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Uvodne besede

Zgodovina razvoja sodobne biotehnologije beleZi svoje zgodne zacetke v sedemdesetih letih prejsnjega
stoletja. Prui velik uspeh, s katerim so se okronala bioloska zdravila, je prisel z letom 1982, ko so ameriske
regulatorne oblasti za zdravljenje sladkorne bolezni odobrile rekombinantni cloveski inzulin. Bioloska
zdravila so doZivela v naslednjih tridesetih letih skoraj neslutene razseZnosti. Svetovni trg bioloskih
zdravil za humano uporabo tako danes Steje vec kot 180 bioloskih zdravil, v klinicnih raziskavah pa jih
proucujejo Se veliko vec.

Ker se zavedamo, kako pomembno je graditi in siriti obzorja strokovnega znanja, smo predstavitev
sodobnih bioloskih zdravil zasnovali tako z vidika aktualnosti kot tudi uporabnosti za zaposlene v Sirsi
farmacevtski stroki. Obravnavali jih bomo v povezavi z rakom in vnetnimi procesi, ki sta dve najvidnejsi
podrocji njihove uporabe. V sklopu klinicnega dela se bomo dotaknili Se ucinkovin za zdravljenje
endokrinoloskih bolezni, epoetinov in nizkomolekularnih heparinov. Pomembne vsebine bomo izpostavili
tudi z vidika dostavnih sistemov in stabilnosti farmacevtskih oblik z bioloskimi zdravili.

Doc. dr. Alenka Zvonar, mag. farm., in doc. dr. Nina Kocevar Glavac, mag. farm.

Ljubljana, junij 2014
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Prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.
Fakulteta za farmacijo Univerze v Ljubljani

Povzetek

V zadnjih tridesetih letih se je razvila nova veja zdravil in zdravljenja s sodobnimi bioloskimi
zdravili, med katerimi je poleg hormonov in citokinov najve¢ monoklonskih protiteles, usmerjenih
proti razli¢nim indikacijskim podrocjem. Od leta 2006, s potekom patentnih pravic, se v Evropski
uniji uveljavlja nova alternativna oblika bioloskih zdravil, ki jih imenujemo biolosko podobna
zdravila. Tako za bioloska zdravila kot tudi za biolosko podobna zdravila je potrebno izpeljati
rigorozne klini¢ne raziskave, s katerimi dokazujemo varnost, uc¢inkovitost in kakovost, kar je pogoj
za pridobitev dovoljenja za promet, ki se izvaja po centraliziranem postopku. V letu 2012 so
predstavljala bioloska in biolosko podobna zdravila glede na trzni delez skoraj polovico med
dvajsetimi najbolj prodajanimi zdravili na globalni ravni. Tudi bioloska zdravila izkazujejo neZelene
ucinke, od katerih je najresnejsi pojav imunogene reakcije.
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1UVOD

Vec kot trideset let je minilo od pridobitve prvega dovoljenja za promet z bioloskim zdravilom, ki ga
je leta 1982 izdala Ameriska agencija za zdravila in hrano FDA za rekombinantni inzulin, ki mu je
kmalu zatem sledil rekombinantni rastni hormon. S tem se je zacela plodna doba uvajanja sodobnih
bioloskih zdravil, ki predstavljajo izjemen napredek farmacevtskih in medicinskih ved in znanosti.

Silen razvoj, ki smo mu sedaj prica, se je zacel z uvedbo tehnologije rekombinantne DNA, ki se Se
dalje razvija. Zaradi zahtev po izboljsavi farmakokineti¢nih in farmakodinamskih lastnosti bioloskih
zdravil, ki so kompleksne proteinske ali genske molekule, kakor tudi zaradi potencialne
imunogenosti, Se nadalje razvijamo nove pristope k nacrtovanju in proizvodnji ¢loveku prijaznejsih
oblik bioloskih zdravil. Najhitreje se razvija skupina rekombinantnih monoklonskih protiteles, zlasti
popolnoma humanih monoklonskih protiteles, ki izkazujejo najniZjo stopnjo imunogenosti, prav
tako smo pri¢a novim rekombinantnim uc¢inkovinam druge generacije. Od leta 2007 se na trzis¢u
pojavljajo biolosko podobna zdravila, ki predstavljajo alternativo inovativhim bioloskim zdravilom,
vplivajo pa na zniZevanje cen sodobnih zdravil bioloskega izvora (1).

Razvoj je nekoliko upocasnjen pri genskih zdravilnih u¢inkovinah, od katerih smo si veliko obetali, a
se je zaradi nedovrsene tehnologije vnosa genov in potencialne nevarnosti sprememb v aktivnosti
delovanja humanega genoma ta del bioloskih zdravil razvijal pocasneje od pri¢akovanj. Z odkritjem
novih oblik regulacije genov z molekulami mikroRNA pa si tudi od genskih uc¢inkovin v razvoju
obetamo vedji delez tistih, ki bodo presle zahtevne registracijske postopke in bodo na trzis¢u v
naslednjih desetih letih.

Z intenziviranjem razvoja in registracij je trenutno delez sodobnih bioloskih uc¢inkovin glede na
trzno vrednost med vsemi ucinkovinami izjemno narasel. Tako zasledimo v letu 2012 kar osem
najbolje prodajanih biologkih zdravil med dvajsetimi najbolje prodajanimi zdravili vseh kategorij. Ce
pa sestejemo absolutne vrednosti v ameriskih dolarjih, smo v svetovnem merilu za prvih dvajset
zdravil porabili priblizno 115 milijard (to je priblizno 84 milijard evrov), od tega za bioloska zdravila
skoraj 50 % (priblizno 56 milijard dolarjev) (preglednica 1) (2).

Preglednica 1: Dvajset najbolje prodajanih zdravilnih uc¢inkovin v letu 2012 na svetovni ravni. Bioloska zdravila so
napisana v posevnem tisku.

Uéinkovina Indikacija (delovanje) Prodaja (milijarde am. dolarjev)
Adalimumab Kroni¢ne vnetne bolezni 9,27
Infliximab Kroni¢ne vnetne bolezni 8,22
Etanercept Kroni¢ne vnetne bolezni 7,96
Flutikazon/salmeterol Astma in kroni¢na obstruktivna plju¢na bolezen 7,90
Rituximab Limfomi, levkemije, avtoimunske bolezni 7,29
Inzulin glargin Sladkorna bolezen 6,65
Trastuzumab Rak dojke 6,40
Rosuvastatin Antiholesterolemik 6,25
Bevacizumab Razli¢ne oblike raka 6,22
Aripiprazol Antidepresiv 5,38
Klopidogrel Antitrombotik 5,32
Duloksetin Anksiolitik 4,99
Imatinib Razli¢ne oblike raka 4,72
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Preglednica 1 (nadaljevanje)

Uéinkovina Indikacija (delovanje) Prodaja (milijarde am. dolarjev)
Tiotropinijev bromid Kroni¢na obstruktivna plju¢na bolezen 4,49
Pregabalin Protibolecinsko sredstvo 4,16
Pegfilgrastim Aktivator nevtrofilcev 4,09
Sitaglipin Sladkorna bolezen 4,09
Atorvastatin Antiholesterolemik BIo5
Ezomeprazol Erozivni ezofagitis 3,94
Montelukast Astma 3,85

2 SKUPINE BIOLOSKIH ZDRAVIL

Na osnovi razdelitve Evropske agencije za zdravila (EMA) delimo bioloska zdravila v pet osnovnih
skupin (3). Tako imamo med tradicionalnimi bioloskimi zdravili taka, ki jih pridobimo z izolacijo iz
rastlin, zivali ali ¢loveka, nato sledi skupina zdravil, pridobljenih s pomocjo klasi¢ne fermentorske
tehnologije, dale¢ najvedji del pa tvorijo rekombinantne bioloske uc¢inkovine, peptidi, pridobljeni s
sintezo ter majhna skupina genskih zdravilnih u¢inkovin.

2.1 Rekombinantne bioloske u¢inkovine

V letu 2014 imamo na globalnem farmacevtskem trgu ve¢ kot 140 razliénih rekombinantnih
zdravilnih u¢inkovin. Osnovna tehnologija proizvodnje sestoji z vnosom gena, ki kodira za Zeleno
ucinkovino, v primerno gostiteljsko celico. V to skupino uvrs¢amo rekombinantne hormone, kot so
inzulin, glukagon, rastni hormon, paratiroidni hormon, gonadotropini, prolaktin, eritropoetin, in
nekatere ostale hormone. Za zdravljenje doloc¢enih genskih malformacij uporabljamo rekombinantne
encime, kot so alfa in beta agalzidaza, alfa dornaza, imigluceraza, superoksid-dismutaza,
fenilalanin- amoniak-liaza, alfa glukozidaza, urikaza, pegilirana arginin-deaminaza, sulfataza,
porfobilinogen-deaminaza in nekatere druge. Vec¢ina rekombinantnih encimov ima status zdravil
sirot, saj jih uporabljamo za zdravljenje relativno redkih genskih bolezni (4). Prav tako je
registriranih ve¢ rekombinantnih dejavnikov strjevanja krvi, ki jih uporabljamo pri zdravljenju
razli¢nih tipov hemofilij. V preteklih osmih letih je bilo registriranih nekaj sodobnih rekombinantnih
cepiv, kot so (5): cepivo proti hepatitisu B, difteriji, H. influenzae in rekombinantno cepivo proti
lymski bolezni.

V podskupini rekombinantnih citokinov najdemo interferon alfa v ve¢ razli¢icah, dve vrsti osnovnih
interferonov beta, interferon gama, prav tako v dveh razlic¢icah, ter interlevkin IL-2 in IL-11 (6).
Dale¢ najvecjo skupino pa predstavljajo rekombinantna monoklonska protitelesa, ki zavzemajo
trenutno vec kot 40 % vseh rekombinantnih zdravil v sodobni materiji medici.

2.1.1. Monoklonska protitelesa
Prvo monoklonsko protitelo so naredili s hibridomsko tehnologijo. Na ta nacin lahko pridobimo le

misja monoklonska protitelesa. Kmalu pa so kliniki opazili, da pride po vnosu misjih monoklonskih
protiteles v organizem do imunskega odziva, nastanejo ¢loveska protitelesa proti misjemu proteinu.
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Zato so s pomodjo tehnologije rekombinantne DNA kmalu zaceli izdelovati protitelesa, ki imajo
konstantno regijo, sestavljeno iz ¢loveskega aminokislinskega zaporedja, variabilno pa iz misjega. To
so himerna monoklonska protitelesa. Se ve&jo izboljsavo so dosegli z dodatnim zmanjganjem migjih
zaporedij v protitelesih. Tako so pridobili humanizirana monoklonska protitelesa, kjer je le Se okoli
15 % misjega zaporedja (7). Sele z uvedbo tehnologije bakteriofagnega prikaza oziroma transgenih
misi pa so uspeli pridobiti popolnoma humana protitelesa, ki izkazujejo najmanj$o stopnjo
imunogenosti. Najpogosteje uporabljana monoklonska protitelesa in indikacijska podrocja njihove
uporabe predstavljamo v preglednici 2 (8).

Preglednica 2: Rekombinantna monoklonska protitelesa

Monoklonsko protitelo

Glavna indikacija

Monoklonsko protitelo

Glavna indikacija

Abciximab Preprecitev strdkov Efalizumab Luskavica
Rituximab Ne-hodgkinov limfom Cetuximab Kolorekatni rak
Baziliximab Imunosupresija Bevacizumab Kolorektalni rak
Daclizumab Imunosupresija Natalizumab Multipla skleroza
Palivizumab Preprecitev virusnih okuzb Ranibizumab Makularna deg.
Infliximab Kroni¢ne vnetne bolezni Panitumumab Kolorektalni rak
Trastuzumab Rak dojke Eculizumab Hemoglobinurija

Gemtuzumab ozogamicin

Akutna mieloidna levkemija

Ibritumomab tiuxetan

Ne-hodgkinov limfom

Alemtuzumab Kroni¢na mieloi¢na levkemija || Canakinumab Muckle-wells sindrom
Adalimumab Kronic¢ne vnetne bolezni Catumaxomab Maligni ascites
Tositumomab Ne-hodgkinov linfom Ustekinumab Kroni¢na vnetja
Certolizumab pegol Kroni¢ne vnetne bolezni Tocilizumab Kroni¢na vnetja
Golimumab Kroni¢ne vnetne bolezni Ofatumumab Kroni¢na levkemija
Belimumab Sistemski lupus Denosumab Osteopenija
Raxibacumab Okuzba z antraksom Brentuxumab vedotin Hodgkinov limfom
Ipilimumab Metastatski melanom

Ceprav fuzijski proteini niso monoklonska protitelesa, pa jih zaradi podobnosti delovanja in
indikacijskih podrocij uvrs¢amo v skupino monoklonskih protiteles. Obi¢ajno so sestavljeni iz dela
konstantne regije monoklonskega protitelesa in dela receptorja za ciljni protein, proti kateremu so
usmerjeni. V to podskupino spadajo etanercept, alefacept, abatacept, rilonacept, romiplostim in
belatacept (9)

2.2 Peptidi kot bioloske uc¢inkovine

Peptidi so manjsi proteini, sestavljeni iz manj kot 50 aminokislin. Glede na to, da gre za manjse,
enostavne peptidne molekule, jih lahko pridobimo na dva nacdina: s pomodjo tehnologije
rekombinantne DNA ali s pomodjo sinteze na trdnih nosilcih. Slednjo metodo bistveno pogosteje
uporabljamo pri manjsih peptidih velikosti do 40 aminokislin, saj je bolj ekonomicna, pri proteinih
velikosti nad 50 aminokislin pa se ekonomika prevesi v prid rekombinantnim proteinom, saj cena
sinteze z vecanjem $tevila aminokislin izrazito raste. Za to skupino velja paradoks: ¢eprav jih
pridobivamo sintezno, jih zaradi peptidne narave in nacina delovanja uvrséamo med bioloska
zdravila. Med peptidi so najpomembnejsi: kalcitonin, vazopresini, oksitocini, goserelin, buserelin,
somatostatini, enfuvirtid, bivalirudin in glatiramer (10).

10
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2.3. Genske ucinkovine in gensko zdravljenje

Med bioloska zdravila spadajo tudi genske ucinkovine. Za razliko od rekombinantnih proteinov ali
peptidov v tem primeru v telo vnesemo genski segment, ki lahko deluje kot osnova za biosintezo
Zelenega proteina ali pa vpliva na regulacijo genskega izrazanja. Pri tem lahko pride do aktivacije ali
utiS8anja humanih genov, kar vodi do preprecitve transkripcije in translacije. Od genskih ucinkovin
smo si veliko obetali, a je trenutna tehnologija vnosa genov $e vedno na zacetnem razvoju.

Najveckrat se odlo¢imo za vnos genov s pomocjo virusnih vektorjev, razvijajo pa tudi alternativne
trdnih delcih velike gostote (11). Kljub $tevilnim klini¢nim raziskavam v fazi I in II, je le nekaj
zdravil preslo registracijski postopek in jih trzijo kot genska zdravila. To sta dve genski u¢inkovini iz
skupine protismiselnih oligonukleotidov: ApoB-100 in alicaforsen, ki je usmerjen proti ICAM-1
molekuli, iz prodaje pa so zaradi ekonomskih vzrokov Ze pred leti umaknili vitravene, ki je bil
usmerjen proti genomu citomegalovirusa. V letu 2012 je EMA odobrila tudi prvo gensko
ucinkovino, alipogene tiparvovec, ki vnesena v telo povzroci sintezo lipoprotein lipaze. Genski
konstrukt tako nadomesti okvarjen gen pri bolnikih z lipoprotein lipazno deficienco (12).

3 BIOLOSKA ZDRAVILA DRUGE IN TRETJE GENERACIJE

Bioloske zdravilne ucinkovine so kot proteini, peptidi ali genski segmenti relativno neoptimalna
zdravila, saj so obcutljivi na delovanje razli¢nih encimov v telesu, hitro denaturirajo pri povisanih
temperaturah, v prisotnosti topil ali nizke vrednosti pH, zato jih razen nekaj izjem ne moremo
aplicirati peroralno. Veliko vecino bioloskih zdravil tako dajemo parenteralno, vendar tudi po tej
poti hitro zapadejo metabolnim procesom. Z namenom izboljsati farmakokineticne in
farmakodinamic¢ne lastnosti se proizvajalci trudijo pripraviti izboljsane razli¢ice osnovnih bioloskih
zdravil, ki naj bi bila taka, kot jih izdeluje ¢loveski organizem. Take uc¢inkovine, ki imajo identi¢no
strukturo kot naravni ¢loveski proteini, imenujemo bioloske ucinkovine prve generacije. Nekaj
primerov: rekombinantni inzulin, eritropoetin, filgrastim, interferon alfa in interferon beta. Ce pa
osnovno molekulo nekoliko spremenimo, kar lahko naredimo na genskem nivoju (dodamo ali
odvzamemo nukleotide, ki kodirajo za nove aminokisline) ali posttranslacijsko (na protein pripnemo
mascobne verige ali polietilenglikol), dobimo bioloska zdravila druge ali celo Ze tretje generacije
(13).

3.1 Rekombinantni inzulini druge generacije

Sladkorna bolezen (predvsem tipa 2) se $iri s pandemic¢no razseznostjo, poleg tega pa obicajno
bolnik prejema inzulin dozivljenjsko. Zato so Ze nekaj let po uvedbi rekombinantnega inzulina
priceli z izboljSavami na osnovni molekuli. Tako imamo celo vrsto rekombinantnih inzulinov druge
generacije, ki se razlikujejo po ¢asu delovanja. Hitrodelujo¢i inzulin je inzulin LisPro, ki so ga
pridobili z zamenjavo nukletoidov, ki kodirajo za lizin in prolin v genu za inzulin, ali pa inzulin
aspart. Dolgodelujo¢i inzulin detemir ima na protinski del pripeto mas¢obno miristinsko kislino. Kot
lipoprotein se veZe na serumski albumin in se pocasneje sproca, zato deluje dolgotrajno. Se vedji
prodajni uspeh so dosegli z gensko modifikacijo pri inzulinu glargin, kjer so kot glavno spremembo

11
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uvedli dva tripleta nukleotidov, ki kodirajo za arginin. S tem so dosegli, da je molekula pridobila
bazi¢ni del in pri fizioloSkem pH slabse disociira v monomerno obliko, zato deluje kot dolgodelujoci
inzulin. V fazi razvoja so lipo-PEG-inzulinske razlicice.

3.2 Rekombinantni eritropoetini druge in tretje generacije

Tudi na podrodju eritropoetinov so raziskovalci poskusali povecati biolosko delovanje, zato so v gen
za osnovni rekombinantni eritropoetin vnesli dva tripleta nukleotidov, ki kodirata za asparagin. Na
ta nacin so dobili dve dodatni glikozilacijski mesti in delez sladkornih verig, vezanih na
rekombinantnem eritropoetinu se je povecal za dodatnih 20 %, kar vodi do dolgega razpolovnega
¢asa in s tem vecje bioloske uporabnosti. Eritropoetin tretje generacije pa je metoksi pegilirani (PEG)
eritropoetin, ki je v Evropski uniji registriran od julija 2007.

3.3 Rekombinantni filgrastimi in interferoni druge generacije

Metoda pripetja hidrofilne polietilenglikolne verige na proteinsko molekulo se je izkazala kot
iziemno sprejemljiva. Ceprav se je in vitro delovanje proteina zmanjsalo, je bilo delovanje in vivo
bistveno daljSe. Vzroki temu so steri¢no oviranje proteaz, ve¢ja molekulska masa in s tem manjsa
glomerularna filtracija, obenem pa je manjsa tudi verjetnost imunogenosti. Poleg PEG-filgrastima je
kot predstavnik druge generacije trenutno na trzis¢u Se inovativni PEG-interferon alfa.

3.4 Rekombinantna monoklonska protitelesa druge in tretje generacije

Tudi znotraj velike skupine monoklonskih protiteles se razvijajo posamezne molekule, ki jih
uvrscamo v drugo in celo tretjo generacijo. Znotraj druge generacije zasledimo predvsem fuzijske
proteine, pegilirane razlic¢ice in fuzijska protitelesa z antibiotikom ali radioaktivnim izotopom, tretja
generacija pa predstavlja le fragmente FAB, affibody molekule in humana protitelesa, narejena s
pomocjo bakteriofagnega prikaza (14).

4 BIOLOSKO PODOBNA ZDRAVILA

Pridobitev dovoljenja za promet za biolosko zdravilo v Evropski uniji poteka po centraliziranem
postopku v strogo dolo¢enem ¢asovnem okvirju 210 dni, s prekinitvami do najve¢ 300 dni, nato pa
komisija izda mnenje v najve¢ 90 dneh od prejetia mnenja odbora CHMP (EMA, London). Po
poteku patentnih pravic inovativnim bioloskim zdravilom se lahko na trgu, po uspesnem
registracijskem postopku, pojavijo biolosko podobna zdravila, ki pa morajo preiti skrajsane klini¢ne
raziskave in obsirne komparativne raziskave, kar na primer za generike v primeru sinteznih zdravil
ni potrebno. Bioloske zdravilne ucinkovine namre¢ izdelujemo s pomodcjo zivih organizmov
(prokariontskih ali evkariontskih celic), zato se lahko predvsem kompleksni proteini razlikujejo po
strukturi. Ze minimalno drugacen biologki postopek lahko vodi do razli¢ne strukture.

Definicija generikov narekuje, da je generi¢na ucinkovina strukturno enaka referen¢ni, zato na

podro¢ju bioloskih zdravil generikov ni. Namesto tega je EMA uvedla izraz »biolosko podobna
zdravila« (BPZ), ki jim pravimo tudi »podobna bioloska zdravila« ali na kratko biosimilarji. Tako
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imamo od leta 2006 na trzis¢u Evropske unije registriranih Ze nekaj biolosko podobnih zdravil iz
skupine eritropoetinov in filgrastimov, v letu 2013 pa so registrirali Ze prvo monoklonsko protitelo,
ki se uvrs¢a med biolosko podobna zdravila. Seveda pa gre tudi na tem podrocju razvoj dalje, zato
se uveljavljajo Ze tudi biolosko podobna zdravila druge generacije, ki jim pravimo trivialno tudi
biobetters. Prvi predstavnik te skupine je pegfilgrastim. Res pa je, da gre za mejno podrocje, ko se
regulatorni organi odlocijo, ali so izboljSave oziroma spremembe na osnovni biomolekuli tako
razli¢ne, da zahtevajo registracijski postopek za novo zdravilo. Tudi vsi registracijski postopki za
biolosko podobna zdravila potekajo po centraliziranem postopku na EMA v Londonu (15).

5 VARNOST (IMUNOGENOST), KAKOVOST IN UCINKOVITOST
BIOLOSKIH ZDRAVIL

V prvih nekaj letih po zacetku uporabe sodobnih bioloskih zdravil smo bili navdu$eni nad
delovanjem, saj gre za zdravila, ki so ciljano usmerjena proti razli¢cnim taréam (proteinom,
receptorjem, ligandom, substratom). Kmalu pa se je izkazalo, da tudi bioloska zdravila lahko
povzrocijo nezelene ucinke, ki jih razdelimo na a) interakcije z Zelenimi tar¢ami in b) interakcije z
nezelenimi tar¢ami. V prvo skupino uvrs¢amo vsa monoklonska protitelesa, ki jih uporabljamo za
lajSanje tezav pri kroni¢nih vnetnih stanjih in so usmerjena proti dejavniku tumorske nekroze alfa
(TNF-a). ZmanjSevanje koncentracije TNF-a namre¢ vodi do pojava oportunisti¢cnih okuzb,
predvsem tuberkuloze, lahko pa se pojavijo tudi neoplazme (16). Primer predstavnika druge
skupine je trastuzumab, ki se sicer uspesno veZe na rastne receptorje HER2 na povrsini rakavih celic,
a se lahko veZe tudi na sréno misico in povzroci kardiotoksi¢ne nezelene ucinke.

Prav pri bioloskih zdravilih pa smo se spoznali z novim specifi¢nim nezelenim uc¢inkom, ki se dotika
tako varnosti kot u¢inkovitosti, povezan pa je lahko tudi s kakovostjo. To je imunogenost. Majhne
sintezne in naravne molekule obi¢ajno niso imunogene. Proteini so po svoji naravi imunogeni, c¢e
niso ¢loveskega izvora, lahko pa postanejo imunogeni, ¢eprav za njihovo izdelavo uporabimo
popolnoma humano nukleotidno oziroma aminokislinsko zaporedje, vendar pa je pri izdelavi,
formulaciji, transportu ali shranjevanju prislo do porusitve nativne oblike proteina. Tako se
izpostavijo hidrofobne aminokisline, ki so pri proteinu obi¢ajno v notranjosti proteina, in povzrocijo
nastanek imunogene reakcije. Nastajati zacenjajo specificna protitelesa, ki iznicijo delovanje
eksogeno vnesenega bioloskega zdravila ali celo endogenega proteina, ki je vitalnega pomena za
pravilno delovanje organizma (17).

Poleg uc¢inkovitosti in varnosti regulatorni organi natan¢no proucijo tudi kakovost, preden biolosko
ali biolosko podobno zdravilo pridobi dovoljenje za promet. Prav zaradi visoke kakovosti je velika
vecina bioloskih zdravil Se vedno proizvedena v Evropski uniji ali Zdruzenih drzavah Amerike,
¢eprav lahko v naslednjih nekaj letih pri¢akujemo tudi kakovostna, u¢inkovita in varna biolosko
podobna zdravila iz azijskih dezel, predvsem Juzne Koreje in Japonske (18).
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6 SKLEP

voev v

Bioloska zdravila so na razvitem farmacevtskem trzis¢u prisotna Ze dobrih trideset let, kljub temu
pa se je Sele v zadnjih nekaj letih njihov delez med vsemi uporabljanimi zdravili znatno povecal.
Vzrok temu so nove tehnologije, zaradi izteka patentnih pravic inovativnim bioloskim zdravilom pa
tudi pojav biolosko podobnih zdravilnih u¢inkovin. Med vsemi skupinami se trenutno trzi najvec
monoklonskih protiteles prve, druge in tretje generacije, pricakujemo pa, da se bo v naslednjih
desetih letih mo¢no razvil delez genskih zdravil, ki so trenutno $e v zacetni fazi razvoja.
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Povzetek

Bioloska zdravila predstavljajo vedno vedji delez med novoregistriranimi zdravili, ki jih
uporabljamo za zdravljenje malignih bolezni. Za razliko od klasi¢nih zdravil, ki so majhne molekule,
so bioloska zdravila v vecini primerov proteini ali nukleinske kisline, njihova bistvena znacilnost pa
je ciljano delovanje. V vecini primerov so indicirana za zdravljenje napredovanih oblik raka. Najbolj
Steviléna so monoklonska protitelesa, ki so po izvoru lahko glodalska, himerna, humanizirana ali
popolnoma humana. Stevilo novih protiteles, ki vstopajo v klini¢na preizkuganja, se povecuje, zato
lahko pricakujemo, da se bo v prihodnje povecal tudi njihov delez v klini¢ni uporabi. Poleg
protiteles so pri zdravljenju raka pomembni tudi rekombinantni hematopoezni dejavniki,
interlevkini in interferoni, ter razli¢ni vektorji in fragmenti DNA in RNA v genskem zdravljenju in
tumorske vakcine. V prispevku so predstavljena najpomembnejsa bioloska zdravila, ki so
registrirana za zdravljenje razli¢nih vrst malignih bolezni.
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1UVOD

Sodobna bioloska zdravila so vkljuéena v vedno ve¢ terapevtskih pristopov zdravljenja raka.
Metode rekombinantne DNA, moderne celi¢ne biologije in usmerjene kemijske sinteze omogocajo
pripravo zadostnih ucinkovin proteinskega izvora, ki jih iz naravnih virov ni mogoce izolirati.
Rekombinantna zdravila so na zacetku izrazali in proizvajali predvsem v bakteriji Escherichia coli,
danes pa se vse bolj uporabljajo razli¢ne celi¢ne linije sesalcev. Na trzis¢e vstopajo tudi bioloska
zdravila druge in tretje generacije z izboljSanimi farmakokineti¢cnimi in farmakodinami¢nimi
lastnostmi, pojavila pa so se tudi biolosko primerljiva zdravila, ki bodo v prihodnosti znizala ceno
zdravljenja (1).

