílejí na buněčné odpovědi na zánět; NFкB – nukleární faktor kappa B, skupina transkripčních faktorů, které ovlivňují expresi genů důležitých pro zánětlivou odpověď; p50, p65, IкB – podjednotky komplexu NFкB – ten je aktivovaný po odštěpení IкB (hraje roli inhibitoru); IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 – interleukiny rozvíjející zánět; ICAM-1 – intercelulární adhezní molekula 1; VCAM-1 – vaskulární buněčná adhezní molekula 1; iNOS – indukovatelná syntáza oxidu dusnatého; COX-2 – cyklooxygenáza 2





1.2.1Rozpustné cytokinové receptory

Cytokinové receptory se mohou uvolňovat z buněčných povrchů, stát se rozpustnými, solubilními sIL-R. I v této podobě mohou cytokiny vázat a tím je inaktivovat. Tento poznatek je dnes již terapeuticky využíván ke snižování patogenní aktivity některých cytokinů. Protože sIL-R vážou cytokiny specificky s vysokou afinitou, podobá se jejich efekt terapeutickým monoklonálním protilátkám, o kterých pojednává kap. 7.

Tab. 1.1 Některé indikace pro terapeutické využití rozpustných cytokinových receptorů




	
rozpustný receptor





	
sIL-1R


	
sTNF-αR


	
sIL-4R


	
sIFN-γR





	
autoimunitní encefalomyelitida


	
revmatoidní artritida


	
kutánní leishmanióza


	
reakce štěpu proti hostiteli





	
bronchoalveolární zánět vyvolaný endotoxinem


	
septický šok


	
kandidóza


	
autoimunitní glomerulonefritida





	
oční zánět mediovaný IL-1α


	
vascular leak syndrom po IL-2





	
alergické reakce







sIL-1R – solubilní (rozpustný) receptor pro interleukin 1; sTNF-αR – solubilní receptor pro tumor nekrotizující faktor alfa; sIL-4R – solubilní receptor pro interleukin 4; sIFN-γR – solubilní receptor pro interferon gama

1.3Interleukin 2

Interleukinu 2 věnujeme pozornost i přesto, že samotný se v terapii už téměř nepoužívá, ale s jeho zavedením do terapie začala éra dnes zvaná jako biologická léčba. IL-2 byl také na počátku tzv. adoptivní terapie, jejímž principem je aktivace protinádorových imunocytů mimo tělo pacienta, tedy ex vivo (redukce vedlejších účinků imunostimulátorů), a navrácení aktivovaných buněk zpět do těla. Různé formy adoptivní terapie se používají dosud, byť naděje do nich vkládané nejsou naplňovány. Považujme následující řádky za historický exkurz popisující principy biologických onkologických terapií a inspirující k novým projektům.

Interleukin 2 (IL-2) byl popsán nejprve jako tzv. TSF – faktor stimulující lymfocyty T (1976), rovněž byl označován jako TCGF – T cells growth factor. IL-2 byl získáván nejprve z buněk JURKAT. Gen pro lidský IL-2 byl klonován a exprimován v bakteriích (1984), což umožňuje biotechnologickou produkci dostatečného množství IL-2 pro účely základního i klinického výzkumu. IL-2 (m.h. 15 000, 133 AK) je produkován především aktivovanými lymfocyty T, přesněji Th1 (pomocné lymfocyty T 1. typu) a ThM (pomocné lymfocyty dlouho žijící = paměťové).

Podnětem k produkci IL-2 (nebo jejímu zvýšení) je vazba ligandu na některé receptory lymfocytu T, především TCR (receptor lymfocytů T pro antigen), IL-1R, TNFR či IL-2R. [V případě IL-2 se setkáváme s tzv. autokrinním (autostimulačním) efektem, kdy receptory pro IL-2 jsou na buňce stimulovány interleukinem 2, který si buňka sama vyprodukovala.] Přitom regulace lymfocytů T (a obecně všech buněk těla) není závislá jen na koncentraci ligandů buněčných receptorů (zde např. Ag či cytokiny), ale rovněž na počtu a afinitě receptorů pro daný ligand. Změnou počtu receptorů (či jejich citlivosti) exprimovaných ve funkčním stavu na svém povrchu reguluje buňka intenzitu dráždění. Například vazba antigenu na TCR je zpravidla podnětem jak k produkci IL-2, tak k expresi vyššího počtu podjednotek IL-2R.

Změny v produkci IL-2 a IL-2R nejsou však na sobě závislé, např. agonisté H2 receptoru na lymfocytech T způsobují inhibici produkce IL-2, ale nikoliv IL-2R.

1.3.1Účinek IL-2 na buňky imunitního systému

IL-2 je mediátor lymfocytů T, které dle současných poznatků představují ústřední výkonný a regulační oddíl imunitního systému. Aktivované lymfocyty T ovlivňují pomocí IL-2 řadu buněk těla, především však buňky imunitního systému, zpravidla jde o efekt autokrinní (viz výše) a parakrinní, tj. působení na další buňky v malé vzdálenosti (řádově mikrometry) od buňky produkující IL-2, např. v okrsku lymfatické tkáně.

K významným účinkům IL-2 patří:

•stimulace proliferace a diferenciace lymfocytů T,

•aktivace makrofágů,

•aktivace NK buněk,

•stimulace proliferace a diferenciace lymfocytů B,

•navození horečky,

•zvýšená exprese adhezních molekul na površích některých buněk,

•stimulace produkce lymfokinů.

Z uvedených příkladů účinků IL-2 vyplývá, že jde o lymfokin s velice širokým spektrem biologické aktivity, takže terapeutický potenciál se zdál být velký.

1.3.2Terapeutické využití IL-2

Rozvoj poznatků o vesměs imunostimulačních účincích IL-2 a dostupnost této látky byly mohutným impulzem k hledání terapeutického uplatnění pro IL-2. Téměř veškerá výzkumná aktivita byla a je zaměřena na hledání cest k využití IL-2 k terapii zhoubného bujení. Jiné potenciální indikační oblasti pro imunostimulaci pomocí IL-2, jako jsou defekty imunity (AIDS), infekce nebo alergie, byly opuštěny zejména s ohledem na výskyt závažných vedlejších účinků, i když zejména u AIDS byly některé výsledky slibné.

V případě působení proti nádorům bylo v experimentech na zvířatech dosaženo velice povzbuzujících výsledků. I v humánní medicíně první aplikace IL-2 přinesly jisté terapeutické efekty, tj. u některých pacientů byla navozena úplná nebo částečná remise, těchto úspěchů bylo dosaženo ovšem za cenu rizika poškození pacientů terapií vysokými dávkami IL-2.

