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uvoD

Multipla skleroza (MS) je avtoimunska bolezen centralnega
zivénega sistema zaradi tvorbe avtoprotiteles, ki poSkodu-
jejo mielinsko ovojnico. Posledica je moten prenos ziv-
¢nega signala, ki se kaze v Stevilnih patofizioloskin motnjah.
Vecina bolnikov izkazuje MS v obliki zaporednih poslabsanj
in izboljSanj, nekateri pa imajo progresivno obliko bolezni

POVZETEK

Bioloska zdravila za zdravljenje multiple skleroze teme-
lijo na interakcijah med celicami imunskega sistema.
Zdravili prvega izbora sta interferon-3 in glatiramer ace-
tat, ki pa sta delno ucinkovita le v prvi fazi razvoja mul-
tiple skleroze tipa RRMS  (relapsing-remitting multiple
sclerosis). V zadnjem desetletju so v razvoju ali ze na
trziS€u specificne bioloske ucinkovine z imunosupresiv-
nim delovanjem iz skupine monklonskih protiteles, kot
SO Ze registrirani natalizumab in alemtuzumab, v razvoju
pa so Se daclizumab, rituksimab, ocrelizumab in ofatu-
mumab. Vzporedno pa raziskovalci preucujejo moz-
nost uporabe mati¢nih celic, kakor tudi tehnologije RNK
interference za zmanjsanje napredovanja oziroma za
zdravlienje multiple skleroze.

KLJUCNE BESEDE:
muiltipla skleroza, bioloSka zdravila, interferoni,
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POVZETEK

Therapeutic approaches to multiple sclerosis by means
of modern biological medicinal products are based on
altering the function of immune system. Interferon-3
and glatiramer acetate are basic biologicals in the treat-
ment of RRMS ((relapsing-remitting multiple sclerosis)
type of disease. Both biologicals are only partially suc-
cesful, have important safety limitations and are effec-
tive in the earlier stages. Beside, monoclonal
antibodies, such as natalizumab, alemtuzumab, dacli-
zumab, rituximab, ocrelizumab and ofatumumab that
act as specific and potent biological immunosupressive
agents may offer considerable advantages over other
biological and non-biological medicines. And finally,
novel alternative methods, such as stem cell therapy
or RNA interference therapy open a new frontier in the
battle against the devastating effects of multiple scle-
rosis.

KLJUCNE BESEDE:
multiple sclerosis, biologicals, interferons,
monoclonal antibodies, microRNA

(1). Vecina avtoimunskih bolezni, vkljucno z multiplo skle-  netne citokine IL-17, ki vplivajo na prekomerno izlo&anje
rozo, luskavico, Crohnovo boleznijo in revmatoidnim artri-  ostalih provnetnih citokinov (IL-23, IL-12, IL-1B, IL-22...),
tisom je pogojena z aktivacijo Th2 in Th17 imunskega  kar je osnova za razvoj in uporabo terapevtskih monoklon-
podsistema (2). Celice pomagalke Th-17 izloCajo prov-  skih protiteles proti nadizrazenim provnetnim citokinom,
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kakor tudi za razvoj novih, alternativnih zdravilnih ucinkovi-
nah, ki jih uvr§¢amo med proteine ali molekule DNA. Se
vedno pa sta osnovni bioloski zdravili izbora za zmanjSe-
vanje pogostosti in intenzitete zagonov interferon-f3 in gla-
tiramer acetat.