Bistvena prednost bioloskih zdravil je njihova specificnost delovanja, saj so bolj kot majhne
molekule usmerjena proti terapevtski tarci. Dejstvo je, da lahko vedje molekule bolje zavzamejo
strukture, ki so kompatibilne ciljnim mestom in z vzpostavitvijo mnozice nekovalentnih vezi ojacajo
vezavo. Specifi¢nost delovanja je Se posebej pomembna pri zdravljenju malignih bolezni, kjer so
stranski uc¢inki kemoterapije lahko zelo hud problem. Ni naklju¢je, da prav monoklonska protitelesa
predstavljajo najstevilénejso skupino bioloskih zdravil pri raku, saj so znana po svoji specifi¢nosti. V
zdravljenju raka uporabljamo tudi rekombinantne hematopoetske dejavnike, interlevkine in
interferone, razlicne vektorje in fragmente DNA in RNA kot dele genskega zdravljenja in pa
tumorske vakcine kot del imunskega zdravljenja raka. V nadaljevanju so predstavljena
najpomembnejsa bioloska zdravila, ki so Ze registrirana za zdravljenje razli¢nih vrst rakavih obolen;.

2 PROTITELESA ZA ZDRAVLJENJE RAKA

Protitelesa ali imunoglobulini (Ig) so del humoralnega imunskega sistema sesalcev. So glikozilirani
globularni proteini iz naddruzine imunoglobulinov z molekulsko maso, ve¢jo od 150 kDa. Prisotna
so v krvi, tkivnih teko¢inah in telesnih izloc¢kih, kot so sluz, solze, slina, urin ali mleko dojece matere.
Molekule protiteles se razlikujejo po zgradbi, lastnostih in zas¢itni vlogi pri obrambi organizma.
Sestavljeni so iz stirih polipeptidnih verig, dveh tezkih in dveh lahkih, ki so med seboj kovalentno
povezane z disulfidnimi vezmi. Obe tezki in lahki verigi sta med seboj identi¢ni, vsaka veriga pa je
sestavljena iz konstantne in variabilne regije. Glede na konstantne regije protitelesa razvrs¢amo v
vec razredov: IgA, IgD, IgE, IgG in IgM. Vezavno mesto za antigen tvorijo variabilni deli, Se posebej
tako imenovane hipervariabilne zanke (regije CDR), ki se na mestu vezave razlikujejo v
aminokislinskih ostankih (slika 1). Na vsaki molekuli protitelesa sta dve taki mesti, protitelesa, ki so
sestavljena iz ve¢ podenot (IgA, IgM) pa imajo ve¢ vezavnih mest. Heterogenost vezavnih mest
omogoca prepoznavanje velikega Stevila antigenov - nase telo naj bi bilo sposobno sintetizirati do 10
milijard razli¢nih protiteles. Protitelesa izlocajo diferencirani limfociti B, vsak klon aktiviranega
limfocita B pa proizvaja le eno vrsto protiteles. Po vnosu tujka (antigena) se aktivira ve¢ razli¢nih
limfocitov B, ki proizvajajo razli¢na protitelesa. Tak poliklonski imunski odziv zagotavlja uspesen
odgovor organizma na vdor mikroorganizmov, za uporabo v diagnosti¢ne in terapevtske namene
pa so bolj primerna monoklonska protitelesa, pridobljena iz enega samega klona limfocitov B.

Njihova bistvena prednost je v definirani specifi¢nosti in moznosti pridobivanja v neomejenih
koli¢inah in vitro (2).
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Slika 1: Shematski prikaz protitelesa tipa IgG

Prva registrirana monoklonska protitelesa za terapevtske namene so bila misjega izvora. Njihovo
pridobivanje je omogo¢il razvoj postopka priprave hibridomskih celi¢nih linij, ki in vitro proizvajajo
protitelesa in jih uporabljamo kot neomejen vir za pridobivanje specifi¢nih monoklonskih protiteles.
Tehniko priprave hibridomskih celic sta prva razvila nemski biolog Georges Kohler in argentinski
biokemik Cesar Milstein leta 1975 (3). Vendar so misja monoklonska protitelesa kazala Stevilne
pomanjkljivosti, med njimi je najpomembnejsa imunogenost zaradi razlike v aminokislinski sestavi
med misjimi in cloveskimi protitelesi. Pri veckratnih odmerkih terapevtika, najpogosteje pri
kroni¢nih boleznih, lahko organizem odreagira z nastankom humanih protiteles proti misjim
imunoglobulinom - ta odziv poznamo pod imenom odziv HAMA (human anti-mouse antibody). Pri
naslednji generaciji, to je himernih in humaniziranih protitelesih, je misjega izvora le $e variabilni
del oziroma regija CDR, kar mo¢no zmanjSa imunogenost in poveca terapevtsko uporabnost.
Resitev problema imunogenosti pa predstavljajo popolnoma humana monoklonska protitelesa. Ta
pridobivamo na razli¢ne nacine, tako z metodami bakteriofagnega prikaza z uporabo fagnih
predstavitvenih knjiznic, ki vsebujejo gene za ¢loveske imunoglobuline, in pa z uporabo transgenih
zivali (4).

Protitumorsko delovanje monoklonskih protiteles poteka preko razliénih mehanizmov. Lahko imajo
neposreden ucinek, tako da inaktivirajo delovanje molekulske tarce, proti kateri so usmerjeni.
Posredni ucinki so povezani z delovanjem citotoksi¢nih celic preko fragmenta Fc. Na ta nacin
spodbujena celi¢na smrt se imenuje od protiteles odvisna celi¢na citotoksi¢nost (ADCC). Protitelesa
lahko spodbudijo tudi celi¢no fagocitozo (ADCP) ali pa vezejo molekule komplementa, kar vodi do
od komplementa odvisne citotoksi¢nosti (CDC). Kot tarce za delovanje monoklonskih protiteles v
protitumorskem zdravljenju so izbrani antigeni, ki jih specifiéno izrazajo tumorske celice. Zal
popolnoma specificnih tumorskih antigenov ni, vedno je del teh antigenov prisoten tudi na
netumorskih celicah. Zaradi heterogenosti tumorskih celic je tudi porazdelitev tumorskih antigenov
na posameznih celicah lahko zelo razli¢na. Razlike so lahko zelo velike tudi med posameznimi

bolniki, zato je pri uporabi monoklonskih protiteles v zdravljenju raka zelo dobrodosla uporaba

tumorskih kazalcev, ki lahko napovejo ucinkovitost zdravljenja. Prisotnost topnih oblik molekul
antigena v krvi dodatno zmanjsuje njihovo terapevtsko ucinkovitost (5).
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Prvo monoklonsko protitelo, ki so ga vpeljali v zdravljenje raka, je bil rituksimab, ki se je zacel
uporabljati leta 1997 pri zdravljenju ne-Hodgkinovega limfoma. Za njim so do danes odobrili Se 15
drugih protiteles za zdravljenje razli¢nih oblik raka. Glede na njihovo funkcionalnost jih razdelimo v
Sest razli¢nih skupin:

1. Protitelesa z vezavo na receptorje za rastne dejavnike in signalne molekule, ki blokirajo
celi¢no rast in diferenciacijo tumorskih celic in s tem zaustavijo rast tumorja. Primeri
takih tar¢nih antigenov so receptorji za epidermalne rastne dejavnike HER-1 in HER-2 in
ligand receptor aktivatorja za jedrni dejavnik kappa B (RANKL). HER-1 in HER-2 sta pri
nekaterih vrstah raka pogosteje prisotna na tumorskih celicah kot na zdravih celicah.
Aktivirana receptorja izkazujeta kinazno aktivnost, ki privede do avtofosforilacije
tirozinskih preostankov in posledi¢no do transkripcije genov in celi¢ne proliferacije.
Receptorji HER lahko aktivirajo tudi ostale tumorigene procese, kot so angiogeneza,
metastaziranje, invazija in apoptoza.

2. Monoklonska protitelesa, ki lahko zavirajo tudi rast tumorskega ozilja in s tem posredno
onemogocajo rast tumorjev in metastaziranje. V tem primeru so uc¢inkovita protitelesa, ki
inaktivirajo angiogene rastne dejavnike, na primer vaskularni endotelijski rastni
dejavnik VEGF.

3. Naslednjo skupino predstavljajo protitelesa, ki so usmerjena proti oznacevalcem na
povrsini limfocitov in so primerna za zdravljenje levkemij. Ta protitelesa po vezavi na
antigen z aktivacijo obrambnih celic in/ali komplementa inducirajo lizo tumorskih celic.
Taki oznacevalci so CD20, CD33, CD52 in CD152.

4. Bispecificna monoklonska protitelesa, ki lahko povezujejo dva razlicna antigena, enega
na tumorskih celicah in drugega na citotoksi¢nih celicah, hkrati pa ohranjajo sposobnost
aktivacije imunskih efektorskih funkcij preko dela Fc.

5. Imunokonjugati, ki vklju¢ujejo protitelesa, ki so specificno usmerjena proti tumorskim
antigenom, ter toksine ali radionuklide. Poleg citotoksi¢nega delovanja toksinov in
radionuklidov tudi protitelesa izkazujejo od protiteles odvisno citotoksi¢nost, ki lahko
povzroci eliminacijo tumorja s strani razliénih imunskih celic (4).

2.1 Terapevtska monoklonska protitelesa proti tirozin kinaznim receptorjem HER-1
in HER-2/neu in signalni molekuli RANKL

2.1.1 Trastuzumab

Trastuzumab je himerno monoklonsko protitelo razreda IgGl1, ki prepoznava humani epidermalni
rastni dejavnik 2 (HER-2). Pri preobrazbi normalne v rakasto celico se zaradi spremembe gena HER-
2 poveca stevilo receptorskih molekul na povrsini celic, kar pomeni slabso prognozo in vecjo
agresivnost tumorja. Le bolniki, ki imajo omenjeni receptor ¢ezmerno izraZen, so primerni za
zdravljenje s trastuzumabom. Le-ta se veZe na ektodomeno receptorjev in tako prepreci nadaljnji
razvoj tumorja in njegovo rast. Po vezavi na receptor in njegovi blokadi protitelo sprozi od dela Fc
odvisno aktivacijo komplementa in citotoksi¢nost.

Trastuzumab uporabljamo za zdravljenje bolnikov z metastatsko obliko raka dojk, katerih tumorji
imajo ¢ezmerno izrazen receptor HER-2:
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- kot monoterapija za zdravljenje tistih bolnic, ki so se za svojo metastatsko bolezen
predhodno Ze zdravile s kemoterapijo;

- v kombinaciji s paklitakselom za zdravljenje tistih bolnikov, ki Se niso prejemali
kemoterapije za metastatsko bolezen in za katere antraciklini niso primerni;

- v kombinaciji z docetakselom za zdravljenje bolnikov, ki Se niso prejemali kemoterapije za
metastatsko bolezen.

Vsebnost HER-2 sluzi kot napovedni dejavnik odziva na zdravljenje raka dojk. Analizo vzorca tkiva
opravimo z uporabo dveh metod. Prva je imunohistokemijska analiza, kjer se proteinska
koncentracija HER-2 na celicah izrazi s stopnjami 1+, 2+ ali 3+. V primeru, da so dobljene vrednosti
0 ali 1+, je rezultat HER-2 negativen, kar pomeni, da bolnica ni primerna za zdravljenje s
trastuzumabom. Ce je kon¢na vrednost te analize 2+ ali 3+, opravimo test e z metodo fluorescen¢ne
in situ hibridizacije (FISH), ki dokon¢no pokaZe primernost za zdravljenje s trastuzumabom.
Trastuzumab uporabljamo tudi za zdravljenje raka Zelodca in poziralnika.

2.1.2 Cetuksimab

Cetuksimab je himerno monoklonsko protitelo IgGl, ki se specificno veze na receptor
epidermalnega rastnega dejavnika 1 (HER-1). S tem blokira njegovo delovanje, posledi¢no se
inaktivirajo vse stopnje signalne kaskade, ki jih HER-1 aktivira z vezavo na receptor. Delovanje
cetuksimaba je podobno kot pri trastuzumabu, saj vezava na HER-1 povzroci inhibicijo celi¢ne
proliferacije in zaustavi se faza G1 celi¢nega cikla.

Cetuksimab je v kombiniranem zdravljenju z irinotekanom indiciran za zdravljenje bolnikov z
metastatskim rakom debelega ¢revesa in danke z izrazanjem HER-1 po neuspesni citotoksi¢ni
terapiji, ki je vkljucevala tudi irinotekan. Cetuksimab je v kombinaciji z radioterapijo indiciran tudi
za zdravljenje bolnikov z lokalno napredovanim rakom skvamoznih celic glave in vratu.

2.1.3 Panituzumab

Panituzumab je humano rekombinantno monoklonsko protitelo, ki se specificno veze na receptor
epidermalnega rastnega dejavnika 1 (HER-1). Princip njegovega delovanja je podoben kot pri
cetuksimabu. Bistvena razlika pa je ta, da je panituzumab glede na primarno strukturo popolnoma
humano protitelo, pridobljeno s pomocjo transgenih Zivali.

Panituzumab uporabljamo za zdravljenje napredovanega metastatskega raka debelega c¢revesa in
danke ali po neuspesni kemoterapiji s fluoropirimidinom, z oksiplatinom in irinotekanom.

2.1.4 Pertuzumab

Pertuzumab je humanizirano monoklonsko protitelo, ki je prav tako kot trastuzumab usmerjeno
proti receptorju HER-2. Njegova vezava na HER-2 prepreci dimerizacijo receptorjev, kar zmanjsa
rast in napredovanje tumorjev. Pertuzumab uporabljamo za zdravljenje metastatskega raka dojke v
kombinaciji s trastuzumabom in z docetakselom.
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2.1.5 Denosumab

Denosumab je humano monoklonsko protitelo IgG2, ki specificno veze ligand receptor aktivatorja
za jedrni dejavnik kappa-B (RANKL), proteina, ki posreduje primarni signal pri razgradnji kosti.
Registriran je za zdravljenje osteoporoze, pa tudi za zdravljenje kostnega velikoceli¢nega raka, za
povecanje kostne mase pri bolnikih, ki so rizi¢ni za zlome z rakom prostate ali dojke, kot tudi pri
bolnikih z metastazami v kosteh.

2.2 Monoklonska protitelesa, ki zavirajo rast tumorskega ozilja
2.2.1 Bevacizumab

Bevacizumab je rekombinantno humanizirano monoklonsko protitelo, ki se veze na vaskularni
endotelijski rastni faktor (VEGF) in s tem zavira vezavo VEGF na njegova receptorja VEGFR-1 in
VEGEFR-2 na povrsini endotelijskih celic. S tem zavira razrast tumorskega Zilja in posredno zmanjsa
hitrost rasti tumorja in nevarnost metastaziranja. Po vezavi VEGF se receptor transavtofosforilira in
sprozi signalno kaskado, ki poveca rast, prezivetje in delitev endotelijskih Zilnih celic. VEGF poveca
tudi prepustnost Zil in tvorbo ekstravaskularnega gela iz fibrina, ki predstavlja primerno okolje za
rast endotelijskih celic. Bevacizumab je bil v kombinaciji z intravenskim 5-fluorouracilom/folinsko
kislino ali intravenskim 5-fluorouracilom/folinsko kislino/irinotekanom indiciran za prvo linijo
zdravljenja metastatskega raka debelega ¢revesa ali danke. Kasneje so registrirali tudi uporabo za
zdravljenje napredovanega neskvamoznega nedrobnocelicnega plju¢nega raka v kombinaciji s
karboplatinom in paklitakselom. Odobrili so tudi zdravljenje metastatskega raka ledvic in
ponovljenega glioblastoma multiforme. FDA pa je leta 2010 umaknila registracijo bevacizumaba za
zdravljenje raka dojke.

2.3 Terapevtska monoklonska protitelesa proti limfocitnim oznacevalcem CD20,
CD33, CD52 in CD152

2.3.1 Rituksimab

Rituksimab je himerno monoklonsko protitelo IgG1, usmerjeno proti antigenu CD20. Specifi¢no se
veze na ta antigen, ki je transmembranski protein z molekulsko maso 35 kDa, lokaliziran na
limfocitih B. Do izrazanja antigena pride na ve¢ kot 90 % limfocitov B pri ne-Hodgkinovem limfomu
(NHL). CD20 regulira procese inicializacije in diferenciacije celi¢nega cikla. Po vezavi protitelesa na
CD20 se kompleks ne odstrani s celi¢ne povrsine in se tudi ne privzame v celico. Prav tako prostega
antigena CD20 ne najdemo v krvnem obtoku. Mehanizem delovanja je povezan z od komplementa
in od protiteles odvisno celi¢no citotoksi¢nostjo. Vezava rituksimaba na antigen CD20 na limfocitih
B povzroci celiéno smrt z apoptozo.

Rituksimab je indiciran za zdravljenje bolnikov s III. in IV. stopnjo folikularnih limfomov, ki so
neodzivni na kemoterapijo in pri katerih se je bolezen po kemoterapiji drugi¢ ali zZe veckrat
ponovila. Indiciran je tudi za zdravljenje predhodno nezdravljenih bolnikov s III. in IV. stopnjo
folikularnih limfomov v kombinaciji s ciklofosfamidom, vinkristinom in prednizolonom (t. i.
kemoterapija CVP). Vzdrzevalno zdravljenje z rituksimabom je indicirano za bolnike s folikularnimi
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limfomi, odzivnimi na indukcijsko zdravljenje s kemoterapijo po tem, ko se na prejsnje zdravljenje
niso odzvali ali se je pri njih bolezen ponovila. Rituksimab je indiciran tudi za zdravljenje bolnikov s
CD20 pozitivnim difuznim velikocelicnim B ne-Hodgkinovim limfomom v kombinaciji s
ciklofosfamidom, doksorubicinom, vinkristinom in prednizolonom (t. i. kemoterapija CHOP).

2.3.2 Ofatumumab

Ofatumumab je humano monoklonsko protitelo tipa IgG1, ki je podobno kot rituksimab usmerjeno
proti antigenu CD20, prepoznava pa drugacen epitop kot rituksimab. Za razliko od rituksimaba je
ofatumumab popolnoma humano protitelo, pridobljeno z uporabo transgenih zivali. Do sedaj
odobrena indikacija je kroni¢na limfocitna levkemija, pri kateri ostale vrste zdravljenja niso bile
ucinkovite.

2.3.3 Alemtuzumab

Alemtuzumab je humanizirano monoklonsko protitelo tipa IgG1, ki je usmerjeno proti celi¢cnemu
povrsinskemu antigenu CD52, ki se nahaja na normalnih in malignih limfocitih B in T, monocitih,
makrofagih in celicah moskega reproduktivnega sistema. Po vezavi na antigen CD52 se sprozita od
Fc dela pogojena vezava komplementa in celi¢na citotoksi¢nost. Posledica je odstranitev malignih
limfocitov iz krvi, kostnega mozga in ostalih organov.

Alemtuzumab je bil indiciran za zdravljenje B-celi¢ne kroni¢ne limfocitne levkemije (B-CLL) pri
bolnikih, ki se zdravijo z alkilirajo¢imi citostatiki in ki se ne odzivajo na zdravljenje s fludarabinom.
Njegova uporaba pri zdravljenju raka je bila prekinjena, ponovno naj bi bil registriran za zdravljenje
multiple skleroze.

2.3.4 Ipilimumab

Ipilimumab je humano monoklonsko protitelo tipa IgG1, ki je usmerjeno proti antigenu CTLA 4
(CD152), ki se nahaja predvsem na limfocitih T. CTLA4 je receptor, ki zavira delovanje T-celi¢ne
imunosti, vezava ipilimumaba na receptor pa poveca citotoksi¢nost napram tumorskim celicam.
Registriran je za zdravljenje melanoma, ki ga ne moremo kirursko odstraniti.

2.4 Bispecificna monoklonska protitelesa
2.4.1 Catumaksomab

Catumaksomab je himerno misje-podganje protitelo, ki ima eno vezis¢e usmerjeno proti antigenu
CD3, ki se nahaja na limfocitih T, drugo vezis¢e pa proti EpCAM (epitelijski celi¢ni adhezijski
molekuli), ki je prisotna na tumorskih celicah. EpCAM je transmembranski glikoprotein, ki ureja od
Ca?* neodvisno adhezijo epitelijskih celic, pomembno vlogo pa ima tudi v celi¢(nem signaliziranju.
Zamrezenje obeh antigenov pribliZa citotoksi¢ne limfocite T in tumorske celice, del Fc pa omogoci se
od komplementa in protiteles odvisno citotoksi¢nost. Catumaksomab je indiciran za zdravljenje
malignega ascitesa, ki se pojavi pri bolnikih z metastatskim rakom.
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2.5 Imunokonjugati
2.5.1 Ibritumomab-tiuksetan

Ibritumomab-tiuksetan je misje monoklonsko protitelo, ki je specifi¢no za B-celi¢ni antigen CD20 in
oznaceno z izotopom itrija Y ali indija In. Izotopa sta vezana na protitelo preko kelatorske
skupine tiuksetana [N-[2-bis(karboksimetil)amino]-3-(p-izotiocianatofenil)-propil |-[N-[2-
bis(karboksimetil)amino]-2-(metil)-etil]glicina z wuporabo bifunkcionalnega reagenta DTPA
(cikloheksil dietilentriaminopentaocetna kislina).

Mehanizem vezave protitelesa na antigen je enak kot pri rituksimabu. Izotopa %Y in 11]n sta sevalca
zarkov 8 oziroma Y, zato ima ibritumomab-tiuksetan sposobnost uniciti tako ciljne kot tudi sosednje
celice. Uporaba ibritumomab-tiuksetana povzroci zmanjsanje stevila CD20 pozitivnih limfocitov B.

Z Y ali ™MIn oznaceni ibritumomab-tiuksetan je indiciran za zdravljenje bolnikov z ne-
Hodgkinovim limfomom, ki so bili neodzivni na rituksimab.

2.5.2 Tositumomab

Tositumomab je migji analog rituksimaba, usmerjen proti B celichemu antigenu CD20 in oznacen z
izotopom joda 13l. Tudi tositumomab je indiciran za zdravljenje bolnikov z ne-Hodgkinovim
limfomom, ki so bili neodzivni na zdravljenje z rituksimabom. Predvidevajo, da ga bodo v letu 2014
umaknili s trzisca.

2.5.3 Gentuzumab ozogamicin

Gemtuzumab ozogamicin sestavlja humanizirano monoklonsko protitelo IgG4, usmerjeno proti
CD33, in pa citotoksi¢ni antibiotik kaliheamicin, ki sta med seboj delno kovalentno povezana, del
molekul kaliheamicina pa je prostih. Gemtuzumab se specifi¢no veze na antigen CD33, ki se nahaja
na povrsini levkemi¢nih mieloblastov in nezrelih celic mielomonocitne vrste. Ta antigen se nahaja na
povrsini levkemicnih celic pri ve¢ kot 80 % bolnikov z akutno mieloi¢no levkemijo. Pri vezavi
protitelesa na antigen se tvori kompleks, ki se internalizira. V lizosomih mieloidne celice se nato
sprosti kaliheamicin, ki preide v jedro in se veze na DNA. Posledica vezave je prekinitev dvojne
vija¢nice in smrt celice.

Gentuzumab ozogamicin uporabljamo za zdravljenje CD33 pozitivne akutne mieloi¢ne levkemije pri
ponovnem pojavu bolezni pri bolnikih, ki so stari nad 60 let in pri katerih ne moremo uporabiti
citotoksi¢ne kemoterapije.

2.5.4 Brentuksimab vedotin
Brentuksimab vedotin je himerno monoklonsko protitelo tipa IgG1, konjugirano z antimitoti¢no
spojino monometil avristatin. Protitelo prepoznava antigen CD30 na tumorskih celicah, po vezavi se

kompleks internalizira. V lizosomih katepsin B razgradi povezovalni peptid med protitelesom in
monometil avristatinom. Spro$¢eni monometil avristatin nato deluje protitumorno. Indiciran je za
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zdravljenje Hodgkinovega limfoma po neuspesni avtotransplantaciji mati¢nih celic ali po
neuspesnih drugih vrstah zdravljenja bolnikov, ki niso kandidati za avtologno transplantacijo
mati¢nih celic. Indiciran je tudi za zdravljenje sistemskega anaplasti¢nega velikoceli¢nega limfoma
po neuspesni predhodni kemoterapiji.

2.5.5 Trastuzumab emtansine

Trastuzumab emtansine je sestavljen iz humaniziranega monoklonskega protitelesa trastuzumaba,
ki prepoznava receptor HER-2 in citotoksi¢ne spojine mertansina. Po vezavi na receptor HER-2
mertansin vstopi v tumorsko celico in z vezavo na tubulin preprec¢i njeno delitev. Trastuzumab
emtansine je indiciran za zdravljenje bolnikov z metastatskim rakom dojke, ki so Ze bili zdravljeni s
trastuzumabom in taksanom.

2.5.6 Capromab pendetide

Capromab pendetide je misje monoklonsko protitelo, na katerega je preko kelatorskega tripeptida
(glicil-tirozil-(N,N-dietilentriaminopentaocetna kislina)-lizin hidroklorid vezan izotop indija In.
Protitelo specificno prepoznava prostatni specificni membranski antigen (PSMA), ki ga izrazajo
epitelijske celice v normalnem in hipertrofiranem tkivu prostate. Je specificen za tkivo prostate,
oznacuje tudi metastaze tumorjev prostate, ne prepoznava pa rakavih celic katere koli druge vrste
tumorjev.

Mn-capromab pendetide uporabljamo za radiodiagnosti¢cno oznacevanje tumorjev prostate.
Primeren je za lokalizacijo tumorja pri novodiagnosticiranih bolnikih, pri katerih so rak prostate

dokazali z biopsijo in ki so rizi¢ni glede metastaziranja v okoliske bezgavke.

V preglednici 1 so zbrana opisana monoklonska protitelesa, ki jih uporabljamo v zdravljenju raka.