Relativně nejlepší terapeutický efekt byl získán u karcinomu ledvin, melanomu, kolorektálního karcinomu a lymfomů. U pacientů s pokročilou (metastazující) chorobou bylo dosaženo 12–25 % parciálních a méně než 10 % celkových remisí.

Dnes existují výrazně účinnější onkologické terapie založené na stimulaci protinádorových imunitních mechanismů, např. cestou blokády tzv. checkpoints (CTLA-4, PD-1/PDL-1), viz kap. 7.

Principy adoptivní imunoterapie, LAK buňky

Snaha po zvýšení efektu terapie nádorů pomocí IL-2 přivedla v polovině 80. let skupinu kolem Rosenberga k experimentům s LAK buňkami, což jsou tzv. Lymfokinem Aktivovaní zabíječi (Killers). LAK buňky nepředstavují homogenní populaci buněk, většina z nich má charakter NK buněk nebo cytotoxických lymfocytů T. Protože LAK buňky nelze jednoznačně definovat morfologicky, používá se označení funkční: buňky s LAK aktivitou jsou cytotoxické proti buňkám nádorovým, aniž by významně poškozovaly buňky normálních tkání. Podstatného zvýšení LAK aktivity lze dosáhnout v podmínkách ex vivo.

Principem metody je kultivace lymfocytů z pacientovy krve ex vivo v přítomnosti IL-2 a/nebo dalších cytokinů, aby došlo k aktivaci a proliferaci cytotoxických buněk. Po aktivaci se buňky pacientovi v infuzi vracejí.

Použití terapie LAK buňkami skutečně přineslo lepší klinický efekt, ovšem jenom tehdy, pokud současně s aplikací LAK buněk následovala terapie nižšími dávkami IL-2, takže vedlejší účinky podávání IL-2 nebylo možno zcela odstranit.

Lymfocyty infiltrující nádory – TIL buňky

Použití IL-2 jako stimulátoru protinádorové imunity se ukázalo jako nadějné, ovšem zdaleka ne uspokojivé řešení terapie nádorů. Při aktivaci buněk IL-2 ex vivo působí terapie v podstatě na všechny buňky s IL-2R. Z nich však pouze malá část (např. cytotoxické lymfocyty T s receptorem pro antigeny nádorové tkáně) je schopna účinně, tj. specificky, reagovat s buňkami nádoru. V případě LAK aktivity jde o zmnoženou a aktivovanou populaci NK buněk nebo cytotoxických lymfocytů, které mají protinádorovou aktivitu, ta však není ve všech případech (jak potvrzují klinické výsledky) dostatečná. Navíc nelze vyloučit možnost, že podávání IL-2 stimuluje rovněž supresorové mechanismy, které brzdí protinádorovou aktivitu buněk imunitního systému.

Výsledkem snahy vyhnout se výše uvedeným nevýhodám terapie IL-2 a LAK bylo zavedení tzv. TIL buněk, což jsou lymfocyty infiltrující tumor. Pokud patolog tyto buňky v dostatečných počtech nalezne ve vzorcích nádorové tkáně, je to předpoklad pro úspěšnou tzv. biologickou léčbu nádorů.

Pokud hovoříme o použití přímo TIL buněk, pak se tyto buňky oddělí z nádorové tkáně získané při resekci tumoru, dají se získat i z výpotků [ascites při karcinomu vaječníků, z pleurálního výpotku při karcinomu (Ca) plic ap.], v přítomnosti IL-2 se kultivují cca 4–8 týdnů a potom se opět vrací pacientovi. Předpoklad, že z nádorové tkáně se získá populace lymfocytů s podstatně vyšším zastoupením buněk schopných po aktivaci likvidovat nádor, se plně potvrdil, nejprve v pokusech na zvířatech, později i u nemocných. V experimentech na zvířatech bylo zjištěno, že protinádorová aktivita TIL buněk je asi 50× až 100× vyšší než u LAK buněk.

První klinické výsledky dokazují vyšší účinnost terapie TIL buňkami, např. u 60 % pacientů s melanomem bylo dosaženo regrese nádoru, což je podstatně lepší efekt, než jakého se v podobné skupině nemocných dosáhlo při terapii LAK buňkami.

Samozřejmě, že terapie TIL buňkami hledá svoje optimální klinické uplatnění a má omezení, k nimž patří např. nemožnost použití u neresekovatelných nádorů. Nejasné je zatím působení TIL buněk na tzv. neimunogenní nádory, diskutuje se o nutnosti podávání IL-2 po aplikaci TIL atd. Přesto představují TIL buňky novou nadějnou alternativu protinádorové terapie.

Nicméně z velkých nadějí vkládaných do IL-2 zbývá jediná standardní indikace, a to kombinace IL-2 a histaminu u pacientů s akutní myeloidní leukemií v první remisi. IL-2 pomáhá indukovat imunitním systémem zprostředkované zničení reziduálních myeloidních leukemických buněk, a tím zabránit relapsu leukemie.

Interleukin 2 je stále považován za molekulu, která má terapeutický potenciál, pokud by byla zbavena toxicity a pokud by ji bylo možno aplikovat v dostatečně vysokých dávkách. (V poslední době se ukazuje, že nízké dávky IL-2 mají spíše tlumivý účinek kvůli tomu, že aktivují tlumivé Treg buňky.) Je proto snaha (v experimentech úspěšná) zabudovat IL-2 do komplexních proteinových molekul, které sníží toxicitu a uvolní IL-2 až v místě, kde má působit.

Využití IL-2 v kombinované terapii




	
molekula


	
základní indikace





	
histamin-dihydrochlorid/IL-2


	
imunoterapie, která u pacientů s akutní myeloidní leukemií v první remisi indukuje zničení případných leukemických buněk







CAR-T buněčná terapie

CAR-T lymfocyty jsou molekulárněgeneticky modifikované lymfocyty T. Separované pacientovy lymfocyty T jsou v laboratoři pozměněny tak, že mají části receptorů pro antigen nahrazeny vazebnými místy z protilátek. Pro tvorbu těchto Chimérických Antigenních Receptorů lymfocytů T jsou vybírány protilátky, které se vážou na typické nádorové povrchové znaky, zatímco část receptoru zodpovědná za aktivaci lymfocytu T zůstává původní. CAR-T lymfocyty tak získávají schopnost rozlišovat nádorové znaky při zachovalé schopnosti ničit nádorové buňky, které je nesou. CAR-T lymfocyty neztrácejí schopnost se množit ani pozitivně modulovat protinádorové aktivity dalších součástí imunitního systému.