INTERFERON-B
IN MULTIPLA SKLEROZA

Trenutno pravega zdravila, ki bi popolnoma preprecil razvoj
multiple skleroze Se ni, najveCkrat uporablieno bioloSko
zdravilo pa je interferon beta. Imunomodulatorno delovanje
interferonov sta leta 1957 odkrila Isaacs in Lindenmann (3).
V letih 1980-82 so poskusali zdraviti multiplo sklerozo z
izoliranimi in precis¢enimi mesanicami interferonov-a in
mesanico naravnih interferonov-3, ki so se pokazali kot na-
juspesnejsi pri upocasnitivi napredovanja MS. Z razvojem
tehnologije rekombinantne DNA pa so pridobili sistem za
izdelavo rekombinantnih interferonov, ki so kvalitativho in
kvantitativno superiornejsi od naravnih, predvsem pa so z
vidika varnosti in prepreéevanja prenosa ko-izoliranih pa-
togenov, bistveno varngjsi. Leta 1993 so v terapijo RRMS
in progresivne MS uvedli prvi rekombinantni interferon-3
1b, ki je sestavljen iz 165 aminokislin in ni glikoziliran, saj je
proizveden v ekspresijskem sistemu Escherichia coli (E.
coli). Strukturno se interferon-$ 1a in interferon-3 1b razli-
kujeta le v eni aminokislini (Preglednica 1). Za namen regi-
stracije je bilo v klini¢no Studijo vklju¢enih 372 bolnikov, ki
so prejemali placebo oziroma 50 ali 250 ug interferona-8
1b subkutano vsak drug dan, v obdobju dveh let. Tisti bol-
niki, ki so prejemali interferon-B 1b, so izkazovali signifi-
kantno manj napadov MS, ki tudi niso bili tako intenzivni
4,5).

Preglednica 1: Primerjava raziicnih interferonov- za zdravijenje MS
Table 1: Comparison of different interferons-3 for treatment of MS

Rekombinantni interferon 3 1a im. je proizveden v sesalskih
celicah CHO in je bil prvi¢ registriran za zdravlienje RRMS
leta 1996. V Klini¢ni Studiji, ki jo je predlagatelj za pridobitev
dovoljenja predlozil Evropski agenciji za zdravila EMA, je
sodeloval 301 bolnik, ki so do zaCetka Studije izkusili vsaj
dva zagona v predhodnih treh letih. V Studiji so bolniki pre-
jemali 30 ug interferona 3 1a oziroma placebo intramusku-
larno, enkrat tedensko, v obdobju dveh let (6). Tudi
interferon B 1a im. je izkazoval statisticno znaciine znake
izbolj8anja, primerjalno s placebom. Prav tako je tudi inter-
feron-B 1a sc., izdelan v sesaljem ekspresijskem sistemu
CHO, le da se injicira subkutano (7). ZaCetne klinicne Stu-
dije, ki so bile nujne za pridobitev dovoljenja za promet, so
izkazovale priblizno 1/3 manj pogostosti in intenzitete za-
gonov Vv primerjavi s placebom pri RRMS obliki multple
skleroze, kasnejse klinicne Studije pa izkazujejo manjso
uspesnost delovanja interferonov-3 pri progresivni obliki
MS (8).

Uporaba interferonov-B je varna, nezeleni ucinki so pred-
vsem lokalni, kjer prihaja do vnetnih procesov na mestu
uboda, proti vsem rekombinantnim interferonom nastajajo
specifina protitelesa, od sistemsko izrazenih nezelenih
ucinkov pa se omenja predvsem gripi podobno stanje, z
bolecinami v sklepih in kosteh ter limfopenija in porast je-
trnih encimov. Priblizno 40% bolnikov na zdravijenje z in-
terferoni-B ne odgovori (9).

2.1 FARMAKOGENOMIKA
INTERFERONA-B

Opazanja, da je najve¢ bolnikov z MS v skandinavskih
drzavah in severni Ameriki, kjer je incidenca 1-2 na 1000,
kazejo na vpliv genov v razvoju MS, Ceprav seveda MS ne
moremo Steti med klasiCne genske bolezni. Prav tako okoli
40 % bolnikov ne reagira na posamezni tip bioloskih zdra-