Preglednica 1: Monoklonska protitelesa v zdravljenju raka

Ime Vrsta Tarca Indikacija Leto odobritve
FDA/EMA
PROTITELESA
Alemtuzumab Humanizirano IgG1 CD52 Kronic¢na limfocitna | 2001
levkemija
Bevacizumab Humanizirano IgG1 VEGF Kolorektalni, pljucni, | 2004
(Avastin) ledvi¢ni rak, glioblastoma
multiforme
Catumaksomab | Misje-podganje, hibrid CD3 EPCAM | Maligni ascites 2009
Cetuksimab Himerno IgG1 EGFR Kolorektalni rak, rak | 2004
glave in vratu
Denosumab Humano IgG2 RANKL Rak dojke in prostate 2011
Ipilimumab Humano IgG1 CTLA-4 Melanom 2011
Ofatumumab Humano IgG1 CD20 Kroni¢na limfocitna | 2009
levkemija
Panitumumab Humano IgG2 EGFR Kolorektalni karcinom 2006
Rituksimab Himerno IgG1 CD20 Kroni¢na limfocitna | 1997
levkemija, ne-Hodgkinov
limfom
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Preglednica 1 (nadaljevanje)
Ime Vrsta Tarca Indikacija Leto odobritve
FDA/EMA
Trastuzumab Humanizirano IgG1 HER2 Rak dojke, rak na zelodcu | 1998
Pertuzumab Humanizirano IgG1 HER2 Rak dojke 2012
KONJUGATI
Brentuksimab Himerno IgGl1, konjugirano | CD30 Hodgkinov in | 2011
vedotin z monometil avristatinom anaplasti¢ni velikoceli¢ni
limfom
Gemtuzumab Humanizirano IgG4, | CD33 Akutna mieloi¢na | 2000
vezano na kaliheamicin levkemija
Ibritumomab Z 20Y ali ™]n oznaceno CD20 Ne-Hodgkinov limfom 2002
tiuksetan misje IgG1
Tositumomab Golo ali z B oznaceno | CD20 Ne-Hodgkinov limfom 2003
misje IgG1
Trastuzumab Humanizirano IgG1, | HER2 Rak dojke 2013
emtansine konjugirano z mertansinom
Capromab Misje IgG, oznaceno z 11ln | PSMA Rak prostate 1996
pendetide

2.6 Monoklonska protitelesa v klinicnem preizkusanju

Obstojeca monoklonska protitelesa, bodisi sama ali v kombinaciji z Ze obstojec¢imi protitumorskimi
ucinkovinami, preizkusamo v mnogih klini¢nih raziskavah z namenom prouciti njihovi varnost in
ucinkovitost tudi pri drugih vrstah raka. Zelo intenzivna so tudi preizku$anja novih protiteles. Po
porocanju Vacchelli in sod. (6, 7) je v letu 2013 potekalo 33 klini¢nih preizkusanj novih protiteles kot
moznih terapevtikov pri raku. Pri tem so upostevana protitelesa, ki neposredno veZejo s tumorji
povezane antigene ali vplivajo na signaliziranje tumorskih celic. Njihov seznam povzemamo v
preglednici 2. Nekatera od teh protiteles so usmerjena na tarce, ki jih Ze poznamo (CD3, CD20,
CD33, IGFR, TRAILR?2), pojavlja pa se tudi vrsta novih, kot na primer receptor za inzulinu podobni
rastni faktor 1 (IGF1R), kemokin CCL2, angiopoetin (ANGPT), fibronektin 1 (FN1), folatni receptor 1
(FOLR1), glikoprotein A33 (GPA33), glipikan 3 (GPC3), hepatocitni rastni faktor (HGF), receptor IL2
(IL2RB), integrinska receptorja a5 in 31 (ITGA5, ITGB1), mucin 1 (MUCI), antigen prostatnih
mati¢nih celic (PSCA), receptor vaskularnega endotelijskega rastnega faktorja 2 (VEGFR2).
Pricakovati je, da se bodo nekatera nova protitelesa izkazala kot varna in ucinkovita, zato se bo
Stevilo monoklonskih protiteles v zdravljenju raka v naslednjih letih Se povecalo.

Preglednica 2: I1zbrana monoklonska protitelesa, ki so uspesno zakljucila klinicno fazo I1

Ime Tarca Indikacija Status

AGS-1C4D4 PSCA Rak pankreasa Z gemcitabinom

Blinatumomab (MEDI- | CD3, CD19 Akutna limfoblastna levkemija Samostojen

538)

Carlumab (CNTOB888) CCL2 Rak prostate Samostojen

Ciksutumumab IGFIR Kostni sarkom S temsirolimusom

Conatumumab TRAILR2 Kolorektalni rak, pljuéni rak, rak | Kombinacija z razli¢nimi
pankreasa kemoterapevtiki

Farletuzumab FOLR1 Ovarijski karcinom samostojen ali z platino in taksani
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Preglednica 2 (nadaljevanje)
Ime Tarca Indikacija Status
Ganitumab (AMG 479) IGF1R Rak dojke, rak pankreasa S conatumumabom in
gemcitabinom

Inotuzumab ozogamicin | CD22 Ne-Hodgkinov limfom Z rituksimabom
Intetumumab ITGA5 Rak prostate Z docetakselom in prednisonom
Lintuzumab CD33 Akutna mieloidna levkemija S citarabinom
Rilotumumab (AMG | HGF Rak prostate V4 mitoksantronom in
102) prednisonom
Ramucirumab VEGFR2 Hepatoceli¢ni karcinom Samostojen

Rak poziralnika Samostojen

pljucni rak Z docetakselom
Volociksimab (M200) TGAS5, ITGB1 | Nedrobnoceli¢ni pljuéni rak S karboplatinom in paklitakselom

3 HEMATOPOEZNI DEJAVNIKI

3.1 Eritropoetin

Eritropoetin je najpomembnejsi hematopoezni rastni dejavnik, ki ga uporabljamo tudi v zdravljenju
raka. Zrela oblika ima sialoglikoproteinsko strukturo in je sestavljena iz 165 aminokislin (30,4 kDa).
Nastaja predvsem v ledvicah, v manjsi meri tudi v jetrih. Eritropoetin deluje na eritroidne izvorne
celice in na prekurzorje eritrocitov v kostnem mozgu ter nadzira njihovo proliferacijo, diferenciacijo
in zorenje. Nastajanje eritropoetina se v ledvicah mo¢no poveca pri pomanjkanju kisika (hipoksiji),
premajhno nastajanje pa je vzrok za anemije. Sele priprava rekombinantnega humanega
eritropoetina konec osemdesetih let prejSnjega stoletja je omogocila uspesno zdravljenje anemij kot
posledic kroni¢ne in akutne odpovedi ledvic, presaditve organov in tkiv, kemoterapije in
radioterapije pri raku, delovanja nekaterih tumorjev, virusov itd. (8).

Rekombinantni eritropoetini, ki so na trzis¢u, se razlikujejo glede zgradbe sladkornih verig, nacina
priprave in farmakokineti¢nih in farmakodinami¢nih lastnosti. Tako imamo alfa, beta, delta, zeta in
omega eritropoetine. Na trzis¢u se pojavljajo tudi eritropoetini druge in tretje generacije. Tak je na
primer darbepoetin, ki ima dodatni glikozilacijski mesti in s tem daljSo biolosko razpolozljivost.
Drugi pristopi za podalj$anje bioloske razpolozljivosti so na primer pegiliranje in mikrokapsuliranje.

Pri raku so eritropoetini indicirani za zdravljenje anemije po kemoterapiji, predvsem bolnikov z
limfomi ali multiplimi mielomi.

3.2 Granulocitne kolonije stimulirajoci dejavnik (G-CSF)

Granulocitne kolonije stimulirajo¢i dejavnik (G-CSF) je glikoprotein, ki nastaja v monocitih,
makrofagih, fibroblastih in endotelijskih celicah. G-CSF spodbuja proliferacijo mati¢nih celic v
kostnem mozgu in njihovo diferenciacijo v granulocitne nevtrofilce, ki so pomembni del imunskega
sistema v obrambi pred patogenimi mikroorganizmi. G-CSF poveca Stevilo nevtrofilcev v obtoku in
pojaca njihovo delovanje.
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Na trgu je ve¢ oblik G-CSF, ki se razlikujejo glede stopnje glikozilacije, pegilacije in nacina
pridobivanja (filgrastim, lenograstim, pegfilgrastim). G-CSF je indiciran za zdravljenje nevtropenije
kot posledice kemoterapije bolnikov z rakom (9).

3.3 Granulocitne/makrofagne kolonije stimulirajo¢i dejavnik (GM-CSEF)

Granulocitne/makrofagne kolonije stimulirajo¢i dejavnik (GM-CSF) spodbuja proliferacijo in
diferenciacijo predvsem celic granulocitno makrofagne linije. Aktivira pa tudi Ze zrele granulocite in
makrofage. Tudi tu se pri rekombinantnih izdelkih, ki so na trgu, sre¢amo z razli¢nimi oblikami, ki
se razlikujejo glede aminokislinske sestave, stopnje glikozilacije in mnacina pridobivanja
(sargramostim, molgramostim). GM-CSF je indiciran za zdravljenje nevtropenij pri bolnikih, ki
prejemajo mielosupresivno kemoterapijo, in pa pri bolnikih z avtologno ali s singeno presaditvijo
kostnega mozga, da se pospesi mieloidno okrevanje (10).

4 INTERLEVKINI IN INTERFERONI

Interlevkini in interferoni spadajo v $irSo skupino citokinov, snovi, ki jih izlo¢ajo razli¢ne celice in
izkazujejo doloc¢en ucinek na tarc¢ne celice. Njihovo Stevilo je zelo veliko, v terapevtske namene
uporabljamo le nekatere, za zdravljenje rakavih obolenj predvsem interlevkin 2, interlevkin 11 in
interferon alfa (11).

4.1 Interlevkin 2

Interlevkin 2 (IL-2) je glikoprotein s 133 aminokislin dolgo polipeptidno verigo. VeZe se na
receptorje, ki so izrazeni predvsem na aktiviranih limfocitih T. Vezava IL-2 na receptorje povzroci
njihovo proliferacijo. Uporabljamo ga za povecevanje imunske odpornosti. Na trzis¢u so
rekombinantne oblike IL-2 - aldeslevkin (originalna in biolosko primerljiva zdravila) in pa
rekombinantni fuzijski protein IL-2 in fragmentov toksina davice - denilevkin diftitoks. Z IL-2
zdravimo bolnike z metastatskim rakom ledvic, melanomom, rakom debelega ¢revesja in danke ter
rakom mehurja. Denilevkin diftitiks uporabljamo za zdravljenje trajnega ali ponavljajoc¢ega koZznega

limfoma celic T.
4.2 Interlevkin 11

Interlevkin 11 (IL-11) izlo¢ajo predvsem stromalne celice kostnega mozga in je neposredno vpleten
pri hematopoezi, predvsem pri razvoju megakariocitov. Zato ga uporabljamo pri kemoterapijah za
preprecevanje trombocitopenije. Rekombinantni IL-11 oprelvekin posnema zreli del ¢loveskega
IL-11, razlikuje pa se v tem, da nima N-konc¢nega prolina. Odstranitev slednjega ne vpliva na
biolosko aktivnost oprelvektina. Ker je izrazen v E. coli, tudi za razliko od ¢loveskega IL-11 tudi ni
glikoziliran. Oprelvekin uporabljamo za preprecevanje hude trombocitopenije pri mielosupresivni
kemoterapiji pri bolnikih z nemieloidnimi malignimi obolenji.
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4.3 Interferon alfa 2

V ¢loveskem genomu imamo genske zapise za 13 razli¢nih proteinov interferona alfa (IFN-a) (12).
Vsi imajo 166 aminokislin, razen IFN-a2, ki jih ima 165 zaradi delecije na mestu 44. Glede na
aminokislinsko zaporedje so si IFN-a med seboj podobni, razlikujejo pa se glede na svoje delovanje.
Pri nekaterih IFN-a obstajajo dodatne razlike v posameznih aminokislinah. V terapevtske namene
uporabljamo IFN-a2a in IFN-a2b. Oba izkazujeta protivirusne, mieloproliferativne in
imunomodulatorne ucinke. Poleg osnovnih rekombinantnih oblik, pridobljenih v E. coli, na trzis¢u
obstajajo tudi njune pegilirane oblike. V protitumorskem zdravljenju IFN-a2 uporabljamo za
zdravljenje dlakastocelicne levkemije, Kaposijevega sarkoma in kronicne mieloi¢ne levkemije,
dodatno tudi pri malignem melanomu, zdravljenju genitalnih bradavic, nastalih zaradi ¢loveskega

papiloma virusa, ter pri folikularnem limfomu.

5 GENSKO ZDRAVLJENJE RAKA

Rak je bolezen genov, zato so novejsi pristopi zdravljenja usmerjeni k utiSanju genov, k dodajanju
funkcionalnih genov ali nadomestitvi okvarjenih genov, kar naj bi privedlo do vzpostavitve
normalnega celi¢nega fenotipa (1). Lahko pa z genskim zdravljenjem spodbudimo procese, ki vodijo
do propada tumorskih celic, kot je na primer apoptoza ali protitumorski imunski odziv, ali pa
inhibiramo tiste, ki napredovanje raka pospesujejo, na primer angiogenezo (utisanje VEGF, bFGF,
TGF). Za spreminjanje genov lahko uporabimo razli¢ne pristope, tako utisanje z metodo kratke
interferencne RNA, protismiselne DNA/RNA, vnos genov z virusi ali z nevirusnimi sistemi, kot so
elektroporacija ali kompleksiranje DNA z lipidi itd. V vseh teh primerih imamo opravka z
bioloskimi makromolekulami, zato lahko re¢emo, da tudi ti nacini zdravljenja vklju¢ujejo bioloska
zdravila.

Geni, ki so povezani z apoptozo tumorskih celic, so pogosto tarc¢a pri genskem zdravljenju raka. Tak
je TNFerade adenovirusni vektor, ki v tumorsko tkivo, kamor ga vbrizgamo, vnese gen za dejavnik
tumorske nekroze alfa (TNF-o). TNF-a je protein z mo¢nim protitumorskim ucinkom, ki pa je prevec
toksicen za sistemsko uporabo. Drugi proapoptoti¢ni geni, ki so jih preizku$ali v genskem
zdrvaljenju raka, so p53, pl6/p27, FasL, kaspaze, Bax, Bak in apoptin. V rakave celice lahko
vnesemo tudi samomorilske gene, kot so timidin-kinaza virusa herpesa simpleksa in citozin-
deaminaza.

Vnos genov v tumorske celice, ki usmerijo in povecajo protitumorski imunski odziv, je naslednji
obetaven pristop. Tako na primer inducirano izrazanje GM-CFS ali IL-24 v tumorskih celicah
spodbudi protitumorski imunski odgovor. Taki geni so lahko tudi razli¢ni citokini, na primer IL-1,
IL-12 ali IFN-a.
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6 TUMORSKE VAKCINE

Tumorske vakcine predstavljajo obliko bioloskega zdravljenja, s katerim skuSamo sproziti uc¢inkovit
sistemski imunski odziv proti tumorskim celicam (13). Pri tem lo¢imo klasi¢ne tumorske vakcine, ki
vkljucujejo obsevane avtologne ali alogene tumorske celice, njihove lizate in nespecificne
imunomodulatorje, in pa rekombinantne in gensko spremenjene tumorske vakcine. Rekombinantne
vakcine vsebujejo antigene peptide, ki posnemajo tumorske antigene in ki se predstavijo z
molekulami MHC I in MHC II. To so lahko fuzijski proteini teh peptidov z dolo¢enimi citokini ali pa
antiidiotipska protitelesa, ki posnemajo antigenske determinante na tumorskih antigenih. Gensko
spremenjene tumorske vakcine vkljuc¢ujejo vnos genov za razli¢ne citokine, imunogene peptide in
kostimulatorne molekule ali pa aktivirane ali gensko spremenjene dendriti¢ne celice in hibridome
dendriti¢nih in tumorskih celic.

Primer klasi¢nih tumorskih vakcin, ki ga uporabljamo v klini¢ni praksi, je OncoVAX, ki vkljucuje
tretiranje tumorskih celic z BSA in ga uporabljamo za zdravljenje raka crevesja. Rekombinantni
tumorski vakcini sta Oncophage, ki vklju¢uje ocis¢ene komplekse proteina toplotnega stresa gp96 in
tumorskih antigenov in ga uporabljamo za zdravljenje raka ledvic, melanoma in moZganskih
tumorjev, in pa Stimuvax, ki sprozi imunski odziv na celice, ki izrazajo mucin 1, uporabljamo pa ga
za zdravljenje plju¢nega raka in raka dojke. Provenage je prva tumorska vakcina na osnovi
denriti¢nih celic, ki je registrirana za zdravljenje raka prostate.

Poleg tumorskih vakcin za zdravljenje raka so registrirane tudi vakcine, namenjene preventivi raka.
Preprecujejo rakava obolenja, povzrocena z virusi papiloma, hepatitisa A in hepatitisa B.

7 SKLEP

Bioloska zdravila so v zadnjih petnajstih letih omogocila zdravljenje vrste malignih obolenj, za
katere prej ni bilo uc¢inkovitega zdravljenja. Njihova glavna znacilnost je ciljano delovanje, kar zelo
zmanjsa interakcije z drugimi molekulami in s tem vrsto nezelenih u¢inkov. Tem pa se le ne moremo
popolnoma izogniti. Vzroki za to so razli¢ni, povezani so z velikostjo molekul in njihovo biolosko
uporabnostjo, imunogenostjo, heterogeno porazdelitvijo tarénih molekul med tumorskimi in
netumorskimi celicami, pojavom rezistence itd. Kljub temu je razvoj novih biologkih zdravil za
zdravljenje raka zelo izrazit, pri tem prevladujejo nova monoklonska protitelesa, usmerjena proti
novim taréam, ki so pomembne za razvoj in napredovanje tumorjev. Veliko novih monoklonskih
protiteles je humanega izvora, kar bo povecalo varnost njihove uporabe. Pomemben je tudi
napredek pri imunskem zdravljenju raka, e posebej na podrocju tumorskih vakcin.
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Povzetek

V preglednem prispevku predstavljamo vrste in mehanizme delovanja v klini¢ni praksi najpogosteje
uporabljanih bioloskih zdravil s protivnetnim uc¢inkom. Dodali smo tudi pregled na¢inov delovanja
in potencialne uporabe razli¢nih vrst celiénih terapevtskih pripravkov za negativho modulacijo
vnetnih imunskih reakcij, ki bodo v prihodnosti nedvomno predstavljali pomemben nacin
vzro¢nega zdravljenja avtoimunskih in drugih vnetnih bolezni ter preprecevanja nezelenih zapletov
po presaditvah alogenskih tkiv in organov.
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1UVOD

1.1 Akutno vnetje kot normalna obrambna reakcija organizma

Osnovna naloga imunskega sistema je prepoznavanje in toleriranje lastnega ter zaznavanje in
odstranjevanje tujega/nevarnega. Najprej se v odzivu na nevarnost (na primer okuzbo, poskodbo)
aktivira prirojena ali naravna imunost, in sicer z akutnim vnetjem. Na mestu porajajocega se
vnetnega procesa so prvi nevtrofilci, tem pa sledijo monociti, ki v vnetis¢u dozore v makrofage.
Antigensko specifi¢ni efektorski limfociti se v proces odstranjevanja organizmu tujih patogenov
vkljucijo Sele kasneje, potem ko jih aktivirajo antigene predstavljajoce celice (APC), med katerimi so
Se posebej uc¢inkovite dendriti¢ne celice (DC). Te morajo najprej privzeti antigene, prisotne v vnetem
tkivu, in jih predelati v peptide, ki se nato veZzejo na molekule poglavitnega kompleksa tkivne
skladnosti (MHC, major histocompatibility complex) razredov I in II, izraZene na njihovih povrsinah.
Med procesi privzema antigenov, njihove predelave in vezave na molekule MHC v obliki peptidov
DC dozore in pridobe sposobnost pomika iz vnetiS¢a v najblizje bezgavke, kjer zelo ucinkovito
aktivirajo ustreze klone limfocitov T CD4* in CD8*. Aktivirane celice T nato po krvi potujejo do
mesta, kjer poteka vnetje in vanj vstopajo iz lokalnih zil. Pri tem antigensko specifi¢ni kloni celic T
pomagalk (limfociti T CD4*) nudijo pomo¢ aktiviranim limfocitom B za njihovo pretvorbo v
plazmatke, ki proizvajajo protitelesa, aktivirajo lokalne makrofage ter pospesujejo dozorevanje
citotoksi¢nih limfocitov T CD8* (1).

Vnetne procese sprozijo razliéni citokini in kemokini, ki jih proizvajajo nevtrofilci in makrofagi,
poleg tega pa tudi lokalno aktivirani sistem komplementa. Omenjeni topni vnetni dejavniki vplivajo
na lokalno zilje in povzrocajo vazodilatacijo, povecan pretok krvi, povecano permeabilnost Zzil in
posledi¢no izstopanje tekocine v tkivo — calor (toplota), rubor (rdecica), tumor (otekanje). Citokini in
posamezne komponente komplementa spremenijo tudi adhezijske lastnosti zilnega endotelija, zato
se lahko levkocti pritrdijo na Zilno steno in z diapedezo med endotelnimi celicami vstopajo v
vnetis¢e, kamor jih privlacijo kemokini — dolor (bole¢ina). V normalnih razmerah, v odsotnosti
vnetja, nenehno potekajo Sibke interakcije med vezavnimi mesti za ogljikove hidrate selektinov,
izrazenih na Zilnem endoteliju, in njihovimi sladkornimi ligandi (sialil-Lewis*), ki so prisotni na
povrsinah nevtrofilcev (1). To omogoca pocasnejse pomikanje oziroma kotaljenje nevtrofilcev skozi
zile, ne pa tudi njihovega sidranja. Do mocnejSe vezave omenjenih celic na endotelij pride Sele
potem, ko se lokalno pojavi kemokin CXCLS8 oziroma interlevin 8 (IL-8 ), ki ga na zacetku vnetnega
procesa proizvajajo tkivni makrofagi, pa tudi Zilne endotelijske celice. Z vezavo na specifi¢ne
receptorje, izrazene na nevtrofilcih, CXCL8 sprozi aktivacijo adhezijskih integrinskih molekul (LFA-
1, lymphocyte function-associated antigen 1, in CR3 ali Mac-1). Da se na povrsini zilnega endotelija
izrazijo molekule ICAM-1 in ICAM-2 (inter-cellular adhesion molecule), ki so njihovi ligandi, pa je
potreben citokin TNF-a (dejavnik tumorske nekroze alfa) (1). Mo¢ne povezave med ICAM-1 in LFA-
1 omogocajo sidranje in nato migracijo (diapedezo) nevtrofilcev preko endotelija (slika 1), kamor jih
privlac¢ijo kemokini. Prehod nevtrofilcev, monocitov in drugih imunskih celic skozi bazalno
membrano pa olajsujejo tudi aktivirane tkivne metaloproteinaze (1).
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Slika 1: Nevtrofilec mned diapedezo. Puscica oznacuje psevdopod (izrastek), ki ga vriva med Zilni endotelijski celici;
povecava: x 5500 (1).

Nevtrofilci in aktivirani makrofagi fagocitirajo tujke in odpadne produkte, v vnetis¢u pa proizvajajo
tudi prostaglandine in Stevilne citokine, ki mo¢no spodbujajo vnetje, zlasti IL-1, IL-6 in TNF-a, ter
reaktivne kisikove spojine (superoksidne in hidroksilne radikale, hipokloritne anione ter dusikov
oksid), ki povzrocajo poskodbe patogenov in z njimi okuZzenih celic, Zal pa tudi zdravega tkiva (1, 2).
Po dokoné¢ni odstranitvi vzroka vnetja, kar je naloga zelo ucinkovitih mehanizmov pridobljene
imunosti, ki jih izvajajo aktivirani kloni limfocitov T in B, se vnetni procesi ustavijo. Nato sledi
regeneracija poskodovanega tkiva.

1.2 Patoloski kroni¢ni vnetni procesi

Akutno vnetje je torej povsem naraven mehanizem obrambe nasega organizma. Kadar pa so njegovi
povzrocitelji prisotni daljsi ¢as, govorimo o kroni¢nem vnetju. Vzrok zanj so lahko virusi, bakterije,
antigeni iz okolja (na primer razli¢ni alergeni), avtoantigeni (avtoimunske bolezni) ali vztrajajoca
aktivacija provnetnih molekul. Kroni¢no vnetje vzdrzujejo predvsem dolgozivi tkivni makrofagi in
monociti, ki vstopajo iz krvnih zil v vnetisce, kjer dozore v makrofage. Posledice perzistentnega
vnetja so precej obsezne tkivne poskodbe, ki jih organizem sicer skusa popravljati, a je pri tem
neuspesen. Za taksno stanje je znacilna tudi angiogeneza oziroma nastajanje novih Zil, in sicer zaradi
prisotnosti topnega dejavnika VEGF (vascular endothelial growth factor), ki spodbuja rast Zilnega
endotelija (3).

Kroni¢no vnetje torej izérpava imunski sitem in povzroca poskodbe tkiv ter je znacilno za vrsto
razliénih bolezenskih stanj, pogosto z avtoimunsko etiologijo, kot so astma, revmatoidni artritis,
Chronova bolezen, celiakija, vnetna bolezen ¢revesja, revmati¢na polimialgija, gingivitis, gastritis
itd. Kroni¢no vnetje pa je tudi sestavni del patologije razlicnih kroni¢nih bolezni, na primer
ateroskleroze, debelosti in sladkorne bolezni (metabolnih bolezni), dolocenih oblik raka,
Parkinsonove in morda Alzheimerjeve bolezni, kolitisa, nefritisa, hepatitisa, dermatitisa itd. (2).

1.3 Citokini in vnetje
Citokini so majhni biolosko aktivni polipeptidi. Proizvajajo jih tako celice prirojene kot pridobljene
imunosti. So prenasalci informacij med celicami, pospesujejo njihovo aktivacijo, diferenciacijo in

proliferacijo, pomembno vplivajo na njihove funkcijske lastnosti in dolocajo tip lokalnega
imunskega odziva (provneten vrste Th1, protivneten vrste Th2, celi¢ni ali protitelesni).
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V akutnem vnetnem odzivu so pomembni predvsem IL-1, TNF-a, IL-6, IL-11, IL-8 (kemokin, ki
privlaci nevtrofilce, bazofilce in limfocite T), poleg njih pa tudi Stevilni kemokini (kemotakti¢ni
dejavniki za razlicne imunske celice) ter rastna dejavnika, granulocitne kolonije stimulirajoci G-CSF
ter granulocitne in makrofagne kolonije stimulirajo¢i GM-CSEF. Pri kroni¢nem vnetju lahko citokine
razdelimo na tiste, ki igrajo pomembne vloge v protitelesnem oziroma humoralnem imunskem
odzivu, in tiste, ki spodbujajo celi¢ne imunske odzive. Med prve sodijo interlevkini IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13 ter transformirajoci rastni dejavnik p (TGF-B). V drugo skupino pa
uvrséamo interlevkine IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12, IL-18, IL-23, TGF-f3, interferone
(IFN), dejavnik, ki inducira IFN-y (IGIF), ter dejavnika tumorske nekroze TNF-a in TNF-p.

Med nastetimi citokini so tako izrazito provnetni, na primer IL-1, TNF-a, IL-2, IFN-y in IL-12, kot
tudi izrazito protivnetni, na primer IL-4, IL-10, IL-13 in TGF-B. Oc¢itno gre torej za natancno
uravnavano razmerje med temi nasprotno ucinkujo¢imi topnimi dejavniki, ki odloc¢a o tem, ali bo
vnetje kratko- ali pa dolgotrajno. Se ve¢, z razli¢nimi raziskavami so dokazali, da je nagnjenost v
prid ene ali druge skrajnosti genetsko pogojena (4).