1.4Interleukin 1

IL-1 byl první objevený cytokin. Jde o monokin s velkým prozánětlivým a propyretickým efektem, který je zásadním, neodstranitelným vedlejším účinkem. Z tohoto důvodu nemá samotný IL-1 terapeutický potenciál, i když má řadu imunostimulačních aktivit. Nicméně IL-1 je patogenetickým agens v řadě chorobných stavů, především autoagresivních. Jako účelné a prakticky použitelné se jeví léky blokující účinky IL-1. Již jsme zmínili v tab. 1.1 rozpustné receptory pro IL-1, dalším je uměle připravený endogenní antagonista IL-1 (IL-1A) anakinra nebo rilonacept, v němž je IL-1A kombinovaný s dalším proteinem. Inhibice cytokinu je rovněž možná pomocí monoklonálních protilátek (kap. 7). V současnosti probíhá klinický výzkum inhibitorů inflamazomů. Inflamazomy jsou komplexy nitrobuněčných molekul kaskádovitě aktivovaných v buňkách přirozené imunity, mají prozánětlivý efekt, např. tím, že indukují tvorbu IL-1. Inhibitory inflamazomů brání produkci IL-1 v imunocytech a tím tlumí zánět. Tyto molekuly, po klinickém hodnocení, by měly představovat novou terapeutickou modalitu postižení CNS (roztroušená skleróza, Alzheimerova nemoc, Parkinsonova choroba) nebo střevních zánětů.

1.5Interleukin 5

IL-5 je cytokin produkovaný buňkami Th2, který reguluje protiparazitární a alergickou reakci. Je znám jako růstový faktor eozinofilů. IL-5 hraje zásadní roli v aktivaci lymfocytů B, a tudíž v tvorbě protilátek. Ostatně původně byl znám jako růstový faktor lymfocytů B, BCGF 2. O možnosti využití IL-5 pro podporu protilátkové odpovědi nejsou relevantní údaje. Ovšem, podobně jako v předchozí kapitole, terapeutické uplatnění našly monoklonální protilátky anti-IL-5.

1.6Interleukin 6

IL-6 je cytokin produkovaný řadou buněk v těle, zejména při zánětu a nekróze. IL-6 stimuluje tvorbu protilátek nebo dozrávání megakaryocytů / krevních destiček. IL-6 je rovněž induktorem tvorby C-reaktivního proteinu (CRP) v játrech. Terapeuticky nejsou tyto aktivity zatím využívány. Ovšem jako u předchozích interleukinů uplatnění v terapii našly antagonisté IL-6, resp. protilátky blokující IL-6R (viz kap. 7).

1.7Interleukin 10

Je řadu let znám především jako tlumící, „downregulační“ cytokin. Jde o produkt regulačních lymfocytů T – Treg, monocytů nebo regulačních, především tlumivých lymfocytů B – Breg. K hlavním účinkům IL-10 patří tlumení buněk, které zařazujeme do T1 větve imunity, tedy lymfocytů Th1, NK buněk nebo makrofágů. Vlivem IL-10 klesá produkce prozánětlivých cytokinů (IL-1, IL-6, TNFα). Vzhledem k těmto vlastnostem je IL-10 klinicky testován pro použití při autoimunitních onemocněních způsobených lymfocyty T a jako protizánětlivý faktor u jiných diagnóz, konkrétně při:

•psoriáze,

•revmatoidní artritidě,

•jaterní cirhóze,

•Crohnově nemoci,

•pankreatitidě,

•nádoru pankreatu.

V ČR v roce 2023 ještě nebyl žádný preparát schválen.

1.8Interferony

Termín interferon (IFN) souvisí s pojmem interference při virové infekci buňky: první virus, který napadl tělo (interferující agens), způsobí, že organismus se stane odolný k tomu, aby tuto buňku infikoval další/jiný virus. Lapidárně (ne zcela přesně) řečeno, jedna viróza chrání před virózou jinou. Interferon objevili Isaacs s Lindenmanem v roce 1957 v růstových médiích z tkáňových kultur infikovaných viry. Pokud se tato média použila ke kultivaci neinfikovaných tkáňových kultur, ty nebyly vnímavé k následné virové infekci. Vznikla myšlenka, že by látky ze zmíněných růstových médií (označené jako interferony) mohly být použity jako léky. Později byla interferonová aktivita zjištěna u řady více či méně strukturně shodných proteinů. Předpokládá se, že geny pro jednotlivé typy IFN jsou odvozeny od ancestrálního genu, jenž se vyskytoval už v genomu časných eukaryotních organismů.

Vedle protivirové aktivity byla objevena řada dalších biologických účinků IFN. Byly klonovány geny pro různé typy IFN, jejich vnesením do bakterií byl získán způsob, jak nahradit původní postup přípravy IFN (na virem infikovaných tkáňových kulturách) vysoce produktivními biotechnologickými postupy. Pokud jde o léčebné použití IFN, hlavní pozornost je zaměřena na výzkum terapie protivirové, protinádorové a imunomodulační.

1.8.1Charakteristika interferonu

V dalším textu budeme používat termín interferon (v singuláru) jako obecné označení pro všechny látky s touto aktivitou. Pokud bude třeba bližšího určení typu a podtypu, budeme užívat zavedenou symboliku. Současná klasifikace používá dělení IFN podle chemické struktury. Interferony blízké přirozeným (alfa, beta, gama) se mírně liší od předloh záměnou jedné nebo několika málo aminokyselin v peptidovém řetězci, která se provádí z biotechnologických důvodů nebo pro účelnou modifikaci účinku.

Interferony pegylované – jde o IFN konjugované s polyethylenglykolem, což velmi zlepšuje farmakokinetiku (brání proteolytickému odbourávání, prodlužuje biologický poločas, a tudíž i intervaly podání, terapeuticky dávají lepší výsledky). Pegylace rovněž výrazně zlepšila bezpečnostní profil těchto preparátů (oproti „klasickým“ interferonům). Pegylace dává několik různě účinných stereoizomerů.

Vybrané stereoizomery pegylovaných IFN – preparát obsahuje jediný, nejúčinnější stereoizomer peginterferonu, který má vyšší účinek než směs stereoizomerů.

1.8.2Interferon alfa, beta, epsilon, kappa, omega a lambda

Jako IFN alfa jsou označovány proteiny podobných biologických účinků a podobné struktury, většinou obsahují 166 aminokyselin a mají m.h. 18 000–24 000. IFN alfa byl podle původního způsobu přípravy z leukocytů infikovaných virem nazýván jako IFN leukocytární. IFN beta tvoří skupina poměrně uniformních proteinů s m.h. kolem 20 000. Původně se IFN beta izoloval z růstových médií fibroblastů infikovaných virem, a označoval se tudíž jako IFN fibroblastový. IFN alfa a IFN beta mají zhruba 40% shodu v aminokyselinové sekvenci a velice blízké biologické účinky. Na buňkách obsazují pravděpodobně tentýž receptor. Z tohoto důvodu jsou označovány jako IFN 1. typu. K těmto IFN patří i IFN ε, κ, ω, které byly objeveny později, mají 40% homologie aminokyselin, obsazují tentýž receptor. Analogický/podobný IFN 1. typu je IFN λ, označuje se ovšem jako IFN 3. typu. Dříve byl znám jako IL-28, resp. IL-29. Zájem o terapeutické použití této látky vznikl v souvislosti s terapií hepatitidy C a později s epidemií SARS-CoV-2.