Interferon-B 1a Interferon-B1a Interferon-B1b
Sc. im.
podvrsta Beta 1a Beta 1a Beta 1b
ekspresijski sistem CHO CHO E. coli
Stevilo aminokislin 166 166 165
glikozilacija 1-N veriga 1-N veriga ni glikozilacije
nacin vnosa SC M SC
tedenski odmerek 66 (132 ug) 30 ug 875 ug
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vil, kar dodatno potrjuje, da je od genotipa bolnika odvisen
potek bolezniin primernost zdravljenja. Z namenom odkri-
tja genskih polimorfizmov so raziskovalci pregledali Stevine
gene, povezane s humanim levkocitnim antigenskim (HLA)
lokusom v ve¢ obsirnih genomskih Studijah (GWAS), (10,
11). Na osnovi hitrega sekveniranja z sekvenatorji DNA
druge generacije so pregledali ez 140 tarénih genov pri
bolnikih z MS, ki so prejemali razlicne vrste interferonov
(12). Nasli so veliko genskih polimorfizmmov (SNP), po po-
novni analizi in potrditvi pa so izpostavili predvsem poli-
morfizme v genih, ki kodirajo za hialuoronanski
proteoglikanski protein (HAPLNT), za kolagen tip XXV
(COL25AT7), za kalpastatin (CAST), za nevronski PAS do-
menski protein 3 (NPAS3) in za gen, ki kodira glipikan 5
(GPC5). Protein GPC5 je proteoglikan, ki je vpleten v si-
gnalizacijske poti v ekstracelularnem matriksu. Glipikani so-
delujejo pri razvoju in delovanju nevronov. Cenit s sodelavci
je nedvoumno dokazal povezavo med GPC5 SNP poli-
morfiznom in neodzivnostjo na interferon-3 (13).

GLATIRAMER ACETAT

Glatiramer acetat je poleg interferona 3 zdravilo prvega iz-
bora za zmanjSevanje zagonov pri MS. Glatiramer acetat
(GA) znizuje Stevilo in intenziteta zagonov. Sestavljen je iz
standardizirane mesanice peptidov, velikin od 40 do 100
aminokislin z randomiziranim zaporedjem in s sledeco
aminokislinsko sestavo: glutaminska kislina : lizin : alanin
:tirozin 1,5: 3,6 : 4,6: 1,0 (14, 15). Prvotno so raziskovalci
poskusili uporabiti osnovno meSanico peptidov, ki ima
podobno sestavo kot bazi¢ni mielinski protein z namenom
indukcije eksperimentalnega avtoimunskega encefalomie-
litisa (EAE) pri zivalskih modelih z multiplo sklerozo, prese-
neCeni pa so opazili, da se stanje encefalomielitisa
izboljSuje, zato so mesanico po intenzivnih klini¢nih Studijah
uspeli pred dobrim desetletjiem registrirati kot zdravilo. GA
se po subkutani aplikaciji hitro absorbira, prehaja v limfne
vozlicke, kjer modulira imunski odziv. Pri ve¢ kot polovica
bolnikov, ki prejemajo GA, se s¢asoma pojavijo protitelesa
proti peptidom, a doslej Se ni bilo natancno ugotovljeno,
ali nastajajoCa protitelesa kakorkoli vplivajo na potek bole-
zni, vsekakor pa zmanjsujejo razpolozliv odmerek GA. Prav
tako ni znan mehanizem delovanja GA, predpostavljajo pa,
da naj bi peptidi sluzili kot ligandi, ki oponasajo mielinske
antigene in na ta nacin vzpostavili lokalno imunsko tole-

ranco, kar naj bi zmanjSevalo nastanek specificnih avto-
protiteles proti mielinu, po drugi strani pa opazajo, da GA
aktivira nastanek Th1 imunskega odziva in zmanjSuje Th2
odziv (16,17).