Citokina IL-1 (a in ) in TNF-a nastajata v vnetis¢u in sinergisti¢no spodbujata vnetne procese. Prvi,
bodisi sam ali pa v kombinaciji z drugim, stimulira tudi nastajanje prostaglandina PGE,, s ¢imer
znizuje prag bolecine (4).

Uc¢inki citokinov so pogosto pleiotropni, kar pomeni, da imajo posamezni med njimi razli¢ne, lahko
celo nasprotujoce si uc¢inke. Zanje je znacilno tudi to, da lahko razli¢ni citokini funkcijsko u¢inkujejo
povsem enako. Pogosto delujejo tako, da sproZzijo tocno dolo¢eno zaporedje nastajanja in izlocanja
ostalih citokinov, pri ¢emer lahko nato ucinkujejo antagonisti¢no, aditivno ali sinergisti¢no. Ucinki
citokinov so lahko bodisi lokalni, in sicer avtokrini ali parakrini, glede na celice, ki jih proizvajajo, ali
pa sistemski (endokrini, toksi¢ni), ki so posledica njihove preobsezne proizvodnje.

Citokini ucinkujejo Sele po tem, ko se z visoko afiniteto (Kd =~ 1011-10-12) veZejo na specifi¢ne
receptorje, izrazene na povrsinah tarénih celic. Zaradi njihovih izjemno pomembnih funkcijskih
lastnosti in vpletenosti v patoloske mehanizme Stevilnih bolezni so tako sami kot tudi njihovi
receptorji pomembne terapevtske tarce.

1.4 Bioloska zdravila in celi¢ni pripravki s protivnetnim delovanjem

Bioloska zdravila, ki delujejo protivnetno, so monoklonska protitelesa ali fuzijski proteini (slika 2),
pripravljeni s postopki genskega inZenirstva. Delujejo tako, da neposredno ali posredno preprecujejo
ucinke razliénih vnetnih dejavnikov (5). Uporabo prvega tovrstnega zdravila, infliksimaba, ki
prepoznava in blokira TNF-a, je FDA odobrila leta 1998. Ostale pomembne tarce protivnetnih
bioloskih zdravil pa so poleg TNF-a Se: njegov receptor; IL-1 in njegov receptor; interlevkina
IL12/1L23; s citotoksi¢nimi limfociti T povezan antigen CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
antigen 4); receptor za IL-6; receptor CD20, izraZen na limfocitih B; ter podenota a4 adhezijskih
molekul, integrinov a4p1 in a4p7.
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Lahki verigi

Monoklonsko protitelo
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Slika 2: Levo - Zgradba ¢loveskega protitelesa vrste 1gG; hipervariabilna podrocja, kamor se veZe antigen,
oznacujemo tudi s kratico CDR (complementarity-determining regions) (5). Desno- Shematski prikaz strukture in
imunogenosti razlicnih terapevtsko uporabnih monoklonskih protiteles (5).

Ko so dodobra prouc¢ili nacine priprave ter raziskali lastnosti in mehanizme delovanja tolerogenih
dendriti¢nih celic (APC) kot tudi imunosupresivno delujo¢ih naravnih (Treg) in induciranih (Tr1,
Th3) regulatornih limfocitov T, so se odprle mozZnosti njihove uporabe za ciljano, antigensko
specifi¢no protivnetno delovanje. To je Se posebej dobrodoslo pri zdravljenju avtoimunskih bolezni
in preprecevanju zavrnitvenih reakcij ter akutne bolezni presadka zoper gostitelja (aGvHD - acute
graft-versus-host disease), po presaditvah alogenskih organov in krvotvornih mati¢nih celic.

V zadnjem casu pa postaja vse bolj perspektivna tudi uporaba mezenhimskih mati¢nih celic (MMC),
izoliranih iz razliénih tkiv odraslega ¢loveka in iz popkovni¢ne krvi oziroma same popkovnice
(Whartonova zolica). Tovrstne celice imajo poleg razmeroma velike plasticnosti (zmoZnosti
diferenciranja v razli¢ne celice, predvsem vezivnih tkiv in mi$ic) in posledi¢nih regenerativnih
sposobnosti tudi izrazito protivnetno delovanje.

2 BIOLOSKA ZDRAVILA Z ZAVIRALNIM UCINKOM NA
VNETNE PROCESE

2.1 Preprecevanje delovanja TNF-a

Dejavnik tumotske nekroze TNF-a sodi v veliko naddruzino TNF, v katero glede na njihovo
sekven¢no homologijo s TNF-a uvrs¢amo Se 18 drugih molekul. Vse so vpletene v vnetne procese
(6). Glavni celi¢ni viri TNF-a so aktivirani mononuklearni fagociti, predvsem makrofagi, pa tudi
dendriti¢ne celice. Proizvajajo ga z antigeni stimulirani limfociti T, naravne celice ubijalke NK
(natural killer cells) in mastociti. TNF-a se veZze na specifi¢na receptorja TNF-R1 in TNF-R2 in s tem
preko znotrajcelicne signalne kaskade aktivira bodisi kaspaze (z vezavo na TNF-R1) ali jedrni
transkripcijski dejavnik NF-«B (z vezavo na TNF-R2) (6). Aktivacija kaspaz (endoproteaze) povzroci
programirano celi¢no smrt ali apoptozo, aktivacija NF-xB pa njegov pomik v celi¢no jedro in s tem
sprozenje razli¢nih genov, ki so pomembni za nastanek in vzdrZevanje vnetja.
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Poglavitni lokalni uc¢inek TNF-a je aktivacija zilnih endotelijskih celic, ki posledi¢no zacnejo
proizvajati kemokine in pospeSeno izrazati adhezijske molekule, poveca pa se tudi vaskularna
permeabilnost. Zaradi tega v tkivo vstopajo protitelesa, sestavine komplementa in imunske celice, iz
tkiva pa se v povecanem obsegu drenira tekoc¢ina v bezgavke. Pod vplivom TNF-a zacnejo
aktivirani makrofagi proizvajati sinergisti¢no delujoci IL-1 in skupaj z nevtrofilci pridobijo povecano
mikrobicidno aktivnost.

2.1.1 Infliksimab (Remicade)

Infliksimab (slika 3) je miSje-¢clovesko himerno monoklonsko protitelo, ki se z visoko afiniteto veze
tako na topni (monomer 17 kDa in trimer 51 kDa) kot na membransko vezani TNF-a. Sestavljeno je
iz priblizno 25 % misjih in priblizno 75 % c¢loveskih aminokislinskih zaporedij (IgG1). Uporabljamo
ga za zdravljenje revmatoidnega (RA) in psoriati¢nega artritisa (PA), ankilozirajo¢ega spondilitisa
(AS), luskavice, amiotrofne lateralne skleroze (ALS), ulcerativnega kolitisa in Chronove bolezni (6,
8).

Cloveiki
Feyl

Slika 3: Struktura infliksimaba. Variabilni del teZke (Vn) in lahke (V) verige, ki tvori paratop oziroma vezavno
mesto za TNF-a, je misji (Fv), konstantni deli obeh verig monoklonskega protitelesa (Cyl in Fcy1) pa so ¢loveski (7).

2.1.2 Adalimumab (Humira) in golimumab (Simponi)

Adalimumab in golimumab (slika 4) sta ¢loveski monoklonski protitelesi vrste IgG1, ki se veZeta na
topne in membransko vezane oblike TNF-a. Tako kot infliksimab fiksirata komplement in se veZeta
na ustrezne receptorje Fc za konstantne dele (Fab) protiteles, izrazene na fagocitnih celicah in na
celicah NK (7). Adalimumab uporabljamo za zdravljenje RA, PA, luskavice, ALS, juvenilnega RA in
Chronove bolezni, golimumab pa za zdravljenje RA, PA in AS (6, 8).

Cloveski
Fv ¢

Cloveski = |
Feyl

Slika 4: Struktura adalimumaba in golimumaba, ¢loveskih monoklonskih protiteles vrste IgG1, proti TNF-a (7)
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2.1.3 Certolizumab pegol (Cimzia)

Certolizumab (slika 5) je humaniziran protein, ki vsebuje aminokislinska zaporedja variabilnih
podrocij CDR (complementarity-determining regions) misjega monoklonskega protitelesa proti TNF-a,
vstavljena v variabilne dele tezke (Vu) in lahke (VL) verige ¢loveske molekule IgG1, pri ¢emer je
fragment Fab' kovalentno povezan z dvema navzkrizno povezanima verigama (po 20 kDa)
polietilenglikola, kar poveca njegovo topnost in razpolovni ¢as in vivo (7). Nima efektorske funkcije,
saj ne vsebuje strukturnega podrodja Fc. Certolizumab se priblizno trikrat slabSe veze na
membransko obliko TNF-a kot infliksimab in adalimumab, kar pa ni posledica njegove manjse
afinitete, pa¢ pa najverjetneje stehiometri¢nih razlik (7). S certolizumab pegolom zdravimo RA, PA
in Chronovo bolezen (6, 8).

Humanizirani Fv S
(migja podroéja CDR) / 74
QLY
~N
Fab'
pec /.

P
Polietilen %
glikol

Slika 5: Struktura certolizumab pegola, pegiliranega fragmenta Fab' humaniziranega monoklonskega protitelesa
vrste 1gG1, antagonista TNF-a (7)

2.1.4 Etanercept (Enbrel)

Etanercept (slika 6) je fuzijski protein, izdelan s postopski genskega inzenirstva. Je dimer, zgrajen iz
dveh zunajceli¢nih delov receptorja TNFR2 (p75), spojenih s strukturnim elementom Fc ¢loveske
molekule IgGl (7). Ima bistveno kraj$i razpolovni ¢as in vivo kot sama molekula IgGl in
monoklonski protitelesi infliksimab in adalimumab, kar pomeni, da je dostopnost njegove
strukturne enote Fc za vezavo na receptor FcnR, izrazen na endotelijskih celicah, drugacna kot v
primeru omenjenih protiteles (7). Poleg tega bivalentni protitelesi infliksimab in adalimumab lahko
veZeta po dve topni trimerni obliki TNF-a, etanercept pa le eno. Vemo tudi, da se infliksimab lahko
veze na do tri molekule membransko izrazenega TNF-a, etanercept pa obicajno na eno (7).
Etanercept uporabljamo za zdravljenje RA, PA, juvenilnega RA, ALS in luskavice (6, 8).

Cloveski
TNFR2

Clovetki
Feyl

Slika 6: Etanercept je fuzijski protein, sestavljen iz dveh zunajcelicnih delov receptorja TNFR2 (p75) za TNF-a ter
strukturnega in efektorskega podrocja Fc cloveske molekule IgG (7).
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2.2 Preprecevanje delovanja IL-1

Interlevkin 1 (IL-1) proizvajajo predvsem makrofagi in keratinociti. Pri nizkih koncentracijah
spodbuja lokalne vnetne procese, saj, kot smo Ze omenili, deluje sinergisticno s TNF-a. Aktivira
endotelij krvnih zil, pri ¢emer poveca izrazanje adhezijskih molekul na endotelijskih celicah in na ta
nacin pospesi dostop efektorskih celic v vneto tkivo. Poleg tega aktivira limfocite in povzroca tkivne
poskodbe (4). V visokih koncentracijah deluje sistemsko (endokrino), in sicer izzove vrocino
(povecana proizvodnja PGE), poveca obseg proizvodnje IL-6 in proteinov akutne faze vnetja (na
primer CRP) ter povzroca kaheksijo, to je izgubo telesne mase zaradi kroni¢nega delovanja vnetnih
dejavnikov. IL-1 v razli¢nih vrstah celic spodbudi tudi tvorbo levkotrienov (4).

2.2.1 Anakinra (Kineret)

Anakinra je z rekombinantno tehnologijo, v ekspresijskem sistemu E. coli, izdelan neglikoziliran
antagonist ¢loveskega receptorja za IL-1 (IL-1Ra). Od naravnega receptorja tipa 1 (IL-1R1) se
razlikuje v dodatnem metioninskem ostanku na N-kon¢nnem delu molekule, tako da vsebuje 153
aminokislinskih ostankov. Anakinra se kompetitivho veze na naravni IL-1R1 in zavira delovanje
zvisanih koncentracij IL-1, s ¢imer na primer preprecuje poskodbe hrustanca in povecano resorpcijo
kostnine (slika 7) (9). Anakinro ponekod uporabljajo za blaZenje znakov in simptomov RA, in sicer
bodisi samo ali pa v kombinaciji z metotreksatom. Ne smemo je aplicirati skupaj z bioloskimi
zdravili, ki zavirajo delovanje TNF-a.

2.2.2 IL-1 Trap (Rilonacept)

Rilonacept ali IL-1 Trap je inhibitior IL-1, narejen v obliki dimernega fuzijskega proteina iz
zunajcelicnih delov c¢loveskega receptorja IL-1R1 in pomoZnega adapterskega receptorskega
proteina IL1RacP (omogoca prenos signala v celi¢no jedro), povezanih s fragmentom Fc ¢oveskega
protitelesa vrste IgGl (slika 7). V Zdruzenih drzavah Amerike ima status zdravila sirote za
zdravljenje s kriopirinom povezanih obcasnih avtoinflamatornih sindromov (CAPS, cryopyrin-
associated periodic syndromes) (9). Gre za skupino redkih podedovanih vnetnih bolezni. Kriopirin je
regulator akutne imunske reakcije.

7\ N
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(Anakinra)
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ngn.zl
Slika 7: Razlicni nacini blokade delovanja IL-1: 2 - Specificni antagonist receptorja za IL-1 tipa 1 (IL-1R1),
Anakinra, tekmuje s prostim IL-f za vezavo nanj; 3 - Rilonacept, ki je fuzijski protein, sestavljen iz zunajcelicnih
domen IL-1R1 in adaptorskega proteina IL-1RAcP, vezanih na fragment Fc coveskega 1gG1, veZe kroZeci IL-f; 4 -
Prosti IL- specificno veZe tudi clovesko monoklonsko protitelo canakinumab (10).
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2.2.3 Canakinumab (Ilaris)

Canakinumab je ¢lovesko monoklonsko protitelo, specificno izklju¢no za IL-f, ki ima v ZdruZenih
drzavah Amerike tako kot Rilonacept status zdravila sirote za terapijo CAPS (slika 7). V ta namen se
lahko uporablja tudi v Evropski uniji, saj je njegovo uporabo konec leta 2009 dovolila tudi Evropska
agencija za zdravila (EMA) (9). Delovanje Rilonacepta in Canakinumaba preizku$ajo tudi na
bolnikih z RA in sistemskim juvenilnim idiopatskim artritisom.

2.3 Preprecevanje delovanja IL-6

Interlevkin 6 (IL-6), ki je izrazito pleiotropen citokin, proizvajajo predvsem makrofagi in dendriti¢ne
celice, v sklepih bolnikov z RA pa tudi sinoviociti. Deluje na limfocite, pri ¢emer spodbuja njihove
imunske odzive in tvorbo protiteles. V jetrih inducira nastajanje in izlo¢anje proteinov akutne faze
(C-reaktivnega proteina in serumskega amiloida A). Vpliva na metabolizem kostnine in
hematopoezo. Skupaj s TNF-a in z IL-1 pa pospesuje tudi angiogenezo, ki je posledica povecanega
nastajanja VEGF (11). IL-6, TGF-{ in IL-23 inducirajo nastanek limfocitov Th17, ki proizvajajo IL-17
in so pomembni mediatorji vnetja, prisotni pri razliénih boleznih. Specifi¢ni transmembranski
receptor za IL-6 (IL-6R) po vezavi IL-6 sam ne more sproziti signala proti celicnemu jedru, zato tvori
kompleks z adaptorsko molekulo gp130, prav tako izraZzeno na celi¢ni membrani, pri ¢emer nastane
vzdrazljiv homodimer (slika 8). Se ve¢, IL-6R obstaja tudi v topni obliki in se po vezavi IL-6 nanj
prav tako lahko poveZe z membranskimi molekulami gp130 ter sproZi signalizacijo (11).

2.3.1 Tocilizumab (Actemra)

Tocilizumab (slika 8) je rekombinantno humanizirano monoklonsko protitelo, ki vsebuje podrocja
CDR misjega protitelesa proti ¢loveskemu IL-6R, vgrajena v molekulo humanega IgG1. Delovanje
IL-6 inhibira tako, da prepreci njegovo vezavo tako na membransko izrazene kot na topne receptorje
IL-6 (11). Poleg tega lahko povzroc¢i tudi disociacijo Ze nastalih kompleksov IL-6/IL-6 R.
Tocilizumab tudi zelo uc¢inkovito znizuje ravni serumskega amiloida A (SAA), zato bi lahko bil zelo
primerno zdravilo za zdravljenje amiloidoze amiloida A, ki se pojavi kot sekundarna tezava pri
revmatskih obolenjih (11).

Topna oblika Interlevkin 6
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Slika 8: Shematska predstavitev vezave IL-6 bodisi na transmembranske ali topne receptorje IL-6R in nastanek
kompleksa z vzdraZljivo adaptersko molekulo gp130, ki omogoca prenos aktivacijskega signala v celicno jedro.
Prikazani so tudi mehanizmi blokade nastanka signala s tocilizumabom (11).
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2.4 Preprecevanje delovanja IL-12 in IL-23

Interlevkin 12 (IL-12) proizvajajo aktivirani mononuklearni fagociti (makrofagi) in dendriti¢ne celice
(DC). Je pomemben posrednik v zgodnjih procesih prirojene imunosti in eden od poglavitnih
dejavnikov za vzpostavitev pridobljene, celicno posredovane imunosti. Stimulira proizvodnjo IFN-y
v aktiviranih limfocitih T in celicah NK. Usmerja in spodbuja diferenciacijo celic T pomagalk CD4* v
provnetni tip Th1, ki nato aktivirajo fagocite (makrofage). Ojaca tudi citotoksi¢no delovanje CD8*
limfocitov T in celic NK. Medtem ko IL-12 inducira nastanek limfocitov vrste Thl, pa IL-23, skupaj z
IL-1pB, v prisotnosti TGF-p spodbuja nastajanje in vzdrzevanje limfocitov tipa Th17 (12, 13).

2.4.1 Ustekinumab (Stelara)

Ustekinumab je ¢lovesko monoklonsko protitelo, ki so ga izdelali za specifi¢no vezavo na podenoto
p40 (B2) L-12 (12). Gre za heterodimer, sestavljen iz omenjene podenote in podenote p35 (slika 9).
Sele po izdelavi ustekinumaba so odkrili IL-23 ter ugotovili, da se veZe tudi nanj, in sicer zato, ker ta
poleg zanj specifi¢ne podenote p19 vsebuje tudi podenoto p40 (32) (13). Ustekinumab uporabljamo
za zdravljenje tezkih oblik luskavice (plaki), u¢inkovit pa je tudi pri PA in Chronovi bolezni (13).

Ustekinumab Ustekinumab

Ni signala

Slika 9: Vezava ustekinumaba na podenote p40 citokinov IL-12 in IL-23 prepreci njuno vezavo na specificne
receptorje, izraZene na povrsinah limfocitov T in celic NK, s ¢imer blokira njihovo aktivacijo in posledicno
proizvodnjo citokinov (13).

2.5 Blokada aktivacije limfocitov T s preprecitvijo kostimulatorne signalizacije

Za ucinkovito antigensko aktivacijo limfocitov T je poleg interakcije med specifi¢nim antigenskim
receptorjem TCR, izrazenim na limfocitih T, in kompleksom molekul MHC/antigenski peptid na
povrsini antigene predstavljajo¢ih celic (APC), klju¢en tudi drugi, t. i. kostimulatorni signal.
Zagotavlja ga interakcija med molekulami CD80 (B.71) in CD86 (B7.2), izraZenimi na aktiviranih
APC (predvsem DC), in molekulami CD28, prisotnimi na povrsini limfocitov T (14, 15). Ko aktivacija
limfocitov T ni ve¢ potrebna, ti za¢nejo na svojih povrsinah izrazati molekule CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated antigen 4), ki imajo bistveno veéjo avidnost kot molekule CD28 za vezavo na
CD80/CDS86, pri ¢emer pa tovrstne interakcije generirajo negativne aktivacijske signale (14, 15).
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2.5.1 Abatacept (Orencia)

Abatacept (slika 10) je fuzijski protein, sestavljen iz strukturne enote Fc, to je konstantnega predela
tezke verige cloveske molekule IgGl in nanjo pripetega zunajcelicnega dela molekule CTLA-4. Z
vedjo avidnostjo se veze na molekulo CD80 (B7-1) kot na CD86 (B7-2). S preprecevanjem vezave
CD28 na CD80 in CD86 onemogoca aktivacijo limfocitov T. Ugotovili so tudi, da lahko vezava
abatacepta na molekule CD80/CD86 v APC inducira indolaminsko 2,3-dioksigenazo, encim, ki
razgrajuje triptofan (14). To pa Se dodatno zavre aktivacijo limfocitov T, ki so izjemno ob¢utljivi na
nivoje omenjene aminokisline. Abatacept uporabljamo za zdravljenje RA pri tistih bolnikih, ki se ne
odzivajo na terapijo anti-TNF-a. Obi¢ajno ga apliciramo skupaj z metotreksatom, da bi preprecili
morebiten nastanek imunskih reakcij na ta nenaravni fuzijski protein (15).

CTLA4

Abatacept
(CTLAAIg)

Zunanji
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teike verige
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Slika 10: Shematski prikaz sestavnih delov in strukture abatacepta (levo) ter princip njegovega delovanja (15)

2.6 Blokada celi¢nih adhezijskih molekul a4-integrinov

Alfad-integrin je podenota levkocitnih adhezijskih molekul a4p1(VLA-4, very late antigen 4) in a4p7.
Prva reagira z molekulo VCAM-1 (vascular endothelial adhesion molecule 1), ligand druge pa je
MAdCAM-1 (mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1). Obe molekuli sta izrazeni na zilnem
endoteliju in omogacata trdno sidranje levkocitov, kar je nujen predpogoj za njihov vstop iz krvi v
vneto tkivo (16).

2.6.1 Natalizumab (Tysabri)

Natalizumab (slika 11) je humanizirano monoklonsko protitelo tipa IgG4xk. Je selektivni inhibitor a4-
integrinskih komponent adhezijskih molekul a4p1 in a4p7, izrazenih na levkocitih. S specifi¢no
vezavo nanje preprecuje interakcije z njihovimi ligandi VCAM-1 (a4p1) in MAdCAM-1 (a4p7), kar
onemogoci migracijo levkocitov (tudi avtoreaktivnih) iz krvnih Zil v tar¢ne organe oziroma tkiva, s
tem pa zavira lokalne vnetne procese.
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Slika 11: Shematski prikaz protivnetnega delovanja natalizumaba po vezavi na a4-integrinske podenote adhezijskih
molekul: a4p1 in a4p7 sta integrinski molekuli, izraZeni na levkocitih, VCAM-1 in MAACAM-1 pa njuna liganda, ki
se nahajata na povrsinah endotelijskih celic (16).

Natalizumab uporabljamo za zdravljenje multiple skleroze (MS) in hudih oblik Chronove bolezni.
Preprecuje namre¢ prehod levkocitov preko hematoencefalne bariere in s tem zbiranje imunskih
vnetnih celic v centralnem Zivénem sistemu. Ker so molekule VCAM-1 izraZzene na povrsinah vnetih
zilnih endotelijskih celic v mozganih, je torej pri njegovi uporabi za terapijo MS poglavitna tarca
molekula a4f1. Poleg tega obstajajo tudi druga bioloska zdravila za zdravljenje MS, in sicer
rekombinantni c¢loveski interferon [ (IFN-P; Rebif, Avonex, Betaseron) in glatiramer acetat
(Copaxone). Prvi ima protivirusne ucinke, poleg tega pa deluje tako, da uravnotezi pro- in
protivnetne dejavnike v mozganih in zmanj$a stevilo vnetnih celic, ki prehajajo hematoencefalno
bariero, saj deluje antiproliferativno (17). Glatiramer acetat je naklju¢ni polimer stirih aminokislin, ki
jih najdemo v osnovnem mielinskem proteinu, in sicer L-glutaminske kisline (Q), L-alanina (A), L-
tirozina (Y) in L-lizina (K), s povprecno maso 5 do 9 kDa. Njegovo delovanje je Se v veliki meri
nepojasnjeno, vemo pa, da spremeni razmerje med provnetnimi (Thl) in protivnetnimi (Th2)
limfociti T, in sicer v korist slednjih, s ¢imer zavre vnetne procese (17). Zaradi svoje podobnosti z
mielinom naj bi deloval tudi kot vaba za odvracanje napada avtoimunskih celic, poleg tega pa naj bi
bil sposoben aktivirati nastanek avtoantigensko specifi¢nih regulatornih limfocitov T. Pri Chronovi
bolezni pa so na ¢revesnem endoteliju v povecanem obsegu izrazene tako molekule VCAM-1 kot
MAdCAM-1. Zato je v tem primeru uspesnost natalizumaba posledica ucinkovite blokade obeh
levkocitnih adhezijskih molekul, a4f1 in a4p7 (16). Bolnike, ki prejemajo to zdravilo, morajo redno
spremljati zaradi moZnega nastanka jetrnih poskodb.

2.7 Blokada molekule CD20 na limfocitih B

B-limfocitni antigen CD20 je protein, izrazen na povrsinah limfocitov B, za katerega ni znanih
ligandov. Ugotovili so, da sodeluje pri zagotavljanju optimalnega B-celi¢nega imunskega odziva, Se
posebej zoper tiste antigene, ki niso odvisni od pomoc¢i limfocitov T (18). Njegovi oligomeri naj bi
tvorili kalcijeve kanalcke v celi¢ni membrani.
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2.7.1 Rituksimab (MabThera, Rituxan)

Rituksimab (slika 12) je himerno monoklonsko protitelo, ki vsebuje vezavna mesta oziroma
variabilna podrocdja tezkih in lahkih verig misjega protitelesa zoper ¢lovesko molekulo CD20,
pripeta na konstantne strukturne predele tezke in lahke verige x ¢loveske molekule IgG1. Efektorski
strukturni del Fc ¢loveske molekule IgG1 so izbrali zato, ker omogoca fiksiranje komplementa in
aktivacijo od vezave protiteles odvisne celicno posredovane citotoksi¢nosti ADCC (antibody-
dependent cellular cytotoxicity). Tako rituksimab izzove unicenje celic, na katere se je vezal preko
molekul CD20, zato ga uporabljamo za zdravljenje tistih bolezni, pri katerih opaZzamo preveliko
Stevilo, pretirano reaktivnost ali pa funkcijsko neustreznost limfocitov B (limfomi, levkemije,
reakcije zavracanja presajenih alogenskih organov in tkiv ter avtoimunske bolezni) (19).