1.8.3Interferon gama

IFNγ se od předchozích IFN poněkud liší. Jeho struktura je pouze z 10 % homologická s IFN alfa. IFN gama reaguje s jinými receptory než IFN 1. typu. IFN gama byl nazýván jako IFN imunitní, protože jeho produkce není vyvolána virovou infekcí, ale aktivací lymfocytů antigeny nebo mitogenními působky. IFN je tedy lymfokin, jehož biologická funkce spočívá pravděpodobně v regulaci imunity, a to nejen protivirové. IFNγ je označován jako IFN 2. typu. IFNγ patří k cytokinům produkovaným lymfocyty Th1, je tedy aktivátorem např. makrofágů, NK buněk nebo cytotoxických lymfocytů T, tedy efektorů buněčné imunity. Protivirový účinek IFNγ je nepřímý, stimuluje protivirovou imunitu.

1.8.4Protivirové účinky interferonu

Protivirový účinek je nejdéle známým efektem IFN. Buňka infikovaná virem produkuje IFN, který působí na buňky okolní tkáně tak, že se stávají k virové infekci rezistentními. Obsazením receptoru pro interferon se (prostřednictvím fosfolipázy C a adenylátcyklázy) spouští proces, jehož výsledkem je stav buňky, v němž je zabráněno syntéze virových makromolekul, zatímco tvorba látek buňce vlastních je ovlivněna méně. I když byly podány důkazy o tom, že IFN tlumí většinu pochodů spojených s virovou infekcí buňky, rozhodující pro rezistenci buňky vůči viru je tvorba enzymu proteinkinázy a 2,5-oligoadenylátsyntetázy. Proteinkináza fosforyluje, a tím blokuje enzymy nutné pro translaci virové nukleové kyseliny, zatímco oligoadenylátsyntetáza mj. aktivuje endonukleázy štěpící nukleové kyseliny v cytoplazmě, čímž je likvidována virová RNA/DNA (stejně tak i RNA buňky).

Nukleázová aktivita v cytoplazmě zvýšená vlivem IFN může likvidovat DNA/RNA viru, který vstoupil do buňky, a tím hned na počátku zastavit cyklus replikace viru. Efektivita antivirových účinků IFN na buněčné úrovni závisí na druhu viru a jeho množství, na typu napadené tkáně i na časových vztazích mezi působením IFN a viru. Na úrovni organismu zahrnuje antivirové působení IFN ještě stimulaci antivirové imunity, především NK buněk a makrofágů, poněvadž podání IFN in vivo zabránilo rozvoji virové infekce i v případech těch virů, vůči nimž byl IFN in vitro neúčinný.

1.8.5Účinky interferonu na buňky imunitního systému

IFN působí na řadu buněk imunitního systému. Uveďme alespoň některé aktivity, jež jsou významné pro potenciální využití IFN jako imunomodulátoru:

•ovlivnění protilátkové odpovědi, v závislosti na dávce a době podání má účinek jak tlumivý, tak stimulační. Dříve popisovaný IFN beta2 je totožný se stimulačním faktorem lymfocytů B, který je podle dnešní nomenklatury označován jako IL-6,

•inhibice transplantační reakce i reakce pozdní přecitlivělosti, což jsou projevy tzv. specifické buněčné imunity,

•aktivace makrofágů k vyšší fagocytární aktivitě, k vyšší cytotoxicitě vůči nádorovým buňkám i k vyšší produkci kyslíkových metabolitů,

•stimulace makrofágů k produkci IL-1,

•aktivace NK buněk k vyšší protinádorové aktivitě a zároveň urychlení dozrávání NK buněk z prekurzorů,

•podpora exprese povrchových molekul, mj. histokompatibilních antigenů I. a II. třídy nejen na buňkách imunitního systému, ale i na buňkách nádorových, čímž se buňky nádoru mohou lépe stát terčem efektorů protinádorové imunity.

1.8.6Ostatní biologické účinky interferonu

Z řady prokázaných účinků IFN uvádíme ty, které mají imunomodulační charakter nebo souvisejí s terapeutickým využitím IFN:

•tlumení proliferace buněk, a to i nádorových,

•podpora diferenciace buněk jednak „normálních“, např. monocytů v makrofágy, jednak buněk nádorových či leukemických,

•ztráta virového genomu u buněk transformovaných virem (virus je zabudován do genomu buňky) a tím i možnost návratu do „normálního“, tj. předtransformačního stavu,

•tlumení exprese onkogenů, např. c-myc, c-fgr, c-fos.

Z uvedených příkladů biologických účinků IFN vyplývá, že jde o látku s řadou aktivit využitelných zejména v onkologii.

1.8.7Terapeutické použití interferonu

Protivirová terapie

Tato problematika sahá mimo rámec této publikace. Pro informaci uveďme, že IFN, zejména typ alfa, byl klinicky zkoušen u různých typů virových infekcí, mj. u chřipky, rýmy, žluté zimnice, lidského papilomaviru, vztekliny, u těžkých infekcí herpetickými viry, viry varicella zoster, cytomegaloviry, u virových encefalitid a hepatitid B a C. Po vyhodnocení výsledků se ukázalo, že hlavní uplatnění najde IFN alfa u chronických virových infekcí, protože u většiny akutních infekcí je produkce endogenního IFN dostačující a není důvod dodávat nemocnému další exogenní IFN. Hlavní indikací IFNα byla terapie hepatitid, zejména hepatitidy C a B. Pro „očištění“ jater od těchto virů byla nutná intenzivní a dlouhodobá (6–12 měsíců) terapie. Dnes jsou ovšem k dispozici natolik účinná a bezpečná antivirotika, že je tato indikace již opuštěna.

Použití interferonu alfa v protinádorové terapii

Téměř souběžně s poznáváním biologických aktivit IFN byly konány první experimenty s využitím IFN v terapii zhoubného bujení. (V té době byl silný názor, že zhoubné bujení má virovou etiologii.) První výsledky byly povzbuzující, proto ještě dnes probíhá řada klinických studií a u některých onemocnění se IFN stal již trvalou součástí léčebné strategie. Přitom není zcela známo, který z biologických účinků IFN má pro úspěch terapie největší význam. Patrně se uplatňují jak přímé efekty na nádorové buňky (cytostatický, diferenciační, stimulace exprese povrchových antigenů), tak i potenciace protinádorové imunity. U nádorů, v jejichž etiologii hrají roli onkogenní viry, lze uvažovat i o spoluúčasti antivirového účinku. Nejvíce klinických zkušeností je dosud s IFN alfa, pro ilustraci uvádíme přehled výsledků dosažených při léčbě IFN alfa (tab. 1.2).