MONOKLONSKA
PROTITELESA ZA
ZDRAVLJENJE MS

4.1 NATALIZUMAB

Natalizumab je prvo registrirano rekombinantno monoklon-
sko protitelo (MAb) za zmanjSevanje napredovanja multiple
skleroze tipa RRMS, ki se na interferonsko zdravljenje ne
odzivajo. Spada med humanizirnana mAb, ki se vezejo na
humani a-4 integrin, ki je izrazen na povrsini limfocitov in
monocitov. a-4 integrin tvori heterodimerne komplekse z
B-1in B-7 integrinom, na kar se veze zilni endotelni adhe-
zijski dejavnik 1 (VCAM-1), ki je kljucni dejavnik za prenos
limfocitov preko hematoencefalne bariere, kar vodi v vecje
vnetne procese in poslab8anje multiple skleroze. Natalizu-
mab deluje kot zaviralec vezave a-4 integrina z VCAM-1
proto-receptorskim sistemom na endotelijskih celicah, kar
vodi do preprecitve migracije limfocitov v centralni Ziveni
sistem. V tretji fazi klini€nih Studij so izvedli dve zelo obsirni
Studiji z vkljucitvijo 942 bolnikov (Studija AFFIRM) in 1171
bolnikov (Studija SENTINEL, ob dodatku interferona-), kjer
s0 bolnikom enkrat mese¢no dajali 300 mg natalizumaba
v obdobju 116 tednov. Obe Studiji sta nedvoumno pokazali
ucinkovitost natalizumaba v vseh merjenih parametrih, v
obliki monoterapije, kakor tudi kot dodatek interferonu-3.
Proizvajalec natalizumaba je pridobil dovoljenje za prometa
leta 2004, le tri mesece po vstopu na trg pa je bila uporaba
zaCasno umaknjena, saj so ugotovili tri primere progresi-
vne multifokalne leukoencefalopatije, ki se obicajno konca
s smrtnim izidom. Leta 2006 je proizvajalec natalizumab
ponovno vril na trg, a se sedaj lahko predpisuje le kot mo-
noterapijo, saj so bili primeri levkoencefalopatije povezani
s so¢asno uporabo interferona-B. Do leta 2014 je bilo za-
belezenih nekaj ez 320 primerov levkoencefalopatije, a
tako FDA kot EMA menita, da koristnost zdravila previada
nad tveganjem.

4.2 ALEMTUZUMAB

Alemtuzumab, ki je usmerjen proti antigenu CD-52, je hu-
maniziranega izvora in je bil ravnokar (EMA leta 2013, FDA
leta 2014) odobren za uporabo pri RRMS obliki multiple
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skleroze. Alemtuzumab izkazuje veliko ulinkovitost v
zmanjSevanju vnetnega procesa pri MS, najresnejsi neze-
leni ucinek pa je nastanek sekundarnih avtoimunskih bo-
lezni, kot je idiopatska trombocitopenija, tiroidna
avtoimunska bolezen in vecja nagnjenost k okuzbi s herpes
virusi (18).

BIOLOSKE UCINKOVINE
V RAZVOJU

Kljub velikemu napredku pa Se vedno nimamo zdravine
ucinkovine, ki bi lahko popolnoma pozdravila oziroma usta-
vila napredovanje multiple skleroze, zato poskusajo razi-
skovalci najti alternativne ucinkovine in poti zdravljenja.
Poleg razvoja novih specifiénih monoklonskih protiteles
usmerjajo razvoj v iskanje potencialnih molekul na DNK in
RNK nivoju, veliko pa si obetajo tudi od uporabe mati¢nih
celic kot modelne celi¢ne terapije.