A S komplementom
posredovana citotoksi¢nost 4 c3
'/

C3b
|

Receptor za sestavine
komplementa / v

C Neposredna
citoliza \

Celica B

Preko FcyR/CR posredovana
fagocitoza ali ADCC

Makrofag

FeyR

Slika 12: Levo - Struktura rituksimaba (19). Desno - A: Po vezavi na CD20 rituksimab aktivira komplement po
klasic¢ni poti, kar vodi v nastanek koncnega kompleksa (MAC), ki napade membrano limfocita B in vanjo naredi
ireverzibilne pore (s komplementom povzrocena citotoksicnost). B: Po aktivaciji komplementa se mnjegove
komponente C3b/iC3b veZejo na povrsino limfocita B (opsonizacija), kjer jih prepoznajo in se nanje veZejo tako Fc
del rituksimaba kot tudi receptorja za sestavine komplementa CR1 in CR3, izraZena na povrsini makrofaga in celice
NK, kar pospesi fagocitozo opsoniziranega limfocita B in sproZi potek od vezave protiteles odvisne celicno
posredovane citotoksicnosti (ADCC). C: Vezava rituksimaba na molekule CD20 omogoca tudi neposredno
interakcijo med predelom Fc in njegovim receptorjem FcRIII, izraZenim na celicah NK, kar sprozi ADCC (20).

Kot smo Ze omenili, rituksimab uporabljamo za zdravljenje dolo¢enih oblik raka (limfomov,
levkemij), poleg tega pa tudi za zdravljenje zmerno do izrazito aktivne oblike RA, v tem primeru
obicajno v kombinaciji z metotreksatom, in sicer ve¢inoma pri tistih bolnikih, ki se niso ustrezno
odzvali na bioloska zdravila proti TNF-a.
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3 CELICNI TERAPEVTSKI PRIPRAVKI ZA NEGATIVNO
MODULACIJO VNETNIH IMUNSKIH ODZIVOV

V organizmu obstaja vrsta celic in topnih dejavnikov, ki delujejo izrazito protivnetno oziroma
zavirajo imunske odzive. Z vse bolj$im poznavanjem mehanizmov imunske tolerance, predvsem pa
z napredkom na podrodjih izolacije Zelenih vrst celic ter njihove diferenciacije in ekspanzije ex vivo,
pa se odpirajo moznosti skorajsnje klinicne uporabe raznovrstnih avtolognih in morda celo
alogenskih protivnetnih celi¢nih pripravkov.

3.1 Tolerogene dendriti¢ne celice (tDC)

Dendriti¢ne celice (DC) so tako imenovane profesionalne antigene predstavljajoce celice (APC), ki se
nahajajo v razli¢nih tkivih ter primarnih in sekundarnih limfati¢nih organih. Sposobne so u¢inkovito
antigensko specifi¢no, pozitivno ali negativno aktivirati razli¢éne vrste limfocitov T. Zanje je znacilna
precej$nja plasti¢nost, kar pomeni, da lahko obstajajo v razli¢nih diferenciacijskih stanjih, odvisnih
od nacina in stopnje njihove aktivacije. Tako poznamo nezrele, alternativno oziroma nepopolno
aktivirane in zrele DC. V omenjenih diskretnih stanjih se med seboj pomembno razlikujejo, in sicer
tako v fenotipskih kot tudi funkcijskih lastnostih. Poleg zaznavanja nevarnosti in vzorcenja
mikrookolja ter s tem podajanja in prenasanja antigenskih informacij so pomembni dejavniki
nastanka in vzdrZevanja osrednje in periferne tolerance na lastne antigene ter homeostaze in
regulacije imunskega sistema (21).

Danes imamo na voljo razli¢ne protokole, s katerimi lahko, tudi v pogojih dobre proizvodne prakse
(GMP), pripravimo veliko Stevilo razli¢no aktiviranih DC iz ¢loveskih monocitov in vitro. S tem so
dane moznosti za pripravo terapevtsko uporabnih celi¢nih zdravil za spodbujanje ali zaviranje
antigensko specifi¢nih odzivov pridobljene imunosti.

Tolerogene DC, za katere so znacilne izrazite imunosupresivne znacilnosti, aktivirajo proliferacijo in
delovanje naravno prisotnih (nTreg) ter omogocajo nastanek induciranih regulacijskih limfocitov T
(iTreg), poleg tega pa lahko povzrocajo tudi neodzivnost (anergijo) in apoptozo efektorskih celic T.
Pripravimo jih lahko iz ¢loveskih monocitov, izoliranih iz periferne krvi. Te najprej gojimo v
petdnevni celi¢ni kulturi, v prisotnosti rekombinantnega ¢loveskega granulocitne in monocitne
kolonije spodbujajoc¢ega dejavnika (GM-CSF) in IL-4, s ¢imer dosezemo njihovo diferenciacijo v
nezrele DC. V tej fazi celicam najprej dodamo antigene, zoper katere Zelimo spodbuditi imunsko
toleranco, nato pa jih izpostavimo razli¢cnim tolerogenim dejavnikom, na primer protivnetnim
citokinom, kot sta IL-10 in TGF-p, aktivni obliki vitamina D (1a,25-dihidroksi vitamin Ds),
kortikosteroidom (deksametazon) in drugim protivnetno delujo¢im spojinam. Nastale, alternativno
aktivirane tDC imajo specifi¢ne lastnosti (slika 13) in so odporne na dejavnike, ki povzroc¢ajo zorenje
DC, kot je na primer bakterijski lipopolisaharid (LPS). Izrazajo majhno Stevilo kostimulacijskih
molekul CD80 in CD86 ter proizvajajo majhne koli¢ine provnetnih (IL-12) in povecane koli¢ine
protivnetnih citokinov (IL-10, TGF-f). Njihova pomembna znacilnost je tudi ta, da na svojih
membranah izrazajo razli¢ne inhibicijske molekule, elemente aktivne tolerance, na primer ILT3 in
ILT4 (immunoglobulin-like transcript 3 in 4), ligand as, PDL-1 (program-mediated death ligand 1) in
druge, ki ob interakciji z njihovimi ligandi, izraZenimi na efektorskih klonih limfocitov T, v le-teh
izzovejo nastanek negativnih signalov, s tem pa njihovo anergijo ali celo apoptozo.
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Slika 13: Fenotipske in funkcijske lastnosti tolerogenih dendriticnih celic (tDC)

Klini¢na uporaba avtolognih tDC za zdravljenje avtoimunskih in kroni¢nih vnetnih boleznih pri
ljudeh, ki temelji na S$tevilnih, razmeroma uspe$nih predklini¢nih raziskavah na glodalcih, je
trenutno 3ele v razvoju. Sele pred kratkim so namre¢ opravili prve klini¢ne raziskave faz I in I na
bolnikih s sladkorno boleznijo tipa I, z RA in s Chronovo boleznijo, s katerimi so dokazali njihovo
varnost in netoksi¢nost (22).

3.2 Naravni (nTreg) in inducirani (iTreg) regulacijski limfociti T

Naravno prisotni CD4* regulacijski limfociti nTreg nastanejo v priZeljcu iz dozorevajocih timocitov,
v periferno kri pa preidejo Sele po preverjanju ustreznosti in jakosti vezave njihovih klonskih
antigenskih receptorjev TCR na avtoantigene, predstavljene v okviru lastnih molekul poglavitnega
kompleksa tkivne skladnosti MHC. Zanje je znacilno, da na svojih povrsinah moc¢no izrazajo
molekule CD25 (visokoafinitetni receptor za IL-2), v svoji notranjosti pa transkripcijski dejavnik
FOXP3 (forkhead box P3). Zdravi ljudje naj bi imeli od 5 do 10 %, po nekaterih strozjih kriterijih pa le
1 do 2 % nTreg, med vsemi limfociti T CD4* (23, 24). Celice nTreg na periferiji skrbijo za vzdrzevanje
specifi¢ne tolerance na posamezne, telesu lastne antigene, s ¢cimer preprecujejo avtoimunske celi¢ne
odzive. Mehanizmi njihovega delovanja so sicer razli¢ni, vsi pa temeljijo na tesnih medceli¢nih
interakcijah z drugimi vrstami imunskih celic (slika 14). Imunosupresivno delujejo tako, da na svojih
povrsinah konstitutivno izrazajo molekule CTLA-4, ki po vezavi na kostimulatorne molekule CD80
in CD86, prisotne na APC, v slednjih povecajo aktivnost indolaminske-2,3-dioksigenaze (IDO). Kot
smo ze omenili, ta encim razgrajuje triptofan, nujno potreben za normalno delovanje efektorskih
limfocitov T. Poleg tega nTreg proizvajajo protivnetna citokina IL-10 in TGF-p (topna in
membransko vezana oblika), ki nasprotujeta delovanju provnetnih citokinov, nastajajo¢ih v
aktiviranih APC (INF-a, IL-1, IL-12 in IFN-y). Naravno prisotne regulacijske celice nTreg s
posredovanjem inhibitornih signalov efektorskim limfocitom, s katerimi so v tesnem stiku,
povzrocijo zviSanje njihovih znotrajceli¢nih ravni cikli¢cnega adenozin monofosfata (cCAMP), s tem pa
preprecijo njihovo optimalno aktivacijo. nTreg lahko na efektorske limfocite T delujejo tudi
citotoksi¢no, in sicer z izlo¢anjem grancima B in perforina, molekul, ki ju za unic¢evanje tar¢nih celic
uporabljajo aktivirani citotoksi¢ni limfociti T CD8* in celice NK (23, 24).
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Ceprav jih je v krvnem obtoku razmeroma malo, pa nTreg lahko izoliramo in v definiranih pogojih
ex vivo ekspandiramo do koli¢in, ki bi zadoscale za celi¢no zdravljenje vnetnih in avtoimunskih
bolezni ter za preprecevanje reakcij zavracanja alogenskih presadkov (24, 25).
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Slika 14: Shematski prikaz mehanizmov imunosupresivnega delovanja nTreg. A - Neposredno supresivno in
citotoksicno delovanje na efektorske limfocite T. B - Negativna modulacija imunskih odzivov efektorskih limfocitov
T preko socasne vezave na APC (23).

Prav nacini imunosupresivnega delovanja so tisti, na osnovi katerih lahko razlikujemo med nTreg in
induciranimi regulacijskimi limfociti T (iTreg), ki lahko nastanejo iz naivnih CD4* in CD8*
limfocitov T na periferiji le pod dolocenimi pogoji. Eden od teh je, da morajo priti naivni limfociti T
v stik z nezrelimi ali $e bolje s tolerogenimi DC (tDC) oziroma z drugimi vrstami imunosupresivnih
APC (23, 24, 25). Pri tem je pomembno tudi neposredno mikrookolje, v katerem do taksnih interakcij
prihaja. Za celice iTreg je znacilno, da, za razliko od nTreg, za imunosupresivno delovanje ne
potrebujejo tesnih medceli¢nih interakcij. Mehanizmi njihovih zaviralnih uc¢inkov na imunske
odzive so vezani na njihovo sposobnost, da po antigensko specifi¢ni aktivaciji proizvajajo in v svoje
mikrookolje sproscajo velike koli¢ine protivnetnih citokinov IL-10 in TGF-p (v topni in membransko
vezani obliki). Poglavitne razlike med nTreg in razliénimi vrstami iTreg obstajajo tudi na nivoju
njihovih antigenskih specifi¢nostih. Prve namre¢ lahko specifi¢no prepoznajo le tiste avtoantigene, s
katerimi so bile v stiku med svojim razvojem v timusu, medtem ko se druge lahko specifi¢no
odzivajo tako na lastne kot na tuje antigene, prisotne v sekundarnih limfati¢nih tkivih. Nastanek
antigensko specifi¢nih iTreg v pogojih in vitro lahko izzovemo z Ze omenjeno uporabo tDC, v
prisotnosti IL-10 ali na primer aktivne oblike vitamina D. Nekteri v ta namen uporabljajo tudi
rapamicin ali pa njihovo indukcijo izvedejo s tehnikami genskega inZenirstva (24).

Celi¢ne terapije z nTreg namnozenimi in vitro ter iTreg pripravljenimi ex vivo so $e v fazi razvoja,
zaradi svoje potencialne klini¢ne uporabnosti pa predstavljajo upanje predvsem za stevilne bolnike z
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avtoimunskimi in drugimi vnetnimi boleznimi ter tiste, ki bodo v prihodnosti prejemniki alogenskih
presadkov (24, 25).

3.3 Mezenhimske mati¢ne celice (MSC)

Mezenhimske mati¢ne celice (MSC, mesenchymal stem cells) so znane predvsem po svoji plasti¢nosti,
to je sposobnosti, da pod ustreznimi pogoji v celi¢nih kulturah in vitro diferencirajo v razli¢ne vrste
tkiv, na primer v kost, hrustanec, kite, migice in adipozo (preglednica 1). Se bolj kot to pa so
zanimive njihove trofi¢ne, parakrine in imunomodulatorne sposobnosti, ki bi lahko imele velik
terapevtski pomen in vivo. Delovanje MSC uravnavajo pogoji v njihovem neposrednem mikrookolju,
ki odlocajo o tem, kaksne topne dejavnike oziroma signale bodo proizvajale ter kaksna bodo njihova
razmerja in koncentracije. Pri tem so protivnetne in imunomodulatorne sposobnosti MSC morda
celo njihove najpomembnejse lastnosti, ki omogocajo vzpostavitev lokaliziranih ali sistemskih
pogojev za normalno celjenje in/ali regeneracijo poskodovanih tkiv (26).

Preglednica 1: Koncentracije in frekvence MSC ter kolonije formirajocih celic (CFU-F), izoliranih iz razli¢nih
cloveskih tkiv (25). CFU-F — klonalna sposobnost MSC ali sposobnost tvorbe celicnih kolonij; x — vrednost,
dolocena na podlagi upostevanja povprecja 8 x 10° celic z jedrom/ml aspirata kostnega mozga; y — za pojav CFU-F
v perferni krvi je potrebna predhodna mobilizacija s sistemsko aplikacijo granulocitne kolonije spodbujajocega
dejavnika G-CSF.

Clovesko tkivo kot vir MSC Naravni interval konc. MSC Razpon frekvenc MSC
(CFU-F/ml vzorca tkiva) (CFU-F/106 celic z jedrom)

Aspirat kostnega mozga 109—-664x 10-83

Lipoaspirat adipoznega tkiva 2.058-9.650 205-51.000

Dermis Ni podatka 74.000-157.000

Popkovni¢na kri 0,06 0-0,02

Periferna kri 0 0-2y

Sinovijska tekocina 4-14 2 =250

Amnijska teko¢ina 3 92

V zadnjem casu se je utrdilo mnenje, da so prav mezenhimske mati¢ne/stromalne celice (MSC) tiste,
ki nas branijo pred pretiranimi vnetnimi odzivi. Ugotovili so, da delujejo protivnetno na razli¢ne
nacine, in sicer tako, da:

- po aktivaciji za¢nejo izrazati antagonista receptorja za IL-1 (IL-1ra, slika 15);

- ustvarijo negativno povratno zanko, znotraj katere jih aktivirajoTNF-a in drugi provnetni
citokini, ki jih proizvajajo reziden¢ni tkivni makrofagi, tako da izlocajo vecfunkcijski
protivnetni protein TSG-6 (TNF-a stimulated gene/protein 6); TSG-6 moc¢no zmanjSa
signalizacijo preko jedrnega transkripcijskega dejavnika NF«xB v omenjenih makrofagih, s
tem pa spremeni kaskado in obseg nastajanja provnetnih citokinov;

- vzpostavijo Se eno negativno povratno zanko, v kateri jih lipopolisaharidi, TNF-a, dusikov
oksid (NO) in morda tudi drugi, s tkivno poskodbo povezani molekulski vzorci (DAMPs,
damage-associated molecular patterns) iz ranjenih tkiv ter tkivni marofagi, aktivirajo na nacin,
da proizvajajo in izlocajo prostaglandin E> (PGEy); slednji spremeni fenotip makrofagov iz
provnetnega v protivnetni (proizvodnja IL-10).

- mnaj bi po doloceni vrsti aktivacije zacele izrazati staniokalcin-1, protein, ki deluje proti
reaktivnim kisikovim spojinam (27).
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Nekaj mehanizmov imunosupresivnega delovanja MSC prikazuje tudi slika 15.
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Slika 15: Prikaz nekaterih mehanizmmov imunosupresivnega delovanja MSC. 1 - S tkivnimi poskodbami povezani
molekulski vzorci (DAMPs, damage-associated molecular patterns), IL-1a (sterilna poskodba) ali s patogeni
povezani molekulski vzorci (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) aktivirajo rezidencne makrofage z
vezavo na njihove razlicne povrsinske receptorje PRR (pattern recognnition receptors). 2 - Aktivirani makrofagi
proizvajajo provnetne citokine (IL-1a, IL-18, TNF-a) in s tem sproZijo vnetni proces. 3 - Provnetni citokini in
najverjetneje tudi razlicni signali iz poskodovnih celic aktivirajo MSC, ki zacno proizvajati in izlocati protivnetne
dejavnike, kot so TSG-6, PGE; in IL-1ra, ter s tem bodisi spremenijo funkcijske lastnosti makrofagov ali pa
zmanjsajo vplive provnetnih citokinov. 4 - Koncni cilj je zmanjsanje provnetnih signalov, ki jih s proizvajanjem IL-
6, kemokina CXCL1 in sorodnih dejavnikov generirajo parenhimske celice, s tem pa preprecitev vstopanja
nevtrofilcev v vnetisce (26).

Mezenhimske mati¢ne celice so Ze preizkusali v razli¢nih raziskavah, in sicer za zdravljenje RA,
Chronove bolezni, sistemskega lupusa eritematozusa (SLE) in S$tevilnih drugih avtoimunskih
oziroma vnetnih bolezni (25). Ugotovili so, da je uporaba MSC varna in da lahko vzpostavi
ugodnejse razmerje Th1/Th2 v organizmu ter poveca stevilo regulatornih limfocitov T. Na splosno
so bili rezulatati vseh raziskav, ki pa so bile vse po vrsti majhne, glede na Stevilo vkljuc¢enih
bolnikov, zelo obetavni. Podobno uspesne rezultate so zabelezili tudi v primeru uporabe MSC za
preprecevanje oziroma zdravljenje bolezni presadka zoper gostitelja (GvHD, graft versus host disease)
po presaditvah alogenskih krvotvornih mati¢nih celic (26, 28).

4 SKLEP

Z uporabo biologkih zdravil lahko danes Stevilnim bolnikom omilimo hude tezave, ki so posledice
kroni¢nih vnetnih bolezni. Zavedati se moramo, da z njimi pomembno posegamo tudi v ostale
naravne imunske mehanizme, s tem pa negativno vplivamo na homeostazo. Tako lahko na primer
bioloska zdravila, ki delujejo proti TNF-a, mo¢no povecajo tveganje za razvoj zivljenjsko ogrozajoc¢ih
okuzb, zlasti tuberkuloze, ter za nastanek limfomov in drugih oblik raka. Poleg tega jih ne smejo
prejemati bolniki z resnimi kongestivnimi srénimi obolenji. Zato je izjemno pomembno, da prihaja
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do pomembnih premikov na podroéju razvoja imunosupresivnih celi¢nih terapij, ki imajo izjemen
potencial, saj bi lahko z njimi vzro¢no zdravili predvsem avtoimunske bolezni in tako uc¢inkovito
nadomestili sedanje, pretezno simptomatsko zdravljenje. Na tej osnovi potekajo predvsem
intenzivna prizadevanja za ¢im prejsnjo uvedbo naprednega zdravljenja z regulatornimi limfociti T,
in sicer zlasti tistih avtoimunskih bolezni, pri katerih poznamo vsaj nekaj specifi¢nih avtoantigenov,
vpletenih v njihovo patogenezo, ter tudi za preprecevanja zavrnitvenih reakcij po alogenskih
presaditvah tkiv in organov. Izvedli so Ze tudi posamezne klini¢ne raziskave, v katerih so uspesno
preizkusili predvsem varnost in uporabnost omenjenih celi¢nih terapevtskih pripravkov.
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Povzetek

Kljub vec¢ kot tridesetim letom razvoja je danes vecina bioloskih zdravil (terapevtskih peptidov,
proteinov, oligonukleotidov) v klini¢ni uporabi klasi¢nih parenteralnih farmacevtskih oblik. Razlog
je nizka bioloska uporabnost po neparenteralnem vnosu, ki je posledica intrinzi¢nih lastnosti
bioloskih ucinkovin, kot so velika molekulska masa, fizikalna in kemic¢na nestabilnost, omejena
permeabilnost skozi bioloske membrane. Poleg tega je za doseganje terapevtskega ucinka potrebno
tudi pogosto odmerjanje, kar vodi v slabo komplianco bolnikov in pojav sistemskih nezelenih
ucinkov. To so razlogi za intenziven razvoj sodobnih dostavnih sistemov za neparenteralni vnos
biofarmacevtikov, s katerimi bi lahko popolnoma izkoristili velik terapevtski potencial, ki ga
prinasajo bioloske zdravilne ucinkovine. Najve¢ raziskav poteka na podrodju peroralnih,
pulmonalnih, nazalnih in transdermalnih dostavnih sistemov za biofarmacevtike.
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1UVOD

Sodobna molekulska orodja in biotehnoloski pristopi dandanes omogocajo nacrtovanje in pripravo
specifi¢nih biomakromolekul, ki se vezejo na taréne molekule (receptorje, encime, RNA, DNA) in v
bioloskem okolju sproZijo specifi¢ne odzive. Tak pristop teoreticno omogoca nac¢rtovanje zdravil za
zdravljenje katerekoli bolezni, ¢e le poznamo taréno mesto oziroma prijemalis¢e delovanja. Na
modelnih in vitro sistemih so tak$ne bioloske makromolekule dokazano visokoucinkovite, medtem
ko in vivo raziskave pogosto ne potrdijo njihovega velikega terapevtskega potenciala. Intrinzi¢ne
lastnosti teh makromolekul (velika molekulska masa, hidrofilnost, kratek razpolovni c¢as in
nestabilnost v in vivo okolju) so vzrok, da in vivo ne doseZejo tarénega mesta v biolosko aktivni obliki
ali pa je njihova koncentracija na tar¢énem mestu premajhna ali je njihov ¢as zadrZevanja na tar¢nem
mestu prekratek, da bi nastopil terapevtski ucinek (1, 2). Sele razvoj ustreznih formulacij in
dostavnih sistemov za in vitro obetavne biomakromolekule lahko le-te spremeni v terapevtsko
visokoucinkovita bioloska zdravila.

2 FARMACEVTSKE OBLIKE ZA BIOFARMACEVTIKE DANES IN JUTRI

Farmacevtska oblika igra klju¢no vlogo pri farmakoloski ucinkovitosti zdravila. Kljub temu, da so
bioloske makromolekule zelo specifi¢ne in visokouc¢inkovite, lahko tak u¢inek dosezemo le, ¢e jih
vgradimo v ustrezno farmacevtsko obliko. Tehnoloski postopki in dejavniki pri izdelavi morajo
zagotavljati nespremenjeno biolosko aktivnost bioloske u¢inkovine med izdelavo in shranjevanjem
zdravila, poleg tega pa mora biti farmacevtska oblika taksna, da omogoc¢i dostavo
biomakromolekule na ciljno mesto v organizmu.

Razvoj farmacevtskih oblik z biofarmacevtiki se razlikuje od razvoja farmacevtskih oblik s
klasi¢nimi nizkomolekularnih zdravilnimi uc¢inkovinami, saj so biofarmacevtiki bolj obcutljive
molekule (peptidi, proteini, nukleinske kisline), ki zahtevajo specificne pogoje rokovanja in
oblikovanja. Obcutljive so na ostre tehnoloske pogoje pri izdelavi, ki lahko zmanj$ajo njihovo
biolosko aktivnost ali jo celo spremenijo, kar lahko vodi v pojav neZelenih ucinkov (na primer
imunskih reakcij) (3). Razvoj ucinkovite konc¢ne oblike je tako kompleksen proces, ki zahteva
natanéno poznavanje lastnosti same bioloske ucinkovine kot tudi njenega obnasanja po vnosu v
organizem (farmakokinetika in farmakodinamika). Najvedji izziv razvoja sodobnih, naprednih
zdravil z biofarmacevtiki je njihov transport od mesta vnosa do mesta delovanja v organizmu. Ker je
bioloska uporabnost biofarmacevtikov obi¢ajno zelo majhna, tudi danes, kljub ve¢ kot tridesetim
letom razvoja, na trzis¢u prevladujejo parenteralne farmacevtske oblike. Enako velja tudi za bioloska
zdravila, ki jim je Evropska agencija za zdravila (EMA) podelila dovoljenje za promet v obdobju
zadnjih petih let (2010-2014) (preglednica I) (4). Natancneje, to so raztopine in suspenzije
biofarmacevtikov, ki jih vnasamo v telo z injiciranjem ali infundiranjem.
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Preglednica 1: Bioloska zdravila, ki jim je EMA podelila dovoljenje za promet v zadnjih petih letih (2010-2014) (4)