Tab. 1.2 Výsledky léčby IFN alfa
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 Everyone is permitted to copy and distribute verbatim copies
 of this license document, but changing it is not allowed.

                            Preamble

  The GNU General Public License is a free, copyleft license for
software and other kinds of works.

  The licenses for most software and other practical works are designed
to take away your freedom to share and change the works.  By contrast,
the GNU General Public License is intended to guarantee your freedom to
share and change all versions of a program--to make sure it remains free
software for all its users.  We, the Free Software Foundation, use the
GNU General Public License for most of our software; it applies also to
any other work released this way by its authors.  You can apply it to
your programs, too.

  When we speak of free software, we are referring to freedom, not
price.  Our General Public Licenses are designed to make sure that you
have the freedom to distribute copies of free software (and charge for
them if you wish), that you receive source code or can get it if you
want it, that you can change the software or use pieces of it in new
free programs, and that you know you can do these things.

  To protect your rights, we need to prevent others from denying you
these rights or asking you to surrender the rights.  Therefore, you have
certain responsibilities if you distribute copies of the software, or if
you modify it: responsibilities to respect the freedom of others.

  For example, if you distribute copies of such a program, whether
gratis or for a fee, you must pass on to the recipients the same
freedoms that you received.  You must make sure that they, too, receive
or can get the source code.  And you must show them these terms so they
know their rights.

  Developers that use the GNU GPL protect your rights with two steps:
(1) assert copyright on the software, and (2) offer you this License
giving you legal permission to copy, distribute and/or modify it.

  For the developers' and authors' protection, the GPL clearly explains
that there is no warranty for this free software.  For both users' and
authors' sake, the GPL requires that modified versions be marked as
changed, so that their problems will not be attributed erroneously to
authors of previous versions.

  Some devices are designed to deny users access to install or run
modified versions of the software inside them, although the manufacturer
can do so.  This is fundamentally incompatible with the aim of
protecting users' freedom to change the software.  The systematic
pattern of such abuse occurs in the area of products for individuals to
use, which is precisely where it is most unacceptable.  Therefore, we
have designed this version of the GPL to prohibit the practice for those
products.  If such problems arise substantially in other domains, we
stand ready to extend this provision to those domains in future versions
of the GPL, as needed to protect the freedom of users.

  Finally, every program is threatened constantly by software patents.
States should not allow patents to restrict development and use of
software on general-purpose computers, but in those that do, we wish to
avoid the special danger that patents applied to a free program could
make it effectively proprietary.  To prevent this, the GPL assures that
patents cannot be used to render the program non-free.

  The precise terms and conditions for copying, distribution and
modification follow.

                       TERMS AND CONDITIONS

  0. Definitions.

  "This License" refers to version 3 of the GNU General Public License.

  "Copyright" also means copyright-like laws that apply to other kinds of
works, such as semiconductor masks.

  "The Program" refers to any copyrightable work licensed under this
License.  Each licensee is addressed as "you".  "Licensees" and
"recipients" may be individuals or organizations.

  To "modify" a work means to copy from or adapt all or part of the work
in a fashion requiring copyright permission, other than the making of an
exact copy.  The resulting work is called a "modified version" of the
earlier work or a work "based on" the earlier work.

  A "covered work" means either the unmodified Program or a work based
on the Program.

  To "propagate" a work means to do anything with it that, without
permission, would make you directly or secondarily liable for
infringement under applicable copyright law, except executing it on a
computer or modifying a private copy.  Propagation includes copying,
distribution (with or without modification), making available to the
public, and in some countries other activities as well.

  To "convey" a work means any kind of propagation that enables other
parties to make or receive copies.  Mere interaction with a user through
a computer network, with no transfer of a copy, is not conveying.

  An interactive user interface displays "Appropriate Legal Notices"
to the extent that it includes a convenient and prominently visible
feature that (1) displays an appropriate copyright notice, and (2)
tells the user that there is no warranty for the work (except to the
extent that warranties are provided), that licensees may convey the
work under this License, and how to view a copy of this License.  If
the interface presents a list of user commands or options, such as a
menu, a prominent item in the list meets this criterion.

  1. Source Code.

  The "source code" for a work means the preferred form of the work
for making modifications to it.  "Object code" means any non-source
form of a work.

  A "Standard Interface" means an interface that either is an official
standard defined by a recognized standards body, or, in the case of
interfaces specified for a particular programming language, one that
is widely used among developers working in that language.

  The "System Libraries" of an executable work include anything, other
than the work as a whole, that (a) is included in the normal form of
packaging a Major Component, but which is not part of that Major
Component, and (b) serves only to enable use of the work with that
Major Component, or to implement a Standard Interface for which an
implementation is available to the public in source code form.  A
"Major Component", in this context, means a major essential component
(kernel, window system, and so on) of the specific operating system
(if any) on which the executable work runs, or a compiler used to
produce the work, or an object code interpreter used to run it.

  The "Corresponding Source" for a work in object code form means all
the source code needed to generate, install, and (for an executable
work) run the object code and to modify the work, including scripts to
control those activities.  However, it does not include the work's
System Libraries, or general-purpose tools or generally available free
programs which are used unmodified in performing those activities but
which are not part of the work.  For example, Corresponding Source
includes interface definition files associated with source files for
the work, and the source code for shared libraries and dynamically
linked subprograms that the work is specifically designed to require,
such as by intimate data communication or control flow between those
subprograms and other parts of the work.

  The Corresponding Source need not include anything that users
can regenerate automatically from other parts of the Corresponding
Source.

  The Corresponding Source for a work in source code form is that
same work.

  2. Basic Permissions.

  All rights granted under this License are granted for the term of
copyright on the Program, and are irrevocable provided the stated
conditions are met.  This License explicitly affirms your unlimited
permission to run the unmodified Program.  The output from running a
covered work is covered by this License only if the output, given its
content, constitutes a covered work.  This License acknowledges your
rights of fair use or other equivalent, as provided by copyright law.

  You may make, run and propagate covered works that you do not
convey, without conditions so long as your license otherwise remains
in force.  You may convey covered works to others for the sole purpose
of having them make modifications exclusively for you, or provide you
with facilities for running those works, provided that you comply with
the terms of this License in conveying all material for which you do
not control copyright.  Those thus making or running the covered works
for you must do so exclusively on your behalf, under your direction
and control, on terms that prohibit them from making any copies of
your copyrighted material outside their relationship with you.

  Conveying under any other circumstances is permitted solely under
the conditions stated below.  Sublicensing is not allowed; section 10
makes it unnecessary.