5.1 PROTEINSKE BIOLOSKE
UCINKOVINE

Poleg natalizumaba raziskovalne druzbe razvijajo ostala
monoklonska protitelesa za zdravljienje MS. Najdlje v raz-
voju, v zadniji fazi tretje klinicne Studije je daclizumab, pre-
liminarne uspehe pa izkazuje skupina anti-CD 20 mADb,
kot so rituksimab, ocrelizumab in ofatumumab. Daclizu-
mab je humanizirano mAb proti alfa verigi IL-2 receptorja
(CD-25), ki je bil prvotno razvit in je registriran za podporo
pri alografski presaditvi ledvic. Antigen CD-25 je nadizra-
zen na povrsini aktiviranih limfocitov T in B, T celic ubijalk
in monocitov. Z zaviranjem vezave citokina IL-2 na receptor
IL-2R prihaja do obseznega zmanjSanja delovanja imun-
skega sistema. Poleg tega naj bi daclizumab zaviral tudi
delovanje naravnih celic ubijalk in dendriticnih celic preko
CD56, kar dodatno zmanjSuje migracijsko sposobnost ne-
katerih limfoidnih celic (19). Skupina monoklonskih protite-
les, ki so usmerjene proti antigenu CD-20, so himerni
rituksimab, ki je sicer registriran za zdravljenje ne-Hodgki-
novega limfoma in revmatoidnega artritisa, ocrelizumab
uvrs¢amo med humanizirana protitelesa, medtem, ko je
ofatumumab humano monoklonsko protitelo. V drugi fazi
klinicnega testiranja so nedavno rituksimab zamenjali za
ocrelizumab zaradi manjSe verjetnosti nastanka dodatnih
protiteles (20).

5.2 VLOGA MIKRO RNK PRI RAZVOJU
ALTERNATIVNIH BIOLOSKIH

ZDRAVIL

Odkritie prve mikroRNK (miRNK) leta 1993 je odprlo nov
vidik genske regulacije, saj so raziskovalci dokazali, da niso
le proteinski genski regulatorji tisti, ki aktivirajo ali utiSajo
gene, ampak v kompleksni regulaciji sodelujejo tudi majhne,
nekodirajoCe molekule RNK (21, 22). Od tedaj je bilo od-
kritih veC kot 2600 razlicnih miRNK, ki sodelujejo pri razli-
¢nih fizioloSkih in patofizioloskih procesih v organizmu.
Ceprav natanéni mehanizem delovanja e ni znan, naj bi
miRNK neposredno ali posredno utiSala translacijo tar¢nih
proteinov z vezavo na informacijsko RNK (mRNK) in aktiva-
cijo kompleksa ribonukleaz. Molekule miRNK so majhne,
od 19-24 nukleotidov dolge enovijatne RNK molekule, ki
SO vpletene v posttranskripcijski mehanizem nastanka se-
kundarnih genskih transkriptov (proteinov). Vezejo se na
dolo¢ena konzervativha mesta na taréni mRNK, kar razpo-
zna ribonukleazni kompleks RNKz Ill in razgradi mRNK na
mestu, kjer se je nanjo vezala miRNK. Tako mRNK ne more
sluziti kot osnova za sintezo tar¢nega proteina na ribosomih
in produkt (protein) v celici ne nastaja.

miRNK se nahajajo v celicah in se izloCajo iz celic, naj-
demo jih v razli¢nih telesnih tekocCinah (serumu, cere-
brospinalni tekocini, slini, urinu, semenski tekocini).
Veliko jih je v eksosomih v limfocitih B, T in dendriti¢nih
celicah in lahko vplivajo na aktivacijo oziroma zaviranje
imunskih procesov. Ugotovili so, da limfociti T lahko pre-
nesejo dendriticnim celicam eksosomsko miRNK, ver-
jetno preko nanocevk. Zhang in sodelavci (23) so
ugotovili, da se tako v periferni krvi, kot tudi v cerebro-
spinalni tekodini nahaja povisana koncentracija miR-
155 pri bolnikih z multiplo sklerozo (RR-MS) v Casu
ponovnega zagona bolezni. Podobne rezultate so dobili
v cerebrospinalni tekoCini pri- eksperimentalnem migjem
modelu EAE. Z blokado miR-155 s pomocjo protismi-
selne tehnologije DNK bi lahko preprecili zagon bolezni,
kar ze testirajo na zivalskin modelih z inducirano multiplo
sklerozo (24).
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