Petra Kocbek

Zdravilo Uc¢inkovina; farmacevtska oblika Vnos Pomozne snovi Promet
Adcetris Brentuksimab vedotin; prasek za koncentrat za | iv Citronska kislina monohidrat, natrijev citrat dihidrat, a,a- | 2012
raztopino za infundiranje trehaloza dihidrat, polisorbat 80
Aflunov Prepandemsko cepivo proti gripi (H5N1) (s | im Natrijev klorid, kalijev klorid, kalijev dihidrogenfosfat, dinatrijev | 2010
povrsinskimi antigeni, inaktivirano, z adjuvansom); hidrogenfosfat, magnezijev klorid heksahidrat, kalcijev klorid
suspenzija za injiciranje dihidrat, natrijev citrat, citronska kislina, voda za injekcije,
adjuvans (MF59C.1)
Atosiban SUN | Atosiban; raztopina za injiciranje iv Manitol, klorovodikova kislina, voda za injekcije 2013
Arzerra Ofatumumab; koncentrat za raztopino za infundiranje iv Arginin, natrijev acetat, natrijev klorid, polisorbat 80, dinatrijev | 2010
edetat, klorovodikova kislina, voda za injekcije
Benlysta Belimumab; prasek za koncentrat za raztopino za | iv Citronska kislina monohidrat, natrijev citrat, saharoza, polisorbat | 2011
infundiranje 80
Bexsero Cepivo proti meningokokom skupine B | im Natrijev klorid, histidin, saharoza, voda za injekcije 2013
(rekombinantno, komponentno, adsorbirano);
suspenzija za injiciranje
Bydureon Eksenatid; prasek in topilo za suspenzijo s podaljSanim | sc Prasek: poli (D,L-laktid koglikolid), saharoza; topilo: natrijev | 2011
sprosfanjem za injiciranje karmelozat, natrijev klorid, polisorbat 20, natrijev hidrogenfosfat
monohidrat, natrijev dihidrogenfosfat heptahidrat, voda za
injekcije
Cinryze Zaviralec C1 (humani); prasek in vehikel za raztopino | iv Prasek: natrijev klorid, saharoza, natrijev citrat, L-valin, L-alanin, | 2011
za injiciranje L-treonin; vehikel: voda za injekcije
Constella Linaklotide; trda kapsula po Vsebina kapsule: hipromeloza, kalcijev klorid dihidrat, levcin, | 2012
titanov dioksid; ovojnica kapsule: Zelatina, rdeci Zelezov oksid,
rumeni Zelezov oksid, Selak; ¢rnilo kapsule: propilenglikol,
koncentrirana raztopina amoniaka, kalijev hidroksid, titanov
dioksid, ¢rni Zelezov oksid
Defitelio Defibrotid; koncentrat za raztopino za infundiranje | iv Natrijev citrat dihidrat, klorovodikova kislina, natrijev hidroksid, | 2013
(sterilni koncentrat) voda za injekcije
Elonva Korifolitropin alfa; raztopina za injiciranje sc Natrijev citrat, saharoza, polisorbat 20, metionin, natrijev | 2010
hidroksid, klorovodikova kislina, voda za injekcije
Eperzan Albiglutid; prasek in vehikel za raztopino za injiciranje | sc Prasek za raztopino za injiciranje: natrijev dihidrogenfosfat | 2014

monohidrat, brezvodni natrijev hidrogenfosfat, trehaloza dihidrat,
manitol, polisorbat 80, brezvodna trehaloza dihidrat, manitol,
polisorbat 80; vehikel: voda za injekcije
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Evarrest Humani fibrinogen/humani trombin; matriks z lepilom | Epilezijsko Kompozitni matriks (poliglaktin 910 in oksidirana regenerirana | 2013
za tkiva celuloza), argininijev klorid, glicin, natrijev klorid, natrijev citrat,
kalcijev klorid, humani albumin, manitol, natrijev acetat
Eylea Aflibercept; raztopina za injiciranje Intravitrealno | Polisorbat 20, natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, dinatrijev | 2012
hidrogenfosfat heptahidrat, natrijev klorid, saharoza, voda za
injekcije
Fluenz Cepivo proti gripi (z zivimi oslabljenimi virusi, nosno); | Nazalno Saharoza, kalijjev hidrogenfosfat, kalijev dihidrogenfosfat, Zelatina | 2011
prsilo za nos, suspenzija (svinjska, tip A), argininijev klorid, natrijev glutamat monohidrat,
voda za injekcije
Fluenz Tetra Cepivo proti gripi (z zivimi oslabljenimi virusi); prilo | Nazalno Saharoza, kalijjev hidrogenfosfat, kalijev dihidrogenfosfat, Zelatina | 2013
za nos, suspenzija (svinjska, tip A), argininijev klorid, natrijev glutamat monohidrat,
voda za injekcije
Glybera Alipogentiparvovek; raztopina za injiciranje im Kalcijev klorid dihidrat, brezvodni dinatrijev fosfat, magnezijev | 2012
klorid heksahidrat, kalijev klorid, kalijev dihidrogenfosfat, natrijev
klorid, saharoza, voda za injekcije
Grastofil Filgrastim; raztopina za injiciranje ali infundiranje sciniv Ledocetna kislina, natrijev hidroksid, sorbitol, polisorbat 80, voda | 2013
za injekcije
Hexacima Mesano cepivo proti davici, tetanusu, oslovskemu | im Dinatrijev hidrogenfosfat, kalijev dihidrogenfosfat, trometamol, | 2013
kaslju (acelularno, komponentno), hepatitisu B saharoza, esencialne aminokisline, vklju¢no z L-fenilalaninom,
(rekombinantno), otroski paralizi (inaktivirano) in voda za injiciranje
hemofilusu influence tipa b (konjugirano), adsorbirano;
suspenzija za injiciranje
Hexyon Mesano cepivo proti davici, tetanusu, oslovskemu | im Dinatrijev hidrogenfosfat, kalijev dihidrogen fosfat, trometamol, | 2013
kaslju (acelularno, komponentno), hepatitisu B saharoza, esencialne aminokisline, vklju¢éno z L-fenilalaninom,
(rekombinantno), otroski paralizi (inaktivirano) in voda za injiciranje
hemofilusu influence tipa b (konjugirano), adsorbirano;
suspenzija za injiciranje
Hizentra Humani  polispecifiécni ~ imunoglobulin  (s.c.Ig); | sc L-prolin, polisorbat 80, voda za injekcije 2011
Raztopina za
injiciranje
HyQvia Humani polispecifi¢ni immunoglobulin, | sc Viala humanega polispecificnega imunoglobulina (IG 10 %): | 2013

rekombinantna humana hialuronidaza; raztopina za
infundiranje

glicin, voda za injekcije; wviala rekombinantne humane

hialuronidaze (rHuPH20):
humani albumin, dinatrijev edetat, kalcijev klorid, natrijev

natrijev klorid, dinatrijev fosfat,

hidroksid, klorovodikova kislina, voda za injekcije

54



Od klasi¢nih do sodobnih dostavnih sistemov za biofarmacevtike,

Petra Kocbek

IDflu Cepivo proti gripi z delci virionov, inaktivirano; | intradermalno | Natrijev klorid, kalijev klorid, natrijev hidrogenfosfat dihidrat, | 2009
suspenzija za injiciranje kaljjev dihidrogenfosfat, voda za injekcije
Imvanex Cepivo proti ¢rnim kozam (ziv modificiran virus | sc Trometamol, natrijev klorid, voda za injekcije 2013
vakcinija Ankara); suspenzija za injiciranje
Inflectra Infliksimab; prasek za koncentrat za raztopino za | iv Saharoza, polisorbat 80, natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, | 2013
infundiranje natrijev hidrogenfosfat dihidrat
Jetrea Okriplazmin; koncentrat za raztopino za injiciranje Intravitrealno | Manitol, citronska kislina, natrijev hidroksid, voda za injekcije 2013
Kadcyla Trastuzumab emtanzin; prasek za koncentrat za | iv Sukcinska kislina, natrijev hidroksid, saharoza, polisorbat 20 2013
raztopino za infundiranje
Krystexxa Peglotikaza; koncentrat za pripravo raztopine za | iv Dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat, natrijev dihidrogenfosfat | 2013
infundiranje dihidrat, natrijev klorid, voda za injekcije
Lemtrada Alemtuzumab; koncentrat za raztopino za infundiranje | iv Dinatrijev fosfat dihidrat, dinatrijev edetat dihidrat, kalijev klorid, | 2013
kalijjev dihidrogenfosfat, polisorbat 80, natrijev klorid, voda za
injekcije
Lonquex Lipegfilgrastim; raztopina za injiciranje sc Ledocet, natrijev hidroksid, sorbitol, polisorbat 20, voda za | 2013
injekcije
Lyxumia Liksisenatid; raztopina za injiciranje sc 85-odstotni glicerol, natrijev acetat trihidrat, metionin, metakrezol, | 2013
klorovodikova kislina, natrijev hidroksid, voda za injekcije
Maci na matriks naneseni karakterizirani avtologni gojeni | Vsaditev Eaglov medij, modificiran po Dulbeccu (DMEM), natrijeva sol 4- | 2013
hondrociti; matriks za vsaditev (2-hidroksietil)piperazin-1-etansulfonske kisline (HEPES),
klorovodikova kislina, natrijev hidroksid, natrijev klorid
Menveo Konjugirano cepivo proti meningokokom skupin A, C, | im Prasek: saharoza, kalijev dihidrogenfosfat; raztopina: natrijev | 2010
W135 in Y; prasek in raztopina za raztopino za dihidrogenfosfat monohidrat, natrijev hidrogenfosfat dihidrat,
injiciranje natrijev klorid, voda za injekcije
NexoBrid Proteolitini encimi so meSanica encimov iz stebla | Dermalno NexoBrid prasek: amonijev sulfat, ocetna kislina; gel: karbomer | 2012
rastline Ananas comosus (ananas); prasek in gel za gel 980, brezvodni natrijev hidrogenfosfat, natrijev hidroksid, voda za
injekcije
Nimenrix cepivo proti meningokokom skupin A, C, W-135in Y, | im Prasek: saharoza, trometamol; vehikel: natrijev klorid, voda za | 2012
konjugirano; prasek in vehikel za raztopino za injekcije
injiciranje
Nivestim Filgrastim; raztopina za injiciranje/infundiranje sc ali iv Koncentrirana ocetna kislina, natrijev hidroksid, sorbitol (E420), | 2010
polisorbat 80, voda za injekcije
NovoEight Turoktokog alfa; prasek in vehikel za raztopino za | iv Prasek: natrijev klorid, L-histidin, saharoza, polisorbat 80, L- | 2013

injiciranje

klorid  dihidrat, hidroksid,
klorovodikova kislina; vehikel: natrijev klorid, voda za injekcije

metionin, kalcijev natrijev
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NovoThirteen | katridekakog; prasek in vehikel za raztopino za | iv Prasek: natrijev klorid, saharoza, polisorbat 20, L-histidin, | 2012
injiciranje klorovodikova kislina (za prilagoditev pH), natrijev hidroksid (za
prilagoditev pH), vehikel: voda za injekcije
Perjeta Pertuzumab; koncentrat za raztopino za infundiranje iv Koncentrirana ocetna kislina, L-histidin, saharoza, polisorbat 20, | 2013
voda za injekcije
Prepandemic | prepandemsko cepivo proti gripi (H5N1) (s | im natrijev klorid, kalijev klorid, kalijev dihidrogenfosfat, dinatrijev | 2010
influenza povrsinskimi antigeni, inaktivirano, z adjuvansom); hidrogenfosfat, magnezijev klorid heksahidrat, kalcijev klorid
vaccine suspenzija za injiciranje dihidrat, natrijev citrate, citronska kislina, voda za injekcije
(H5NT1)
Prolia Denosumab; raztopina za injiciranje sc Ledocet, natrijev hidroksid, sorbitol (E420), polisorbat 20, voda za | 2010
injekcije
Provenge Avtologne mononuklearne celice iz periferne krvi, | iv Natrijev klorid, natrijev laktat, kalijev klorid, kalcijev klorid 2013
aktivirane s prostaticnim kislim, granulocitne in
makrofagne kolonije stimulirajo¢im faktorjem (PAP-
GM-CSF); disperzija za infundiranje
Pumarix Cepivo proti pandemski gripi (H5SN1) z delci virionov, | im Viala s suspenzijo: tiomersal, natrijev klorid, natrijev | 2011
inaktivirano (z adjuvansom); suspenzija in emulzija za hidrogenfosfat, kalijev dihidrogenfosfat, kalijev klorid, voda za
emulzijo za injiciranje injekcije; viala z emulzijo: natrijev klorid, natrijev hidrogenfosfat,
kalijev dihidrogenfosfat, kalijev klorid, voda za injekcije,
Adjuvans AS03
Remsima Infliksimab; prasek za koncentrat za raztopino za | iv Saharoza, polisorbat 80, natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, | 2013
infundiranje natrijev hidrogenfosfat dihidrat
Ruconest Konestat alfa; prasek za pripravo raztopine =za | iv Saharoza, natrijev citrat, citronska kislina 2010
injiciranje
Revestive Teduglutid; prasek in vehikel za raztopino za injiciranje | sc Pragek: L-histidin, manitol, natrijev fosfat monohidrat, natrijev | 2012
hidrogenfosfat heptahidrat, natrijev hidroksid, klorovodikova
kislina; vehikel: voda za injekcije
Scintimun Besilesomab; komplet za pripravo radiofarmaka iv Scintimun: brezvodni natrijev dihidrogenfosfat, brezvodni natrijev | 2010
hidrogenfosfat, sorbitol E420v v dusikovi atmosferi; vehikel za
zdravilo Scintimun: 1,1,3,3-propantetrafosfonska kislina,
tetranatrijeva sol, dihidrat (PTP), kositrov klorid dihidrat, natrijev
hidroksid/klorovodikova kislina (za uravnanje pH), dusik
Signifor Pasireotid (v obliki pasireotidijevega diaspartat); | sc Manitol, vinska kislina, natrijev hidroksid, voda za injekcije 2012

raztopina za injiciranje

56



Od klasi¢nih do sodobnih dostavnih sistemov za biofarmacevtike,

Petra Kocbek
Somatropin Somatropin; prasek in vehikel za suspenzijo za | sc Prasek: natrijev hialuronat, jajéni fosfolipidi, brezvodni natrijev | 2013
Biopartners injiciranje s podalj$anim spro$¢anjem dihidrogenfosfat, =~ brezvodni  dinatrijev  fosfat;  vehikel:
srednjeverizni trigliceridi
Tresiba Inzulin degludek; raztopina za injiciranje sc Glicerol, metakrezol, fenol, cinkov acetat, klorovodikova kislina, | 2013
natrijev hidroksid, voda za injekcije
Vepacel Cepivo proti prepandemski gripi (H5N1) (s celimi | im Trometamol, natrijev klorid, voda za injekcije, polisorbat 80 2012
virioni, inaktivirano, pripravljeno v celi¢ni kulturi);
suspenzija za injiciranje
Vibativ Telavancin; prasek za raztopino za infundiranje iv Hidroksipropilbetadeks, manitol, natrijev hidroksid, | 2011
klorovodikova kislina
Xgeva Denosumab; raztopina za injiciranje sc Ledocet, natrijev hidroksid, sorbitol, voda za injekcije 2011
Xiapex Formulacija dveh encimov kolagenaz, ki se izrazata | Intralezijsko Prasek: saharoza, trometamol, klorovodikova kislina 2,4 % (w/w); | 2011
skupaj in ju pridelajo z anaerobno fermentacijo vehikel: kalcijev klorid dihidrat, natrijev klorid, voda za injekcije
fenotipsko izbranega seva bakterije Clostridium
histolyticum; prasek in vehikel za raztopino za injiciranje
Yervoy Ipilimumab; koncentrat za raztopino za infundiranje iv Tris v obliki klorida (2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolijev | 2011
klorid), natrijev klorid, manitol, pentetska kislina
(dietilentriaminopentaocetna kislina), polisorbat 80, natrijev
hidroksid klorovodikova kislina, voda za injekcije
Zaltrap Aflibercept; koncentrat za raztopino za infundiranje iv Saharoza, natrijev klorid, natrijev citrat dihidrat, citronska kislina | 2013

monohidrat, polisorbat 20, natrijev hidrogenfosfat heptahidrat,
natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, natrijev hidroksid in/ali
klorovodikova kislina (za prilagoditev pH), voda za injekcije
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V nasprotju z dokaj enoli¢nim stanjem na trzis¢u je dogajanje na podrocju razvoja zelo pestro, saj
potekajo intenzivne raziskave mnoZice sodobnih dostavnih sistemov za vnos biofarmacevtikov.
Naloga dostavnega sistema je, da $¢iti biofarmacevtik na poti od mesta aplikacije do mesta delovanja
in mu omogoci premagovanje bioloskih barier na poti do ciljnega mesta. Cilj razvoja so tako
dostavni sistemi z nadzorovanim sproscanjem, ki bi omogocili manj pogosto odmerjanje in s tem
boljso komplianco bolnikov, hkrati pa bi bili bolniku prijazni (neparenteralne farmacevtske oblike).
Bioloska zdravila na osnovi taksnih sodobni dostavnih sistemov so zdravila prihodnosti. Prihod na
trzidce ovirata tudi stroga regulativa in kompleksnost zdravil z biologkimi makromolekulami. Ze
priprava in analitika biomakromolekul sta zahtevna procesa, njihovo vgrajevanje v sodobne
dostavne sisteme pa kompleksnost kon¢ne farmacevtske oblike in posledi¢no njenega vrednotenja le
Se poveca, razvoj samega zdravila pa podaljsa.

3 BIOFARMACEVTIKI NA OSNOVI PEPTIDOV IN PROTEINOV

Stevilni peptidi in proteini so od konca dvajsetega stoleta do danes uspe$no prestali faze
predklini¢nih in klini¢nih raziskav, tako da so danes na voljo za uporabo v klini¢ni praksi (2). Ta
skupina bioloskih makromolekul je najstevilénejsa tako po stevilu bioloskih zdravil na trzis¢u kot v
razvoju. Proteini so relativno velike molekule s kompleksno zgradbo, za katero je znacilna poleg
primarne Se sekundarna, terciarna in v nekateri primerih celo kvartarna struktura. Spremembe v
prostorski strukturi ali v stranskih verigah lahko pomenijo izgubo bioloskega ucinka ali so vzrok
imunogenosti proteina (5). Terapevtski proteini so med proizvodnjo, shranjevanjem ali po vnosu v
organizem podvrzeni fizikalnim in kemi¢nim spremembam, zato je klju¢nega pomena, da v procesu
razvoja farmacevtskih oblik karseda zmanjSamo verjetnost taksnih sprememb. To pomeni uporabo
ustreznih pomoznih snovi, ki stabilizirajo strukturo proteina, in tehnoloskih postopkov, ki ne
vplivajo na biolosko aktivnost proteina (6). Stabilizatorji so lahko zelo razli¢ne snovi, ki vklju¢ujejo
proteine, sladkorje, poliole, aminokisline, kelatorje kovinskih ionov in anorganske soli. Te pomozne
snovi stabilizirajo proteine v raztopini in/ali v procesih zamrzovanja in susenja. Kot stabilizatorji
proteinov v suhih oblikah so znani sladkorji (trehaloza, saharoza, maltoza). Dolo¢ene povrsinsko
aktivne snovi (na primer polisorbat 20) prav tako delujejo kot stabilizatorji za proteine.

Pri razvoju formulacij s proteini naletimo na omejitve in tezave, ki so skupne vsem bioloskim
makromolekulam: velika molekulska masa, kratek plazemski razpolovni ¢as, fizikalna in kemicna
nestabilnost (na primer agregiranje, adsorpcija, deaminiranje, oksidacija), encimska razgradnja in
imunogenost (6, 7). Te tezave lahko premostimo bodisi s spremembami same biomakromolekule (na
primer mutacije v proteinu, kovalentna vezava polimerov in priprava polimernih terapevtikov) ali z
vgrajevanjem le-te v ustrezen dostavni sistem (npr. mikro/nanodelce, liposome, hidrogel). Pri
kovalentni modifikaciji terapevtskih proteinov je mnajbolj znan pristop pripenjanje verig
polietilenglikola (PEG). PEG-iliranje, ki upocasni izlo¢anje skozi ledvice, zmanjsa imunogenost,
zmanjsa agregiranje proteinov in izboljsa njihovo termicno stabilnost. Nekatera bioloska zdravila s
PEG-iliranimi bioloskimi u¢inkovinami so danes Ze v klini¢ni uporabi; $tevilna pa so Se v razli¢nih
fazah raziskav (8).

Razvoj bioloskih zdravil poteka bolj ali manj empiri¢no, od primera do primera, saj ni recepta, kako
oblikovati terapevtsko ucinkovito formulacijo. Splosno pa velja, da PEG-iliranje uporabimo, ce je
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protein majhen in se skozi ledvice hitro izloca iz telesa; v nasprotnem primeru - ¢e je protein velik in
zelo labilen - je priporo¢ljivo vgrajevanje v nano/mikrodostavne sisteme, saj lahko na tak nacin
zagotovimo stabilnost biomakromolekule in doseZzemo njeno nadzorovano spros¢anje (2).

4 BIOFARMACEVTIKI NA OSNOVI RNA

Z odkritiem molekul RNA s Kkatalitskim delovanjem v zacetku osemdesetih let in odkritjem
interferenéne RNA v poznih devetdesetih letih prejSnjega stoletja je postala bioloska vloga RNA
precej bolj raziskana. Od prej poznane vloge posrednika med genskim zapisom (DNA) in
izrazanjem proteinov je razvoj prinesel spoznanje, da je RNA dinamicna, vsestranska molekula, ki
regulira funkcije genov in celic v vseh zivih organizmih (9). Napredek je vodil v razmah Stevilnih
potencialnih terapevtikov na osnovi RNA. S tem se je razsiril nabor do tedaj poznanih terapevtskih
molekul in hkrati se je povecalo Stevilo potencialnih terapevtskih tar¢ v organizmu, s tem pa tudi
moznosti zdravljenja nekaterih bolezni, za katere prej zdravil nismo poznali. Danes je v klini¢nih
raziskavah Ze vec¢ kot 50 biofarmacevtikov na osnovi RNA za zdravljenje razli¢nih bolezni, kot so
genske bolezni, okuzbe z virusom HIV in razli¢ne vrste raka (9, 10). Zdravila na osnovi RNA lahko
glede na mehanizem njihovega delovanja razdelimo na inhibitorje translacije mRNA (protismiselna
RNA), interferenéne RNA (RNAi), molekule RNA s katalitsko aktivnostjo (ribocimi) in molekule
RNA, ki se veZejo na proteine in druge molekulske ligande (aptameri) (9). Ce bo tehnologija RNAi
sledila podobnemu trendu kot tehnologija monoklonskih protiteles in biotehnolosko pridobljenih
proteinskih uc¢inkovin, lahko v naslednjih letih pri¢akujemo prihod prvih komercialnih zdravil na
osnovi RNAi v kliniéno uporabo; v naslednjem desetletju pa razvoj tehnoloske platforme za
proizvodnjo tovrstnih biofarmacevtikov (10).

2.1 Znacilnosti RNA in farmacevtskih oblik biofarmacevtikov na osnovi RNA

RNA je mo¢no negativno nabita makromolekula, ki je ob¢utljiva na encimsko razgradnjo. V serumu
in celicah najdemo celo vrsto ribonukleaz, ki RNA razgrajujejo, zato je le-ta v in vivo okolju
nestabilna (9). Po sistemskem vnosu hitro nastopi razgradnja, zato je plazemski razpolovni ¢as RNA
le nekaj minut, privzem v ciljne organe in celice pa posledi¢no majhen. Dokazali so, da je tak nacin
vnosa kljub temu ucinkovit za zdravljenje nekaterih bolezni jeter. V vecini klini¢nih raziskav z
biofarmacevtiki na osnovi RNA so zaradi tezav s stabilnostjo farmacevtske oblike aplicirali lokalno
(na primer intravitrealno, intranazalno, neposredno v kozne lezije), da bi karseda zmanjsali moznost
prezgodnje razgradnje terapevtske molekule (11). Glavni izzivi v razvoju formulacij so dandanes
povezani z ucinkovito dostavo na ciljno mesto, specifi¢nostjo, stabilnostjo in imunogenostjo.
Tezavam z nestabilnostjo biofarmacevtikov na osnovi RNA se lahko izognemo s kemi¢nimi
modifikacijami ali z vgrajevanjem v ustrezne nosilne sisteme, saj tako vplivamo na njihove
farmakokineti¢ne in farmakodinamic¢ne lastnosti ter zmanjsamo potencialno imunogenost (12).
Prijemalis¢e delovanja male interferenéne RNA (siRNA) se nahaja znotraj celic, zato je pomembno,
da makromolekula preide bariero, ki jo predstavlja celi‘na membrana, in vstopi v znotrajceli¢ni
prostor. V citoplazmi ciljnih celic se nahajajo ciljne informacijske RNA (mRNA), ki so prijemalisce
njenega delovanja. Prehod terapevtske RNA od mesta vnosa do ciljnega mesta lahko dosezemo z
razvojem ustreznih dostavnih sistemov.
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Za vnos siRNA poznamo virusne in nevirusne vektorje. Uporaba virusnih je povezana z dolo¢enim
tveganjem za pojav potencialnih toksi¢nih ucinkov, zato so vse bolj aktualni nevirusni vektorji. Le-ti
temeljijo na kompleksiranju siRNA s pozitivno nabitimi molekulami (na primer kationskimi peptidi,
ki prehajajo skozi celicno membrano (CPP), kationskimi polimeri in dendrimeri ter lipidi),
konjugatih siRNA z majhnimi molekulami (na primer holesterolom, zol¢nimi kislinami, lipidi),
polimeri, protitelesi ali RNA ter vgrajevanju siRNA v nanometrske dostavne sisteme (na primer
liposome, micele, mikroemulzije, trdne lipidne nanodelce) (12—14). Pri izbiri ustrezne farmacevtske
oblike oziroma dostavnega sistema za vnos siRNA v organizem moramo upostevati naslednje
dejavnike: (i) lastnosti siRNA, (ii) vrsto ciljnih celic in (iii) pot vnosa v organizem (13).

5 KAKO SE IZOGNITI PARENTERALNEMU VNOSU?

Intrinzi¢ne lastnosti biofarmacevtikov so razlog, da je parenetralni vnos biofarmacevtikov najbolj
raz$irjen nacin aplikacije, a z vidika bolnika neprijeten, saj je invaziven. To je razlog, da potekajo
Stevilne raziskave, kako se izogniti parenteralnemu dajanju in vnesti biofarmacevtik po alternativni
poti v terapevtski koncentraciji v organizem. Najbolj aktualne neparenteralne poti vnosa so
peroralno, nazalno, pulmonalno in transdermalno dajanje (15).

5.1 Peroralno dajanje

Peroralno dajanje zdravil je z vidika bolnika najbolj sprejemljiv in zaZelen nacin vnosa zdravil v
organizem. V primeru biofarmacevtikov je tak nac¢in vnosa le omejeno uporaben, saj so
biomakromolekule v gastrointestinalnem traktu obic¢ajno nestabilne, obseg absorpcije pa je zaradi
velike molekulske mase majhen (16). Kljub temu potekajo intenzivne raziskave na podrocju razvoja
bolnikom prijaznih peroralnih dostavnih sistemov za vnos biofarmacevtikov, zlasti proteinov. Cilj
razvoja je povecati biolosko uporabnost proteinskih uc¢inkovin po peroralnem vnosu z 1 % na 30-50
% (17). Tehnoloski pristopi, ki so danes aktualni za peroralni vnos proteinskih u¢inkovin, vklju¢ujejo
kemi¢ne modifikacije proteinskih molekul, uporabo nosilnih sistemov, proteaznih inhibitorjev,
pospesevalcev absorpcije in mukoadhezivnih polimerov. Med sodobnimi dostavnimi sistemi so
aktualni nanometrski dostavi sistemi, ki omogocajo prehajanje bioloskih barier, zas¢ito vgrajene
ucinkovine, dostavo na Zeleno mesto v organizmu in nadzorovano sproscanje (16, 17). Potrebno pa
je poudariti, da tudi z uporabo nanometrskih dostavnih sistemov do danes $e niso uspeli razviti
farmacevtske oblike, s katero bi se priblizali ciljni bioloski uporabnosti.

5.2 Pulmonalno dajanje

Med neparenteralnimi nacini vnosa biofarmacevtikov v organizem lahko najvedjo biolosko
uporabnost dosezemo prav s pulmonalnim vnosom, ki je aktualen tako za lokalno zdravljenje
plju¢nih bolezni (na primer astme) kot tudi za sistemsko zdravljenje $tevilnih drugih bolezni, kjer
predstavlja alternativo parenteralnemu dajanju biofarmacevtikov (1, 5). Bioloska uporabnost
peptidov in proteinov, ki jih vnesemo s pulmonalnim dajanjem, je 10- do 200-krat vecja v primerjavi
z ostalimi neparenteralnimi nacini aplikacije (1). S pulmonalno dostavo biofarmacevtikov lahko
lokalno dostavimo visoke odmerke ob hkrati zmanjSani verjetnosti za pojav sistemskih nezelenih
ucinkov. Velika povrsina plju¢, tanek alveolarni epitelij in dobra prekrvitev so dejavniki, kijih
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izkoris¢amo pri sistemskem vnosu biofarmacevtikov. Le-ti se lahko iz plju¢ hitro absorbirajo v
sistemski krvni obtok, hkrati pa se s tak$Snim vnosom izognemo razgradnji v prebavnem traktu ter
ucinku prvega prehoda, ki spremljata peroralni vnos biofarmacevtikov.

Temeljni izzivi dostave v pljuca so: (i) razvoj ustreznih formulacij, ki zagotavljajo ohranjeno biolosko
aktivnost biofarmacevtika in omogocajo dostavo v spodnji dihalni trakt, (ii) premagovanje
mehanizmov, ki skrbijo za naravno odstranjevanje eksogenih snovi iz plju¢, in (iii) premostitev
alveolarnega epitelija v primeru sistemskega vnosa biofarmacevtikov (5).