  3. Protecting Users' Legal Rights From Anti-Circumvention Law.

  No covered work shall be deemed part of an effective technological
measure under any applicable law fulfilling obligations under article
11 of the WIPO copyright treaty adopted on 20 December 1996, or
similar laws prohibiting or restricting circumvention of such
measures.

  When you convey a covered work, you waive any legal power to forbid
circumvention of technological measures to the extent such circumvention
is effected by exercising rights under this License with respect to
the covered work, and you disclaim any intention to limit operation or
modification of the work as a means of enforcing, against the work's
users, your or third parties' legal rights to forbid circumvention of
technological measures.

  4. Conveying Verbatim Copies.

  You may convey verbatim copies of the Program's source code as you
receive it, in any medium, provided that you conspicuously and
appropriately publish on each copy an appropriate copyright notice;
keep intact all notices stating that this License and any
non-permissive terms added in accord with section 7 apply to the code;
keep intact all notices of the absence of any warranty; and give all
recipients a copy of this License along with the Program.

  You may charge any price or no price for each copy that you convey,
and you may offer support or warranty protection for a fee.

  5. Conveying Modified Source Versions.

  You may convey a work based on the Program, or the modifications to
produce it from the Program, in the form of source code under the
terms of section 4, provided that you also meet all of these conditions:

    a) The work must carry prominent notices stating that you modified
    it, and giving a relevant date.

    b) The work must carry prominent notices stating that it is
    released under this License and any conditions added under section
    7.  This requirement modifies the requirement in section 4 to
    "keep intact all notices".

    c) You must license the entire work, as a whole, under this
    License to anyone who comes into possession of a copy.  This
    License will therefore apply, along with any applicable section 7
    additional terms, to the whole of the work, and all its parts,
    regardless of how they are packaged.  This License gives no
    permission to license the work in any other way, but it does not
    invalidate such permission if you have separately received it.

    d) If the work has interactive user interfaces, each must display
    Appropriate Legal Notices; however, if the Program has interactive
    interfaces that do not display Appropriate Legal Notices, your
    work need not make them do so.

  A compilation of a covered work with other separate and independent
works, which are not by their nature extensions of the covered work,
and which are not combined with it such as to form a larger program,
in or on a volume of a storage or distribution medium, is called an
"aggregate" if the compilation and its resulting copyright are not
used to limit the access or legal rights of the compilation's users
beyond what the individual works permit.  Inclusion of a covered work
in an aggregate does not cause this License to apply to the other
parts of the aggregate.

  6. Conveying Non-Source Forms.

  You may convey a covered work in object code form under the terms
of sections 4 and 5, provided that you also convey the
machine-readable Corresponding Source under the terms of this License,
in one of these ways:

    a) Convey the object code in, or embodied in, a physical product
    (including a physical distribution medium), accompanied by the
    Corresponding Source fixed on a durable physical medium
    customarily used for software interchange.

    b) Convey the object code in, or embodied in, a physical product
    (including a physical distribution medium), accompanied by a
    written offer, valid for at least three years and valid for as
    long as you offer spare parts or customer support for that product
    model, to give anyone who possesses the object code either (1) a
    copy of the Corresponding Source for all the software in the
    product that is covered by this License, on a durable physical
    medium customarily used for software interchange, for a price no
    more than your reasonable cost of physically performing this
    conveying of source, or (2) access to copy the
    Corresponding Source from a network server at no charge.

    c) Convey individual copies of the object code with a copy of the
    written offer to provide the Corresponding Source.  This
    alternative is allowed only occasionally and noncommercially, and
    only if you received the object code with such an offer, in accord
    with subsection 6b.

    d) Convey the object code by offering access from a designated
    place (gratis or for a charge), and offer equivalent access to the
    Corresponding Source in the same way through the same place at no
    further charge.  You need not require recipients to copy the
    Corresponding Source along with the object code.  If the place to
    copy the object code is a network server, the Corresponding Source
    may be on a different server (operated by you or a third party)
    that supports equivalent copying facilities, provided you maintain
    clear directions next to the object code saying where to find the
    Corresponding Source.  Regardless of what server hosts the
    Corresponding Source, you remain obligated to ensure that it is
    available for as long as needed to satisfy these requirements.

    e) Convey the object code using peer-to-peer transmission, provided
    you inform other peers where the object code and Corresponding
    Source of the work are being offered to the general public at no
    charge under subsection 6d.

  A separable portion of the object code, whose source code is excluded
from the Corresponding Source as a System Library, need not be
included in conveying the object code work.

  A "User Product" is either (1) a "consumer product", which means any
tangible personal property which is normally used for personal, family,
or household purposes, or (2) anything designed or sold for incorporation
into a dwelling.  In determining whether a product is a consumer product,
doubtful cases shall be resolved in favor of coverage.  For a particular
product received by a particular user, "normally used" refers to a
typical or common use of that class of product, regardless of the status
of the particular user or of the way in which the particular user
actually uses, or expects or is expected to use, the product.  A product
is a consumer product regardless of whether the product has substantial
commercial, industrial or non-consumer uses, unless such uses represent
the only significant mode of use of the product.

  "Installation Information" for a User Product means any methods,
procedures, authorization keys, or other information required to install
and execute modified versions of a covered work in that User Product from
a modified version of its Corresponding Source.  The information must
suffice to ensure that the continued functioning of the modified object
code is in no case prevented or interfered with solely because
modification has been made.

  If you convey an object code work under this section in, or with, or
specifically for use in, a User Product, and the conveying occurs as
part of a transaction in which the right of possession and use of the
User Product is transferred to the recipient in perpetuity or for a
fixed term (regardless of how the transaction is characterized), the
Corresponding Source conveyed under this section must be accompanied
by the Installation Information.  But this requirement does not apply
if neither you nor any third party retains the ability to install
modified object code on the User Product (for example, the work has
been installed in ROM).

  The requirement to provide Installation Information does not include a
requirement to continue to provide support service, warranty, or updates
for a work that has been modified or installed by the recipient, or for
the User Product in which it has been modified or installed.  Access to a
network may be denied when the modification itself materially and
adversely affects the operation of the network or violates the rules and
protocols for communication across the network.

  Corresponding Source conveyed, and Installation Information provided,
in accord with this section must be in a format that is publicly
documented (and with an implementation available to the public in
source code form), and must require no special password or key for
unpacking, reading or copying.

  7. Additional Terms.

  "Additional permissions" are terms that supplement the terms of this
License by making exceptions from one or more of its conditions.
Additional permissions that are applicable to the entire Program shall
be treated as though they were included in this License, to the extent
that they are valid under applicable law.  If additional permissions
apply only to part of the Program, that part may be used separately
under those permissions, but the entire Program remains governed by
this License without regard to the additional permissions.