Pri razvoju formulacij za inhaliranje je bistvenega pomena, da zagotovimo ustrezno velikosti delcev
oziroma kapljic (1-5 um), saj le tako formulacija doseze spodnje dihalne poti (5). Zaradi velikih
kohezijskih sil med mikrometrskimi delci so le-ti nagnjeni k zdruZevanju. Z ustrezno sestavo
farmacevtske oblike moramo karseda zmanjsati verjetnost ireverzibilnega zdruZevanja delcev.
Izogniti se moramo tudi tehnoloskim dejavnikom, ki vodijo v fizikalno-kemijsko nestabilnost
biofarmacevtikov, kar ima za posledico zmanjsanje bioloskega ucinka in/ali tezave z varnostjo. Dalj
¢asa stabilne farmacevtske oblike biofarmacevtikov lahko izdelamo z uporabo ustreznih pomoznih
snovi in s pretvorbo v suho obliko. Najpogostejsa tehnoloska postopka susenja biofarmacevtikov sta
liofilizacija in suSenje z razprsevanjem, ki je metoda izbora za suSenje proteinov za pulmonalno
dajanje. Danes se uveljavlja tudi metoda susenja z uporabo superkriticnih tekocin. Zelo pomembna
je tudi izbira pomoznih snovi, ki stabilizirajo strukturo biofarmacevtika, ko je le-ta izpostavljen
razli¢nim stresnim dejavnikom. Glavna vrsta pomoZznih snovi v farmacevtskih oblikah za inhaliranje
so sladkorji in polioli (laktoza, manitol, glukoza) (19). Ostale pomoZzne snovi, ki so prisotne v
manjsih koncentracijah, so snovi za uravnavanje pH (NaCl, HCl, natrijev citrat, citronska kislina,
vinska kislina, natrijev fosfat, trometamol), povrsinsko aktivne snovi (estri sorbitana, polisorbati,
sojin lecitin) in konzervansi (benzalkonijev klorid, EDTA, parabeni) (5).

Odstranjevanje formulacije z mukociliarnim transportom, makrofagi in proteazami v alveolih
zmanjsa lokalno koncentracijo terapevtske biomakromolekule. Prehitremu odstranjevanju iz pljuc z
mukociliarnim transportom in makrofagi se lahko izognemo z uporabo nanodostavnih sistemov,
zlasti liposomov. Le-te vnasamo v plju¢a obic¢ajno v obliki koloidnih disperzij z nebuliranjem,
raziskujejo pa tudi pripravo trdnih farmacevtskih oblik, kjer nanodostavni sistem vklju¢imo v
mikrodelce iz ustreznega nosilnega materiala (na primer laktoze) in le-te z inhaliranjem vnesemo v
pljuca (1). Delovanje encimov (peptidaz, proteaz) na dostavljene biofarmacevtike lahko zmanjsamo
ali prepre¢cimo z vklju¢evanjem proteaznih inhibitorjev, kar pa je lahko povezano z nastopom
nezelenih uc¢inkov zaradi porusenja naravnega ravnovesja med proteazami in njihovimi inhibitorji v

pljucih (5).

Za uspeSen sistemski vnos skozi plju¢a morajo biofarmacevtiki preiti bariero, ki jo predstavlja
alveolarni epitelij. Absorpcijskih mehanizmov, ki omogocajo transport biofarmacevtikov v krvni
obtok, danes $e ne poznamo popolnoma. Absorpcijo lahko izboljSamo z uporabo pospesevalcev
absorpcije, katerih mehanizem delovanja temelji na ireverzibilni spremembi prepustnosti
alveolarnega epitelija, kar lahko vodi v pojav okuzb, absorpcijo alergenov in vedjih delcev v
centralni krvni obtok, zato je varnost uporabe vprasljiva. Glavni razredi pospesevalcev absorpcije so
povrsinsko aktivne snovi (zol¢ne kisline in njihove soli), liposomi, ciklodekstrini in hitosan.
Absorpcijo biofarmacevtikov lahko izboljsamo tudi s pripravo fuzijskih proteinov (s proteini, za
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katere so izrazeni receptorji na celicah alveolarnega epitelija). Povecanje privzema v krvni obtok je
tako posledica receptorske endocitoze. Po vstopu v krvni obtok moramo zagotoviti ustrezen
razpolovni ¢as biofarmacevtika, saj lahko le tako nastopi terapevtski u¢inek. Podobno kot v primeru
parenteralnih farmacevtskih oblik so tudi pri pulmonalnih aktualni tehnoloski pristopi, kot so PEG-
iliranje, hiperglikozilacija, aciliranje in priprava fuzijskih derivatov proteinov z Fc regijo protiteles

®).

Pulmonalna dostava je danes aktualno podrocje raziskav zlasti za vnos inzulina in antigenov za
pulmonalno vakcinacijo. Prvi inzulin za pulmonalno dajanje (Exubera®) so leta 2008 umaknili s
trzis¢a zaradi pojava neZelenih ucinkov. Trenutno je v zadnji fazi klini¢nih raziskav zdravilo
Afrezza®, ki prav tako vsebuje inzulin za pulmonalno dajanje. Ce bo to zdravilo dobilo dovoljenje za
promet, lahko v naslednjih letih pri¢akujemo tudi prihod zdravil za pulmonalni vnos drugih
proteinov (na primer kalcitonina, humanega rastnega hormona, eritropoetina) (5).

5.3 Nazalno dajanje

Prednosti sluznice nosne votline kot mesta vnosa zdravilnih ucinkovin so dobra prekrvljenost,
dobra prepustnost in visoka absorpcijska kapaciteta, odsotnost metabolizma prvega prehoda in
izrazen potencial za dostavo uc¢inkovin v centralni Zivéni sistem. Kljub tem prednostim je obic¢ajno
bioloska uporabnost biofarmacevtikov po nazalni aplikaciji majhna (< 1 %). Prisotnost bogatega
limfati¢nega tkiva v nosni votlini je razlog, da je tak nacin aplikacije primeren za vnos vakcin.
Potreben odmerek, da izzovemo imunski odziv, pa je manjsi kot v primeru peroralnih vakcin. Za
dostavo biofarmacevtikov skozi respiratorni epitelij so se izkazali kot obetavni nanodostavni sistemi
z mukoadhezivnimi lastnostmi ali s pove¢ano sposobnostjo prehajanja skozi epitelij v nosni votlini
(15, 20).

Razvoj formulacij in dostavnih sistemov za nazalno dajanje je aktualno podrocje raziskav za
potencialne biofarmacevtike za zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni, saj z demografskimi
spremembami druzbe pojavnost nevrodegenerativnih bolezni naras¢a. Prav pojav novih bioloskih
makromolekul obeta bolj u¢inkovito zdravljenje teh bolezni. Njihova dostava do mesta delovanja, ki
se nahaja v centralnem zivénem sistemu, je velik izziv farmacevtske tehnologije - da bi dosegli
terapevtske ucinke, potrebujemo ucinkovite dostavne sisteme, ki bodo dostavili uc¢inkovine na
mesto njihovega delovanja. Biofarmacevtiki na tem podrodju prinasajo nove izzive in priloznost za
ucinkovitejse zdravljenje bolezni centralnega Zivénega sistema. Zelo aktualen je razvoj
nanodostavnih sistemov, ki omogo¢ijo prenos biomakromolekul skozi krvno-mozgansko bariero
(20).

5.4 Transdermalno dajanje

Glede na sprejemljivost za bolnike sledi peroralnemu vnosu transdermalna aplikacija zdravil. Poleg
tega je prednost tudi manjsa encimska aktivnost. Kljub temu je na trzis¢u malo zdravil za
transdermalno dajanje. Razlog je zelo uc¢inkovita bariera za dostavo, ki jo predstavlja rozena plast
koze. Njena molekularna sestava in zgradba omogocata pasivno prehajanje le majhnim, lipofilnim
molekulam. Torej je vnos biofarmacevtikov v in skozi kozo brez dodatne gonilne sile ali poskodb
rozene plasti nemogo¢. Tako poteka intenziven razvoj tehnologij za transdermalno dostavo
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hidrofilnih u¢inkovin in biomakromolekul. Pristopi, ki omogocajo transdermalni vnos
biofarmacevtikov, so: uporaba kemic¢nih pospesSevalcev absorpcije, iontoforeza, uporaba mikroigel,
sonoforeza, laserska ablacija, termi¢na ablacija, radiofrekven¢na ablacija, elektroporacija in jet
injektorji (21, 22). Kemic¢ni pospesevalci absorpcije spremenijo strukturo lipidov v rozeni plasti in
tako povecajo permeabilnost koZe za biomakromolekule. Iontoforeza in elektroporacija temeljita na
uporabi elektri¢nega toka, kar poveca dostavo ucinkovin skozi kozo (23). Uporaba mikroigel je
fizikalna metoda, ki predstavlja most med klasi¢no podkozno aplikacijo in pasivnim vnosom z
uporabo transdermalnih oblizev. Tehnoloski pristop, ki ga uporabimo, mora le reverzibilno
spremeniti barierne lastnosti roZene plasti, uporaba mora biti neboleca, kar zmanjSa verjetnost
pojava drazenja in infekcij (primerno za kroni¢no zdravljenje) (5).

6 BIOLOSKI (BIOMIMETICNI) DOSTAVNI SISTEMI

V naravi najdemo razlicne »bioloske delce«, ki so visokospecializirani za opravljanje dolocene
funkcije in vivo in imajo lastnosti, ki so zaZelene pri nosilcih zdravilnih ué¢inkovin, zato so v farmaciji
zanimivi kot potencialni dostavni sistemi, zlasti za bioloske makromolekule, ki so z vidika dostave
zahtevnejse kot klasi¢ne sintezne nizkomolekularne u¢inkovine. Glede na naravo so ali posnemajo
mikroorganizme ali sesalske celice in omogocajo vnos terapevtskih molekul v organizem, saj imajo
razvite lastne transportne mehanizme. Le-ti omogocajo prenos terapevtskih molekul do ciljnega
mesta. Ta skupina potencialnih dostavnih sistemov je heterogena in vkljuc¢uje razli¢ne vrste virusov,
bakterij in sesalskih celic. Patogeni, kot so virusi in bakterije, so razvili edinstvene mehanizme, da se
izognejo imunskemu sistemu gostitelja in vstopijo v ciljne celice, prav te mehanizme lahko
izkoris$¢amo za vnos terapevtskih biomakromolekul. V razvoju sodobnih dostavnih sistemov
posnemajo ali modificirajo naravne »bioloske delce« s ciljem izdelati uc¢inkovit dostavni sistem za
terapevtske biomakromolekule (DNA, vakcine, peptide, proteine). Med bioloske dostavne sisteme
uvrscamo dostavne sisteme na osnovi:

— bakterij: rekombinantne bakterije, bakterije, ki ciljajo tumorje, bakterije kot nosilci

nanodelcev, nezive bakterije (na primer »bakterijski duhovi«),
— virusov: virusni genski vektorji, virusom podobni delci, virosomi in

— celic: rdece krvne celice, makrofagi, limfociti.

Nekateri od teh dostavnih sistemov so Ze v fazah klini¢nih testiranj, ve¢ina pa je v zacetnih fazah
razvoja (24).

7 SKLEP

Nabor bioloskih molekul s potencialnim terapevtskim delovanjem se je z napredkom sodobnih
molekulskih orodij zelo povecal, zato tudi Stevilo biofarmacevtikov na trzis¢u iz leta v leto narasca.
Med farmacevtskimi oblikami bioloskih zdravil, ki so danes na trzis¢u, prevladujejo injekcije in
infuzije, kljub intenzivnemu razvoju, ki poteka na podro¢ju sodobnih dostavnih sistemov. Sele
uporaba bioloskih zdravil na osnovi sodobnih dostavnih sistemov bo omogocila popolno
izkorisc¢enje potenciala teh bioloskih makromolekul in vivo, tj. velike uc¢inkovitosti in selektivnosti
delovanja. Glede na dosedanje rezultate raziskav in razvoja lahko v prihodnje utemeljeno
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pricakujemo razmah bolniku prijaznih sodobnih dostavnih sistemov za neparenteralni vnos
biofarmacevikov.
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Povzetek

Endokrinoloske bolezni, kot so sladkorna bolezen, diabetes insipidus, zaostajanje v telesnem razvoju
zaradi pomanjkanja endogenega rastnega hormona in neplodnost zaradi neodzivnosti na endogeni
gonadoliberin, Ze desetletja zdravimo na enak nacin kot danes. Nadomestno zdravljenje s
peptidnimi in proteinskimi hormoni pogosto ostaja osrednji nacin spopadanja z boleznimi.
Pomemben napredek smo v zadnjih 40 letih dosegli na podro¢jih varnosti in dostopnosti zdravil, saj
so hormone, ki so jih pred tem pridobivali z izolacijo iz zivalskih ali ¢loveskih tkiv, zamenjale
sintezne ali rekombinantne ucinkovine. Kemijska sinteza in gensko inZenirstvo dopuscata tudi
vnasanje strukturnih sprememb v humane hormone, s ¢imer lahko izboljs$amo farmakokineti¢ne in
farmakodinamicne lastnosti uc¢inkovin s koné¢nim ciljem optimalnega nadzora bolezni in izboljSanja
kakovosti bolnikovega zivljenja.
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1UVOD

Stevilne rekombinantne in sintezne biologke ucinkovine so identi¢ne endogenim peptidnim
hormonom ali predstavljajo njihove analoge z izboljanimi lastnostmi, kot sta podaljsana bioloska
razpolovna doba (na ra¢un metaboli¢ne stabilnosti, ve¢jega hidrodinamskega volumna ali vezave na
plazemske proteine) in visja jakost. V nekaterih primerih je mogoce s strukturnimi spremembami
agoniste pretvoriti v antagoniste ustreznih receptorjev. V prispevku so predstavljene ucinkovine za
zdravljenje bolezni, ki so posledica kroni¢nega pomanjkanja (npr. sladkorna bolezen, nizka rast,
hipogonadotropni hipogonadizem in diabetes insipidus) ali ¢ezmernega nastajanja in sproscanja
endogenih hormonov (npr. akromegalija). Z drugimi Zelimo sproziti ali zavreti specifi¢ne fizioloske
procese za dosego ugodnega terapevtskega izida, ¢eprav bolezensko stanje ni neposredna posledica
napak v signalizaciji endogenega hormona (npr. osteoporoza).

2 BIOLOSKA ZDRAVILA ZA ZDRAVLJENJE SLADKORNE BOLEZNI

Sladkorna bolezen (diabetes mellitus) je stanje kroni¢ne hiperglikemije kot posledice pomanjkanja
anabolnega hormona inzulina (tip 1) ali zmanjSane odzivnosti tkiv na inzulin (tip 2). Zna¢ilni
simptomi so poliurija, polidipsija in polifagija. NezmoZnost nadzora koncentracije glukoze v krvi s
¢asom vodi do poskodb Zilnih sten in zapletov, ki prizadenejo kakovost bolnikovega zivljenja ali ga
celo resno ogrozajo, zato je zgodnji zacetek zdravljenja bistvenega pomena (1). Zlasti pri sladkorni
bolezni tipa 1 so mogo¢i tudi hudi akutni zapleti. Ze devet desetletij predstavlja nadomestno
zdravljenje z inzulinom osrednji farmakoloski terapevtski pristop, v novejSem c¢asu pa so bolnikom s
sladkorno boleznijo tipa 2 na voljo tudi druga biologka in sintezna zdravila.

2.1 Inzulini

Kmalu po odkritju inzulina v zgodnjih dvajsetih letih prejsnjega stoletja so doumeli tudi njegov
terapevtski potencial. Inzulin velja za prvo proteinsko ucinkovino: pred razmahom genskega
inZenirstva so ga pridobivali z izolacijo iz govejih in prasi¢jih trebusnih slinavk. Zaradi majhne
velikosti inzulin z mesta aplikacije hitro prehaja v krvni obtok, od koder se z glomerulno filtracijo
tudi hitro odstranjuje in ucinki so razmeroma kratkotrajni. Z ustrezno formulacijo (kristalizacijo s
cinkovimi ioni in/ali bazi¢nim proteinom protaminom) so uspeli pripraviti oblike z zadrzanim
sprosc¢anjem (inzulini NPH, lente in ultralente), ki so v rabi $e danes. Seveda v teh oblikah danes
uporabljamo izklju¢no rekombinantni humani inzulin, izraZen v bakteriji Escherichia coli ali kvasovki
Saccharomyces cerevisiae. S tehnologijo rekombinantne DNA so pripravili tudi analoge humanega
inzulina z izboljSanimi farmakokineti¢nimi lastnostmi. Inzuline injiciramo v podkozno tkivo, stegno,
nadlaket ali sprednji del pasu.

Pri inzulinskem zdravljenju stremimo k posnemanju plazemskih nivojev endogenega hormona, ki
je odziven na ogljikove hidrate, zauZite s hrano. Sladkorni bolniki tako potrebujejo odmerek inzulina
z zadrzanim sproscanjem za vzdrzevanje bazalnega nivoja med obroki in bolusni odmerek inzulina
s hitrim spros¢anjem ob obroku (preglednica 1).
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Preglednica 1: Skupine inzulinskih zdravil (povzeto po (2))

Vrsta inzulina Cas do nastopa | Cas dosega | Trajanje uéinka | Opomba
udinka maksimalnega
ucinka

Hitro delujoci 5-15 min 30—-60 min 2-5h Injiciranje tik pred obrokom
Kratko  delujoci | 30 min 1-3h 4-8h Injiciranje  15-30 min pred
(humani inzulin) obrokom
Srednjedolgo 1-2h (NPH, lente) | 4-8 h 8-12h Za nadzor plazemske glukoze
delujoci 2-3 h (ultralente) | 4-8h 8-24h med obroki; mozno kombiniranje

s kratko delujo¢imi inzulini
Dolgo delujoci 30-60 min / 16—24h Injiciranje enkrat dnevno

Analogi humanega inzulina glulizin, lispro in aspart izkazujejo manjSo teznjo po zdruZevanju v
heksamere v primerjavi z nativnim hormonom in se zato hitreje absorbirajo z mesta aplikacije.
Namenjeni so urejanju prandialne glikemije. Dolgo delujo¢i rekombinantni analogi humanega
inzulina (t. i. bazalni inzulini) so detemir, degludek in glargin. Detemir in degludek sta kemijsko
spremenjena: konjugirana sta z mascobno kislino. Detemir se v plazmi veZe na albumin, kar
podaljsa njegovo razpolovno dobo. Molekule degludeka se povezujejo v multiheksamerne strukture,
od koder se biolosko aktivni monomeri pocasi sproscajo. Glargin je zaradi sprememb v
aminokislinski sestavi bolj bazi¢en kot nativni hormon. Formuliran je v obliki kisle raztopine, ob
injiciranju v podkoZzje pri fizioloski vrednosti pH pa tvori mikrokristale, od koder se le pocasi
sprosca.

2.2 Agonisti receptorja za glukagonu podoben peptid 1

Glukagonu podoben peptid 1 (glucagon-like peptide-1, GLP-1) sodi med inkretine, peptidne hormone,
ki nastajajo v prebavnem traktu in urejajo delovanje trebusne slinavke. GLP-1 spodbuja proliferacijo
celic beta in izlocanje inzulina, zavira izlo¢anje glukagona, upocasnjuje praznjenje Zelodca in znizuje
apetit (3). Bioloska razpolovna doba GLP-1 znasa zaradi nizke molekulske mase in metaboli¢ne
nestabilnosti vsega dve minuti, zato je terapevtsko neuporaben. Trenutno so v EU registrirani trije
sintezni analogi GLP-1 (eksenatid, liksisenatid in liraglutid) z izboljSanimi farmakokineti¢nimi
lastnostmi. Indicirani so za doseganje urejenosti glikemije pri odraslih s sladkorno boleznijo tipa 2 v
kombinaciji s peroralnimi antidiabetiki (bigvanidi ali sulfonilse¢ninami) ali bazalnim inzulinom, ¢e
zelenih rezultatov ne dosezemo zgolj z navedenimi zdravili in s telesno aktivnostjo ter primerno
prehrano. Apliciramo jih subkutano, eksenatid in liksisenatid enkrat, liraglutid pa dvakrat dnevno.
Uc¢inkovito znizajo plazemsko koncentracijo glukoze, pomagajo pri vzdrZzevanju telesne mase in ne
izzovejo hipoglikemije (4).

2.3 Pramlintid

Pramlintid je sintezni analog amilina, nevroendokrinega peptidnega hormona, ki ga skupaj z
inzulinom izloc¢ajo celice beta trebusne slinavke. Zavira praznjenje Zelodca in sproscanje glukagona
ter izzove obcutek sitosti. V ZDA ga uporabljajo za podporno zdravljenje sladkorne bolezni tipov 1
in 2, ¢e s prandialnim inzulinom ne uspejo zagotoviti ustrezne glikemije (5). V EU nima dovoljenja
za uporabo. Apliciramo ga subkutano tik pred obrokom.
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2.4 Glukagon

Glukagon je katabolni peptidni hormon, ki ga izlocajo alfa celice trebusne slinavke. Je fizioloski
antagonist inzulina in primarno deluje na jetra, kjer izzove glikogenolizo in sproscanje glukoze v
krvni obtok. Rekombinantni glukagon uporabljamo ob hipoglikemi¢nih reakcijah, do katerih pride
zaradi predoziranja z inzulinom ali s peroralnimi antidiabetiki, a le, ¢e imajo jetra zadostno zalogo
glikogena. Apliciramo ga intramuskularno ali subkutano, redkeje intravensko (6).

3 BIOLOSKA ZDRAVILA ZA ZDRAVLJENJE OSTEOPOROZE

Osteoporoza je napredujoca bolezen kosti, za katero so znacilni zmanjSanje mineralne kostne
gostote, spremenjena struktura kostnine in nagnjenost k zlomom. Nastopi kot posledica porusenega
ravnovesja med izgradnjo in razgradnjo kostnine (t. i. remodelacija kostnine), ¢emur lahko botrujejo
Stevilni vzroki, npr. hormonske in starostne spremembe, genetski ter okoljski dejavniki. Kostne
celice, ki razgrajujejo kostnino, imenujemo osteoklasti, gradijo pa jo osteoblasti. Farmakoloski nacini
zdravljenja slonijo pretezno na omejevanju resorpcije kostnine, tj. zaviranju aktivnosti osteoklastov,
le teriparatid ob ustreznem terapevtskem rezimu izkazuje anaboli¢en uc¢inek na kosti.

3.1 Kalcitonini

Kalcitonin je $¢itni¢ni hormon, ki se sprosc¢a v kri kot odziv na zvisano plazemsko koncentracijo
kalcijevih ionov. Zavira zorenje osteoklastov in njihovo aktivnost, spodbuja izlocanje kalcijevih
ionov v ledvicah ter zavira njihovo absorpcijo v prebavnem traktu. Pri zdravljenju osteoporoze
izkoris¢éamo delovanje kalcitonina na kosti, pri preprecevanju hiperkalciemij (zlasti pri rakavih
obolenjih) so zanimivi tudi ostali fizioloski u¢inki.

Terapevtsko uporabljamo predvsem lososov kalcitonin, ki v primerjavi s humanim izkazuje daljse
delovanje in ve&jo jakost. Ce se bolnikov imunski sistem na lososov kalcitonin odzove s tvorbo
protiteles, ga zamenjamo s humanim. Kalcitonine izdelujemo sintezno ali jih izrazamo v bakteriji E.
coli kot rekombinantne peptide. Apliciramo jih intramuskularno, subkutano ali v obliki nosnega
préila, v razvoju pa je tudi peroralni kalcitonin za zdravljenje in preprecevanje osteoporoze.
Kalcitonin izkazuje tudi analgeti¢ni ucinek, ki ga izkoris¢amo pri obvladovanju bole¢in zaradi
zlomov hrbteni¢nih vretenc (7).

3.2 Teriparatid

Teriparatid je rekombinantni N-kon¢ni fragment humanega paratiroidnega hormona. Slednji je
fizioloski antagonist kalcitonina, v kri se spros¢a iz obsCitni¢ne Zzleze kot odziv na znizano
plazemsko koncentracijo kalcijevih ionov. V kosteh posredno spodbuja nastajanje osteoklastov ter
okrepi absorpcijo kalcijevih ionov v prebavnem traktu in ledvi¢nih tubulih.

Ugotovili so, da z intermitentno subkutano aplikacijo teriparatida bolj spodbujamo osteoblaste kot
osteoklaste. Tako je pri enkrat dnevnem prejemanju teriparatida neto uc¢inek na kosti anabolen (7).
Indiciran je za zdravljenje osteoporoze pri Zenskah v postmenopavzalnem obdobju, ki imajo
povecano tveganje za zlome, in bolnikih, ki so neodzivni na ali ne prenasajo ostalih nacinov
zdravljenja.
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3.3 Denosumab

Denosumab je humano monoklonsko protitelo, usmerjeno proti RANKL (receptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand). RANKL z vezavo na RANK, receptor na preosteoklastih, spodbudi
diferenciacijo prekurzorskih celic o osteoklastov. Denosumab zavira zorenje in aktivacijo
osteoklastov in upocasnjuje napredovanje osteoporoze (7). Zdravilo apliciramo subkutano v
polletnih intervalih. Indicirano je za zdravljenje osteoporoze pri Zenskah v postmenopavzi ter
moskih, ki so zaradi antiandrogenega zdravljenja raka prostate v povecani nevarnosti zlomov
hrbteni¢nih vretenc.

4 BIOLOSKA ZDRAVILA ZA ZDRAVLJENJE MOTEN] V RASTI

Pomanjkanje endogenega rastnega hormona vodi v motnje rasti pri otrocih in mladostnikih. Vse od
Sestdesetih let dvajsetega stoletja tovrstne razvojne motnje blaZimo z nadomestnim zdravljenjem.
Sprva so rastni hormon izolirali iz hipofize umrlih, a je tak$no pridobivanje neekonomicno, ne
zadosti potrebam po zdravilu, predvsem pa je sporno z vidika varnosti, saj so dokumentirali
primere prenosa Creutzfeldt-Jakobove bolezni na prejemnike zdravila. Od sredine osemdesetih let
prejsnjega stoletja zato terapevtsko uporabljamo izklju¢no rekombinantni rastni hormon, imenovan
somatropin (8).

4.1 Somatropin

Rastni hormon (hGH) je mitogen, saj spodbuja proliferacijo celic, a tudi njihovo rast in regeneracijo
tkiv. Uravnava Stevilne metabolne procese (okrepi lipolizo in sintezo proteinov). Na vecino tkiv
deluje anabolno posredno, preko spodbujanja izlo¢anja (jetrnih) rastnih dejavnikov, imenovanih
somatomedini. Rekombinantni rastni hormon (somatropin) uporabljamo pri pomanjkanju
endogenega hGH, zlasti pri otrocih, ki izkazujejo nizko postavo za svojo starost, in pri kroni¢ni
ledvi¢ni insuficienci. Druge indikacije so e Turnerjev in Prader-Willijev sindrom ter idiopatska
nizka rast (8, 9). Somatropin injiciramo subkutano enkrat dnevno, pred spanjem.

Zdravila s somatropinom so bila prva podobna bioloska zdravila z dovoljenjem za promet v

Evropski uniji, njihov vstop na trzis¢e sega v leto 2006. Omeniti velja Se pogosto zlorabo
somatropina v dopingu in za pomlajevanje (10).