  When you convey a copy of a covered work, you may at your option
remove any additional permissions from that copy, or from any part of
it.  (Additional permissions may be written to require their own
removal in certain cases when you modify the work.)  You may place
additional permissions on material, added by you to a covered work,
for which you have or can give appropriate copyright permission.

  Notwithstanding any other provision of this License, for material you
add to a covered work, you may (if authorized by the copyright holders of
that material) supplement the terms of this License with terms:

    a) Disclaiming warranty or limiting liability differently from the
    terms of sections 15 and 16 of this License; or

    b) Requiring preservation of specified reasonable legal notices or
    author attributions in that material or in the Appropriate Legal
    Notices displayed by works containing it; or

    c) Prohibiting misrepresentation of the origin of that material, or
    requiring that modified versions of such material be marked in
    reasonable ways as different from the original version; or

    d) Limiting the use for publicity purposes of names of licensors or
    authors of the material; or

    e) Declining to grant rights under trademark law for use of some
    trade names, trademarks, or service marks; or

    f) Requiring indemnification of licensors and authors of that
    material by anyone who conveys the material (or modified versions of
    it) with contractual assumptions of liability to the recipient, for
    any liability that these contractual assumptions directly impose on
    those licensors and authors.

  All other non-permissive additional terms are considered "further
restrictions" within the meaning of section 10.  If the Program as you
received it, or any part of it, contains a notice stating that it is
governed by this License along with a term that is a further
restriction, you may remove that term.  If a license document contains
a further restriction but permits relicensing or conveying under this
License, you may add to a covered work material governed by the terms
of that license document, provided that the further restriction does
not survive such relicensing or conveying.

  If you add terms to a covered work in accord with this section, you
must place, in the relevant source files, a statement of the
additional terms that apply to those files, or a notice indicating
where to find the applicable terms.

  Additional terms, permissive or non-permissive, may be stated in the
form of a separately written license, or stated as exceptions;
the above requirements apply either way.

  8. Termination.

  You may not propagate or modify a covered work except as expressly
provided under this License.  Any attempt otherwise to propagate or
modify it is void, and will automatically terminate your rights under
this License (including any patent licenses granted under the third
paragraph of section 11).

  However, if you cease all violation of this License, then your
license from a particular copyright holder is reinstated (a)
provisionally, unless and until the copyright holder explicitly and
finally terminates your license, and (b) permanently, if the copyright
holder fails to notify you of the violation by some reasonable means
prior to 60 days after the cessation.

  Moreover, your license from a particular copyright holder is
reinstated permanently if the copyright holder notifies you of the
violation by some reasonable means, this is the first time you have
received notice of violation of this License (for any work) from that
copyright holder, and you cure the violation prior to 30 days after
your receipt of the notice.

  Termination of your rights under this section does not terminate the
licenses of parties who have received copies or rights from you under
this License.  If your rights have been terminated and not permanently
reinstated, you do not qualify to receive new licenses for the same
material under section 10.

  9. Acceptance Not Required for Having Copies.

  You are not required to accept this License in order to receive or
run a copy of the Program.  Ancillary propagation of a covered work
occurring solely as a consequence of using peer-to-peer transmission
to receive a copy likewise does not require acceptance.  However,
nothing other than this License grants you permission to propagate or
modify any covered work.  These actions infringe copyright if you do
not accept this License.  Therefore, by modifying or propagating a
covered work, you indicate your acceptance of this License to do so.

  10. Automatic Licensing of Downstream Recipients.

  Each time you convey a covered work, the recipient automatically
receives a license from the original licensors, to run, modify and
propagate that work, subject to this License.  You are not responsible
for enforcing compliance by third parties with this License.

  An "entity transaction" is a transaction transferring control of an
organization, or substantially all assets of one, or subdividing an
organization, or merging organizations.  If propagation of a covered
work results from an entity transaction, each party to that
transaction who receives a copy of the work also receives whatever
licenses to the work the party's predecessor in interest had or could
give under the previous paragraph, plus a right to possession of the
Corresponding Source of the work from the predecessor in interest, if
the predecessor has it or can get it with reasonable efforts.

  You may not impose any further restrictions on the exercise of the
rights granted or affirmed under this License.  For example, you may
not impose a license fee, royalty, or other charge for exercise of
rights granted under this License, and you may not initiate litigation
(including a cross-claim or counterclaim in a lawsuit) alleging that
any patent claim is infringed by making, using, selling, offering for
sale, or importing the Program or any portion of it.

  11. Patents.

  A "contributor" is a copyright holder who authorizes use under this
License of the Program or a work on which the Program is based.  The
work thus licensed is called the contributor's "contributor version".

  A contributor's "essential patent claims" are all patent claims
owned or controlled by the contributor, whether already acquired or
hereafter acquired, that would be infringed by some manner, permitted
by this License, of making, using, or selling its contributor version,
but do not include claims that would be infringed only as a
consequence of further modification of the contributor version.  For
purposes of this definition, "control" includes the right to grant
patent sublicenses in a manner consistent with the requirements of
this License.

  Each contributor grants you a non-exclusive, worldwide, royalty-free
patent license under the contributor's essential patent claims, to
make, use, sell, offer for sale, import and otherwise run, modify and
propagate the contents of its contributor version.

  In the following three paragraphs, a "patent license" is any express
agreement or commitment, however denominated, not to enforce a patent
(such as an express permission to practice a patent or covenant not to
sue for patent infringement).  To "grant" such a patent license to a
party means to make such an agreement or commitment not to enforce a
patent against the party.

  If you convey a covered work, knowingly relying on a patent license,
and the Corresponding Source of the work is not available for anyone
to copy, free of charge and under the terms of this License, through a
publicly available network server or other readily accessible means,
then you must either (1) cause the Corresponding Source to be so
available, or (2) arrange to deprive yourself of the benefit of the
patent license for this particular work, or (3) arrange, in a manner
consistent with the requirements of this License, to extend the patent
license to downstream recipients.  "Knowingly relying" means you have
actual knowledge that, but for the patent license, your conveying the
covered work in a country, or your recipient's use of the covered work
in a country, would infringe one or more identifiable patents in that
country that you have reason to believe are valid.

  If, pursuant to or in connection with a single transaction or
arrangement, you convey, or propagate by procuring conveyance of, a
covered work, and grant a patent license to some of the parties
receiving the covered work authorizing them to use, propagate, modify
or convey a specific copy of the covered work, then the patent license
you grant is automatically extended to all recipients of the covered
work and works based on it.

  A patent license is "discriminatory" if it does not include within
the scope of its coverage, prohibits the exercise of, or is
conditioned on the non-exercise of one or more of the rights that are
specifically granted under this License.  You may not convey a covered
work if you are a party to an arrangement with a third party that is
in the business of distributing software, under which you make payment
to the third party based on the extent of your activity of conveying
the work, and under which the third party grants, to any of the
parties who would receive the covered work from you, a discriminatory
patent license (a) in connection with copies of the covered work
conveyed by you (or copies made from those copies), or (b) primarily
for and in connection with specific products or compilations that
contain the covered work, unless you entered into that arrangement,
or that patent license was granted, prior to 28 March 2007.

  Nothing in this License shall be construed as excluding or limiting
any implied license or other defenses to infringement that may
otherwise be available to you under applicable patent law.

  12. No Surrender of Others' Freedom.

  If conditions are imposed on you (whether by court order, agreement or
otherwise) that contradict the conditions of this License, they do not
excuse you from the conditions of this License.  If you cannot convey a
covered work so as to satisfy simultaneously your obligations under this
License and any other pertinent obligations, then as a consequence you may
not convey it at all.  For example, if you agree to terms that obligate you
to collect a royalty for further conveying from those to whom you convey
the Program, the only way you could satisfy both those terms and this
License would be to refrain entirely from conveying the Program.

  13. Use with the GNU Affero General Public License.

  Notwithstanding any other provision of this License, you have
permission to link or combine any covered work with a work licensed
under version 3 of the GNU Affero General Public License into a single
combined work, and to convey the resulting work.  The terms of this
License will continue to apply to the part which is the covered work,
but the special requirements of the GNU Affero General Public License,
section 13, concerning interaction through a network will apply to the
combination as such.

  14. Revised Versions of this License.

  The Free Software Foundation may publish revised and/or new versions of
the GNU General Public License from time to time.  Such new versions will
be similar in spirit to the present version, but may differ in detail to
address new problems or concerns.

  Each version is given a distinguishing version number.  If the
Program specifies that a certain numbered version of the GNU General
Public License "or any later version" applies to it, you have the
option of following the terms and conditions either of that numbered
version or of any later version published by the Free Software
Foundation.  If the Program does not specify a version number of the
GNU General Public License, you may choose any version ever published
by the Free Software Foundation.

  If the Program specifies that a proxy can decide which future
versions of the GNU General Public License can be used, that proxy's
public statement of acceptance of a version permanently authorizes you
to choose that version for the Program.

  Later license versions may give you additional or different
permissions.  However, no additional obligations are imposed on any
author or copyright holder as a result of your choosing to follow a
later version.

  15. Disclaimer of Warranty.

  THERE IS NO WARRANTY FOR THE PROGRAM, TO THE EXTENT PERMITTED BY
APPLICABLE LAW.  EXCEPT WHEN OTHERWISE STATED IN WRITING THE COPYRIGHT
HOLDERS AND/OR OTHER PARTIES PROVIDE THE PROGRAM "AS IS" WITHOUT WARRANTY
OF ANY KIND, EITHER EXPRESSED OR IMPLIED, INCLUDING, BUT NOT LIMITED TO,
THE IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR A PARTICULAR
PURPOSE.  THE ENTIRE RISK AS TO THE QUALITY AND PERFORMANCE OF THE PROGRAM
IS WITH YOU.  SHOULD THE PROGRAM PROVE DEFECTIVE, YOU ASSUME THE COST OF
ALL NECESSARY SERVICING, REPAIR OR CORRECTION.

  16. Limitation of Liability.

  IN NO EVENT UNLESS REQUIRED BY APPLICABLE LAW OR AGREED TO IN WRITING
WILL ANY COPYRIGHT HOLDER, OR ANY OTHER PARTY WHO MODIFIES AND/OR CONVEYS
THE PROGRAM AS PERMITTED ABOVE, BE LIABLE TO YOU FOR DAMAGES, INCLUDING ANY
GENERAL, SPECIAL, INCIDENTAL OR CONSEQUENTIAL DAMAGES ARISING OUT OF THE
USE OR INABILITY TO USE THE PROGRAM (INCLUDING BUT NOT LIMITED TO LOSS OF
DATA OR DATA BEING RENDERED INACCURATE OR LOSSES SUSTAINED BY YOU OR THIRD
PARTIES OR A FAILURE OF THE PROGRAM TO OPERATE WITH ANY OTHER PROGRAMS),
EVEN IF SUCH HOLDER OR OTHER PARTY HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF
SUCH DAMAGES.

  17. Interpretation of Sections 15 and 16.

  If the disclaimer of warranty and limitation of liability provided
above cannot be given local legal effect according to their terms,
reviewing courts shall apply local law that most closely approximates
an absolute waiver of all civil liability in connection with the
Program, unless a warranty or assumption of liability accompanies a
copy of the Program in return for a fee.

                     END OF TERMS AND CONDITIONS

            How to Apply These Terms to Your New Programs

  If you develop a new program, and you want it to be of the greatest
possible use to the public, the best way to achieve this is to make it
free software which everyone can redistribute and change under these terms.

  To do so, attach the following notices to the program.  It is safest
to attach them to the start of each source file to most effectively
state the exclusion of warranty; and each file should have at least
the "copyright" line and a pointer to where the full notice is found.

    <one line to give the program's name and a brief idea of what it does.>
    Copyright (C) <year>  <name of author>

    This program is free software: you can redistribute it and/or modify
    it under the terms of the GNU General Public License as published by
    the Free Software Foundation, either version 3 of the License, or
    (at your option) any later version.

    This program is distributed in the hope that it will be useful,
    but WITHOUT ANY WARRANTY; without even the implied warranty of
    MERCHANTABILITY or FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE.  See the
    GNU General Public License for more details.

    You should have received a copy of the GNU General Public License
    along with this program.  If not, see <http://www.gnu.org/licenses/>.

Also add information on how to contact you by electronic and paper mail.

  If the program does terminal interaction, make it output a short
notice like this when it starts in an interactive mode:

    <program>  Copyright (C) <year>  <name of author>
    This program comes with ABSOLUTELY NO WARRANTY; for details type `show w'.
    This is free software, and you are welcome to redistribute it
    under certain conditions; type `show c' for details.

The hypothetical commands `show w' and `show c' should show the appropriate
parts of the General Public License.  Of course, your program's commands
might be different; for a GUI interface, you would use an "about box".

  You should also get your employer (if you work as a programmer) or school,
if any, to sign a "copyright disclaimer" for the program, if necessary.
For more information on this, and how to apply and follow the GNU GPL, see
<http://www.gnu.org/licenses/>.

  The GNU General Public License does not permit incorporating your program
into proprietary programs.  If your program is a subroutine library, you
may consider it more useful to permit linking proprietary applications with
the library.  If this is what you want to do, use the GNU Lesser General
Public License instead of this License.  But first, please read
<http://www.gnu.org/philosophy/why-not-lgpl.html>.
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