4.2 Mekasermin

Inzulinu podoben rastni dejavnik 1 (insulin-like growth factor 1, IGF-1) je najpomembnejsi
somatomedin. Rekombinantni IGF-1 imenujemo mekasermin in ima v Evropski uniji status zdravila
sirote. Formuliran je v obliki kompleksa z IGFBP-3 (insulin-like growth factor binding protein 3), kar
omogoca podaljSanje bioloske razpolovne dobe. Osnovna indikacija je pomanjkanje endogenega
IGF-1, obi¢ajno zaradi mutacije v samem genu za IGF-1, redkeje zaradi neodzivnosti na endogeni
rastni hormon (npr. zaradi mutacije v receptorju za hGH (Laronov sindrom) ali zaradi pojava
nevtralizacijskih protiteles proti hGH pri bolnikih, ki so jih prvotno zdravili s somatropinom) (9, 11).
Apliciramo ga subkutano dvakrat dnevno.
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5 BIOLOSKA ZDRAVILA ZA ZDRAVLJENJE NEPLODNOSTI

Hormonsko neravnovesje na ravni gonadoliberina ali gonadotropnih hormonov je pogost vzrok
neplodnosti. Gonadoliberin, nevrohormon hipotalamusa, spodbuja sprosc¢anje gonadotropinov
(folikle spodbujajocega hormona (FSH)) in luteinizirajo¢ega hormona (LH; pri moskih: intersticijske
celice spodbujajocega hormona (ICSH)) iz hipofize, ti pa delujejo na spolne zleze, kjer uravnavajo
nastajanje in sproscanje steroidnih spolnih hormonov (estrogenov ali testosterona). Neodzivnost na
endogeni gonadoliberin imenujemo hipogonadotropni hipogonadizem, neodzivnost spolnih Zlez na

gonadotropine pa hipergonadotropni hipogonadizem. Vzroki obeh stanj so lahko prirojeni ali
pridobljeni. Ne glede na vrsto hipogonadizma so simptomi podobni: do pojava sekundarnih spolnih
znakov in spolne zrelosti pride relativno pozno, ¢e hipogonadizem nastopi pri odraslih osebah, se
med drugim zrcali kot neplodnost in upad libida. Zdravljenje obic¢ajno poteka v obliki nadomestne
terapije s spolnimi hormoni ali z modulatorji estrogenskih receptorjev, kot je klomifen, neplodnost
zaradi hipogonadotropnega hipogonadizma pa je mo¢ zdraviti tudi z gonadotropini.

5.1 Analogi gonadoliberina

Gonadoliberin je peptidni nevrohormon. Kot u¢inkovine uporabljamo njegove sintezne analoge, ki
so metaboli¢no bolj stabilni in delujejo kot agonisti (npr. buserelin, goserelin in levprorelin) ali
antagonisti gonadoliberinskega receptorja (npr. abareliks, cetroreliks in ganireliks). Zanimivo tako
antagonisti kot agonisti (v primeru kontinuirane aplikacije) izkazujejo enak ucinek, tj. zavirajo
sprosc¢anje gonadotropinov in posledi¢no nastajanje steroidnih spolnih hormonov. Tako so v obliki
subkutanih ali intramuskularnih injekcij, subkutanih implantatov ali nosnih prsil indicirani za
zdravljenje vseh tistih bolezenskih stanj, ki jih povezujemo s previsokimi plazemskimi
koncentracijami steroidnih spolnih hormonov (za paliativno zdravljenje raka prostate, odzivnega na
testosteron, in raka dojke, odzivnega na estrogene, za zdravljenje endometrioze in preprecevanje
prezgodnje pubertete). V kontekstu oploditve z biomedicinsko pomodjo jih uporabljamo za
doseganje selektivne kemicne hipofizektomije (neodzivnosti hipofize na endogeni gonadoliberin),
kar je pogoj za kasnejse spodbujanje zorenja vec¢ jajénih foliklov hkrati in superovulacijo z
rekombinantnimi ali izoliranimi gonadotropnimi hormoni (glejte podpoglavje 5.2) (5).

5.2 Gonadotropini

Z gonadotropnimi hormoni zdravimo stanja hipogonadotropnega hipogonadizma, ki se zrcalijo kot
nedozorevanje jajcec oz. semencic, anovulacija ter Stevilne vedenjske in metabolne spremembe. V to
skupino ucinkovin sodijo folitropin alfa in beta (rekombinantni obliki FSH), urofolitropin (FSH,
izoliran iz urina nosec¢nic), horionski gonadotropin (hCH, izoliran iz urina nose¢nic), korifolitropin
(rekombinantni FSH s C-kon¢nim peptidnim zaporedjem podenote beta hCG) ter lutropin
(rekombinantni LH). S folitropini je mogoce ob predhodni desenzibilizaciji hipofize na endogeni
gonadoliberin spodbuditi zorenje vec jajénih foliklov hkrati. Aplikacija hCG ali lutropina izzove t. i.
superovulacijo. Na ta nacin z enkratnim posegom zberemo ve¢ jaj¢nih celic, ki jih po oploditvi v
pogojih in vitro vsadimo prejemnici v materni¢no sluznico ali zamrznemo za kasnejSe poskuse
oploditve.
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6 BIOLOSKA ZDRAVILA ZA ZDRAVLJENJE AKROMEGALIJE

Cezmerno sproé¢anje rastnega hormona iz hipofize, obi¢ajno kot posledica adenoma (tj. benignega
tumorja Zleznega epitelija), vodi v bolezenski stanji, znani pod imenom gigantizem (pri
mladostnikih) ali akromegalija (pri odraslih). Za bolezen so znacilne telesne spremembe, zlasti grobe
obrazne poteze, povecane dlani in stopala ter hipertofija mehkih tkiv. Ce bolnik zboli e v obdobju
rasti, lahko doseZe izjemno telesno visino. Nezdravljena bolezen prizadene vecino organskih
sistemov, poglavitni vzroki smrti so miokardni infarkt, mozganska kap in rakava obolenja.
Terapevtski pristopi zajemajo kirursko odstranitev adenoma, radioterapijo in farmakolosko
zdravljenje, vse s kon¢nim ciljem normalizacije ravni rastnega hormona in IGF-1.

6.1 Analogi somatostatina

Somatostatin je parakrino delujo¢ signalni peptid, izrazen v Stevilnih tkivih, le v hipofiznem
portalnem obtoku nastopa v vlogi nevrohormona. Sprosca se iz hipotalamusa in ureja delovanje
hipofize. Ime nosi po sposobnosti zaviranja izlocanja rastnega hormona. Zaradi izrazite
pleiotropnosti in neprimernih farmakokineti¢nih parametrov ima sam omejeno terapevtsko
vrednost. Pri zdravljenju akromegalije in gigantizma uporabljamo njegova sintezna analoga
lanreotid in oktreotid, ki izkazujeta nekoliko daljSo razpolovno dobo in bolj selektivno delovanje.
Novejsi farmacevtski obliki s podaljSanim spro$¢anjem za subkutano ali intramuskularno injiciranje
omogocata aplikacijo na Stiri do Sest tednov, a je terapevtski rezim vselej potrebno prilagoditi
individualnim potrebam bolnika (12). V razvoju je tudi farmacevtska oblika z oktreotidom za
peroralno aplikacijo. Zaradi nizke pojavnosti akromegalije in gigantizma imata oktreotid in
lanreotid status zdravila sirote.

6.2 Pegvisomant

Pegvisomant je rekombinantni analog humanega rastnega hormona, ki ima glede na endogeni
hormon zamenjanih devet aminokislin in je povpre¢no konjugiran s stirimi do Sestimi verigami
polietilenglikola (potencialnih PEG-ilacijskih mest v molekuli je devet). Deluje kot selektivni
antagonist receptorja za humani rastni hormon. V obliki subkutane injekcije je kot zdravilo sirota
indiciran za zdravljenje akromegalije in gigantizma pri bolnikih, ki se niso odzvali na poskuse
kirurskega zdravljenja, radioterapijo ali farmakolosko zdravljenje z analogoma somatostatina.

7 OSTALE SKUPINE

7.1 Analogi vazopresina

Endogeni vazopresin je hipotalamusni peptidni hormon, ki se spros¢a v kri v primeru povisanega
osmoznega tlaka v plazmi ali ob padcu arterijskega tlaka (hipovolemi¢ni Sok). Izzove Stevilne
ucinke, med katerimi sta najpomembnejsa vazokonstrikcija ter pasivna resorpcija vode v distalnem
nefronu (od tod njegovo alternativno ime: antidiureti¢ni hormon). Pri suprafizioloskih plazemskih
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koncentracijah spodbudi spros¢anje von Willebrandovega dejavnika (vWF) iz Zilnih endotelijskih
celic.

Pomanjkanje endogenega vazopresina (pri motnjah delovanja hipofize) se kaze kot diabetes insipidus,
stanje poliurije in polidipsije. Ker ima vazopresin Stevilne resne neZzelene ucinke (npr. angiozno
bole¢ino in nevarnost miokardnega infarkta) in neprimerne farmakokineti¢ne lastnosti, njegovo
terapevtsko uporabo opus¢amo in ga nadomes¢amo s sinteznimi analogi, ki izkazujejo selektivni
antidiureti¢ni ucinek. Najpomembnejsi predstavnik te skupine ucinkovin je dezmopresin. Mogoce
ga je aplicirati tudi intranazalno ali celo peroralno, uporabljamo ga za zdravljenje diabetesa insipidusa,
druge indikacije so no¢na enureza pri otrocih in blazji obliki von Willebrandove bolezni
(pomanjkanje vWF) ter hemofilije A (pomanjkanje dejavnika koagulacije VIII) (5).

7.2 Oksitocin in atosiban

Oksitocin je peptidni nevrohormon, strukturno zelo soroden vazopresinu, zaradi c¢esar lahko
izkazujeta hormona navzkrizno delovanje. Oksitocin se sprosc¢a v kri iz hipofize pod vplivom dveh
dejavnikov: ob drazenju prsnih bradavic pri dojenju ter ob raztezanju materni¢nega vratu v poznem
stadiju poroda. V prvem primeru je njegova funkcija spodbuditi kréenje gladkih misic, ki obdajajo
mlec¢ne alveole, in tako potisniti mleko v mle¢ne vode. V ¢asu poroda spodbudi kréenje gladkih
misic v steni maternice, kar je pogoj za iztis plodu in posteljice skozi porodni kanal.

V obliki nosnega prsila oksitocin predpisujemo za spodbujanje dojenja in preprecevanje mastitisa, a
je ucinek kratkotrajen. Kot intravenska infuzija, zlasti v kombinaciji z mizoprostolom, je oksitocin
indiciran za spodbujanje umetnih popadkov, ¢e do spontanih ne pride, in za omejevanje krvavitev
po carskem rezu, ko je maternica atonicna (5).

Atosiban je sintezni analog oksitocina, ki deluje tokoliti¢no kot antagonist oksitocinskih receptorjev.
V obliki intravenske infuzije ga uporabljamo za preprecevanje prezgodnjega poroda (tj. pred 33.
tednom nosecnosti) (5).

8 SKLEP

Z napredkom tehnologije rekombinantne DNA, kemijske sinteze peptidov in razvojem ucinkovitih
metod ¢isc¢enja danes izdelujemo uc¢inkovine peptidne narave, ki so jih neko¢ pridobivali z izolacijo
iz zivalskih ali ¢loveskih tkiv, bistveno bolj ekonomi¢no. Sodobna zdravila so tudi varnejsa:
verjetnost prenosa patogenov na bolnika z rekombinantno ué¢inkovino je minimalna, humana narava
terapevtskih peptidnih hormonov pa je osnova za sprejemljiv imunogeni profil. Dodatna prednost
(bio)sintezne izdelave peptidnih hormonov je v moznostih uvajanja strukturnih sprememb, s ¢imer
prikrojimo farmakokineti¢ne ali farmakodinamicne lastnosti u¢inkovine.
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Povzetek

Epoetine in nizkomolekularne heparine uvrs¢amo med bioloska zdravila. Zaradi obsirne
uporabe je klini¢ni vidik uporabe teh dveh skupin vse bolj pomemben, tako iz strokovnega kot
tudi stroskovnega vidika. Epoetine v najvedjem obsegu predpisujemo dializnim in
preddializnim bolnikom za zdravljenje anemije. Nizkomolekularne heparine pa v najvecji meri
uporabljamo za preprecevanje in zdravljenje venskih trombembolij. Ker so to tudi stroskovno
pomembna zdravila za bolnisnice, se na javnih razpisih poskusa vzpostavljati konkuren¢nost
znotraj terapevtske skupine epoetinov ali nizkomolekularnih heparinov, in sicer v smislu
uvajanja terapevtske zamenjave. Protokoli odmerjanja pri uporabi epoetinov in
nizkomolekularnih heparinov zmanj$ajo moznosti za neustrezno uporabo in odmerjanje ter
poenotijo predpisovanje in dajanje teh zdravil bolnikom. Klini¢ni farmacevti so na oddelkih
bolnisnic pri spremljanju zdravljenja bolnikov z bioloskimi zdravili lahko v veliko pomo¢ pri
natanénem spremljanju preklapljanja med temi zdravili in pri spremljanju in porocanju o
nezelenih u¢inkih.
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1UVOD

Med prvimi desetimi zdravili, za katera smo v letu 2012 namenili najve¢ financ¢nih sredstev na
globalni ravni, jih je kar polovica bioloskih (1). Tradicionalna bioloska zdravila obstajajo Ze dalj ¢asa,
pridobljena so z izolacijo iz rastlin, Zivali, ¢loveske krvi ali pa s klasi¢no biotehnologijo (na primer
antibiotiki, steroidi). Med bioloska zdravila uvr$¢amo izolirane ¢loveske in zivalske hormone,
uCinkovine iz rastlin ter kri in krvne pripravke (2). Med bioloska zdravila uvrséamo tudi
nizkomolekularne heparine (NMH) in epoetine. Zaradi njihove ob$irne uporabe je klini¢ni vidik vse
bolj pomemben, tako iz strokovnega kot tudi stroskovnega vidika.

2 EPOETINI

Med sodobna bioloska zdravila, pridobljena s pomocjo tehnologije rekombinantne DNA, spada tudi
eritropoetin. Endogeni eritropoetin je ve¢inoma ledvi¢nega izvora, v manj$i meri pa nastaja tudi v
jetrih (2). Preden je bil rekombinantni eritropoetin na voljo za zdravljenje, je priblizno cetrtina
bolnikov s kroni¢no ledvi¢no boleznijo redno prejemala transfuzijo eritrocitov (3). Leta 1989 je FDA
odobrila prvi humani rekombinantni eritropoetin za zdravljenje ledvi¢ne anemije (4). Humani
eritropoetin je glikoprotein, sestavljen iz 165 aminokislin. Eritropoetine za klini¢no uporabo
pridobivamo s tehnologijo rekombinantne DNA, kjer ekspresijski sistem predstavljajo sesalske celice
(na primer ovarijske celice kitajskega hrcka) (5).

2.1 Kratkodelujoc¢i in dolgodelujo¢i epoetini

V Sloveniji je registriranih vec¢ epoetinov, med njimi tudi biolosko podobna zdravila (preglednica 1).
Vsi epoetini imajo podobno aminokislinsko zaporedje kot endogeni eritropoetin, se pa razlikujejo v
glikozilaciji. Glikozilacija vpliva na farmakokinetiko in ima potencialni vpliv na ucinkovitost,
varnost in s tem imunogenost. Rekombinantni eritropoetini so indicirani za zdravljenje anemije pri
bolnikih s kroni¢no ledvi¢no odpovedjo, onkoloskih bolnikih z anemijo zaradi kemoterapije in za
povecano eritropoezo pri vedjih kirurskih operacijah. Mehanizem delovanja je v vseh primerih enak,
Subkutana aplikacija bolje spodbudi eritropoezo, saj se eritropoetin sprod¢a postopoma. Ceprav se
eritropoetin hitro veze na receptorje na prekurzorskih celicah, traja nekaj tednov, da se vzpostavi
normalna koncentracija eritrocitov in zato ni primeren za zdravljenje pri akutnih stanjih (5).

Preglednica 1: Epoetini, trenutno registrirani v Sloveniji (6)

Lastnisko ime Uc¢inkovina
Dolgodelujo¢i epoetini Aranesp® Darbepoetin alfa

Mircera® Metoksipolietilenglikol epoetin beta
Kratkodelujo¢i epoetini Abseamed®* Epoetin alfa

Eprex® Epoetin alfa

Binocrit®* Epoetin alfa

NeoRecormon® Epoetin beta

Retacrit®* Epoetin zeta

Eporatio®* Epoetin theta

*biolosko podobno zdravilo
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2.2 Klini¢ni in stroskovni vidik pri uporabi epoetinov

Epoetini se v najve¢jem obsegu predpisujejo dializnim in preddializnim bolnikom. Ker pa so to tudi
stroskovno pomembna zdravila za bolni$nice, se na javnih razpisih poskusa vzpostaviti konkurenco
med registriranimi epoetini pri uporabi za isto indikacijo. Temu nasprotujejo proizvajalci
orginatorskih epoetinov, predvsem z argumentom, da je »zamenjevanje« oziroma »preklapljanje« iz
enega epoetina na drugega pri bolnikih Skodljivo s staliS¢a vecdje nevarnosti za pojav nezelenih
uc¢inkov imunogenosti, kot je na primer ¢ista aplazija rdecih krvnih celic (PRCA, pure red cell aplasia),
¢eprav neposredne povezave med zamenjevanjem epoetinov pri bolniku in PRCA nikoli niso
dokazali. PRCA naj bi bila pogosto lahko posledica izraZzene imunogenosti na stabilizatorje v
pripravkih z epoetini, ti stabilizatorji pa se med razliénimi proizvajalci razlikujejo (7). Zato je pri
prehodih z enega epoetina na drugega potrebno spremljanje in natan¢no vodenje farmakovigilance,
da se ob pojavu PRCA lahko napove, pri katerem preparatu se je to zgodilo. Do PRCA je prihajalo
tako pri uporabi orginatorskih preparatov z epoetini kot tudi pri biolosko podobnih zdravilih.
Zamenjevanje oziroma prehodi z enega epoetina na drugega se dogajajo v vsakdanji praksi, saj
bolniki prehajajo s kratkodelujoc¢ih epoetinov na dolgodelujoce.

Glede na to, da so primerjalni odmerki razli¢nih epoetinov znani in da nikjer ni strogo zavedeno, da
je zamenjevanje pri bolnikih prepovedano, je to odlocitev vsakega zdravnika posebej. Ustrezno
zdravljenje bolnika vkljuc¢uje poleg strokovnosti tudi farmakoekonomske vidike zdravljenja, saj je to
edino eti¢no za vzdrznost zdravstvenega sistema in omogoca tudi dostopnost do novejsih zdravil.

3 NIZKOMOLEKULARNI HEPARINI (NMH)

Prvo randomizirano raziskavo za zdravljenje venske trombembolije so izvedli leta 1960 (8). Sledile
so raziskave, ki so optimizirale zdravljenje s heparinom in z varfarinom, nakar je do pravega preboja
prislo Sele s pojavom NMH (9, 10, 11). Pri NMH gre za derivate nefrakcioniranega heparina
(heparin). Heparin je kombinacija razli¢nih oligosaharadnih verig, ki skupaj merijo okrog 15 kD.
Najveckrat ga pridobivamo iz ¢revesnih celic prasicev, zaradi ¢esar ga uvrséamo med bioloska
zdravila. S posebnim postopkom depolimerizacije iz heparina pridobivamo NMH (12).

3.1 NMH - razlike in indikacije

Na trzis¢u obstaja ve¢ razliecnih NMH, ki se razlikujejo po nacinu pridobivanja, molekularni
strukturi ter biokemi¢nem in farmakokineti¢nem profilu (13). V Sloveniji so trenutno na trzisc¢u stirje
NMH, in sicer enoksaparin, dalteparin, nadroparin in fondaparinuks. Registrirani so ve¢inoma za
naslednje indikacije (nekaterih specifinih ne omenjamo) (6):

- Preprecevanje trombembolij venskega izvora pri operacijah z zmernim ali velikim
tveganjem.

- Preprecevanje venske trombembolije pri nekirurskih bolnikih, priklenjenih na posteljo zaradi
akutne bolezni, vkljuéno s srénim popuscanjem (III. ali IV. razred po NYHA), akutno
respiratorno insuficienco in epizodami akutne okuzbe ali akutne revmati¢ne bolezni
oziroma akutnega poslabsanja kroni¢ne revmati¢ne bolezni v povezavi z vsaj enim
dodatnim dejavnikom tveganja za vensko trombembolijo.
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- Zdravljenje venske trombembolije, ki se kaze z globoko vensko trombozo, s plju¢no embolijo
ali z obema.

- Zdravljenje nestabilne angine pektoris in miokardnega infarkta brez zobca Q v kombinaciji z
acetilsalicilno kislino.

- Preprecevanje nastanka trombov v zunajtelesnem krvnem obtoku med hemodializo.

- Zdravljenje akutnega miokardnega infarkta z dvigom spojnice ST (STEMI), vklju¢no z
bolniki, ki bodo zdravljeni konzervativno, ali s poznej$o perkutano koronarno intervencijo
(PKI) - velja le za enoksaparin.

- Podaljsano zdravljenje simptomatske venske trombembolije (proksimalna globoka venska
tromboza in/ali plju¢na embolija) in dolgotrajno preprecevanje njene ponovitve pri bolnikih
z rakom - velja le za dalteparin.

Izvedli so le malo raziskav, v katerih so primerjali razlicne NMH med seboj. Kljub temu NMH niso
nujno med seboj zamenljivi in tudi primerljivi odmerki so doloc¢eni empiri¢no (13, 14). Lahko se
uporabljajo vsi za indikacije, za katere so registrirani in tudi smernice za zdravljenje bolezni
vecinoma ne izpostavljajo doloc¢ene ucinkovine iz terapevtske skupine NMH, ampak dopuscajo
uporabo razlicnih NMH pri doloceni bolezni, seveda v primerljivih odmerkih. Vsi NMH imajo
visoko biolosko uporabnost po subkutanem dajanju, dalj$i razpolovni ¢as kot heparin in manj
intraindividualne variabilnosti v antikoagulantnem delovanju glede na odmerek (15). Zato je
laboratorijsko spremljanje anti-Xa aktivnosti prej izjema kot pravilo pri zdravljenju z NMH. Kljub
temu je spremljanje lahko smiselno pri nose¢nicah, bolnikih z morbidno debelostjo ali ledvi¢no
odpovedjo (16).

Preglednica 2: Nizkomolekularni heparini, trenutno registrirani v Sloveniji

Lastnisko ime Uéinkovina
Clexane® Enoksaparin
Fraxiparin® Nadroparin
Fragmin® Dalteparin
Arixtra® Fondaparinuks

Kljub velikemu napredku pri preventivi in zdravljenju venske trombembolije (VT), ostaja plju¢na
embolija (PE) glavni vzrok smrti v bolni$nici, ki ga lahko prepre¢imo (17, 18). Pojavnost venske
trombembolije v Evropi je glede na raziskave v juzni Franciji in na Svedskem nekje med 160 do 180
na 100.000 oseb na leto oziroma smrti, povezanih z vensko trombembolijo, je med 10 % (Zdruzeno
Kraljestvo) do 14 % (Italija) (19, 20, 21). Zato je ustrezna uporaba NMH, ki je glede na smernice Se
vedno prva izbira pri preventivnem zdravljenju za preprecevanje venske trombembolije, klju¢nega
pomena. NMH glede na indikacije v najvecjem obsegu uporabljamo kot preventivno zdravljenje po
kirurskem posegu. Tipi¢no je tromboprofilaksa obvezna pri posegih pri abdominalnih, torakalnih,
ortopedskih posegih kolka in kolena, travmatoloskih poskodbah kolka, moZganski kapi, poskodbi
hrbtenjace, ob imobilizaciji spodnjih udov in nepokretnosti pri kriticno bolnih. Za preprecevanje
venske trombembolije uporabljamo obi¢ajno niZzje odmerke kot pa za zdravljenje. Pri tem velja
izpostaviti izjemo, ki velja za rizi¢ne bolnike na predhodni terapiji z antagonistom vitamina K, pri
katerih tudi za profilakti¢cne namene uporabljamo terapevtske odmerke za tromboprofilakso. V tem
primeru govorimo o tako imenovanem »bridgingu«. Za ustrezen odmerek je v vecini primerov
potrebno upostevati tudi maso bolnika, ledvi¢no funkcijo in tveganje pri operativhem posegu (6, 22).
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3.2 Klini¢ni in stroSkovni vidik pri uporabi nizkomolekularnih heparinov

V stevilnih bolnisnicah, tudi v Sloveniji, imajo na bolnisni¢ni listi zdravil le enega izmed NMH, kar
pomeni eno ucinkovino v vseh razliénih odmerkih. V Povzetkih glavnih znacilnosti zdravil pa je za
razliko od epoetinov pri nekaterih NMH zapisano, da jih med zdravljenjem »ne smemo
zamenjevati« (23). Zamenjevanje tudi ni potrebno, saj se bolniku ve¢inoma uvaja NMH v bolni$nici
(predoperativno ali postoperativno ali na internisti¢nih oddelkih) in je na voljo enak NMH tudi na
recept, ¢e bolnik zdravljenje potrebuje tudi po odpustu. Ce bolnik pride v bolnignico z Ze vpeljanim
NMH, pa zamenjevanje ni priporoceno, ¢eprav je v klini¢ni praksi zanemarljivo malo porocil o
nezelenih ucinkih zaradi prehajanja z enega NMH na drugega, saj so tudi raziskave na tem podrocju
redke (24). Za natancnejSe vrednotenje imunogenosti pri zdravilih, ki vsebujejo nizkomolekularne
heparine, in pri preklapljanju le teh, so potrebne nadaljnje raziskave (24).

Zakaj prihaja do prehoda z enega na drugi NMH, ko bolnik odhaja iz bolnisSni¢nega okolja v domace
okolje, ni povsem jasno oziroma je tezko definirati in posledi¢no razumeti razloge zdravnikov, da se
tako odlocijo. V bolnisnicah je bolnikom, ki so imeli doma Ze vpeljan NMH, na voljo nadaljevanje
zdravljenja z enakim zdravilom (takih terapij je ocenjeno 10 %), kar ne vpliva bistveno na rezultate
znizanja cene pri javnih razpisih, ¢e je to okno vnaprej doloceno in je izdaja zdravila, ki ni izbrano v
vedjem obsegu na javnem razpisu, tudi preverjena in mora biti za to izpolnjen poseben protokol.

4 SKLEP

Epoetini in nizkomolekularni heparini sta dve skupini bioloskih zdravil, katerih uporaba je v
vsakdanjem bolnisni¢cnem okolju pogosta. V splosnih bolni$nicah sta to najpogosteje predpisani
bioloski zdravili po dnevnih definiranih odmerkih. Za ustrezno odmerjanje, prilagajanje odmernega
intervala in spremljanje bolnikov je potrebno poznati razlike med posameznimi epoetini in razlike
med posameznimi nizkomolekularnimi heparini. Razlike so v nacinih pridobivanja, molekularni
strukturi, biokemi¢nem in farmakokineti¢nem profilu ipd.

Pri prehajanju z enega epoetina na drugega ali z enega NMH na drugega je potrebna posebna
pozornost zaradi pojava imunogenosti pri uporabi bioloskih uéinkovin. Ob natanénem zapisu
prehoda z ene uc¢inkovine na drugo oziroma pri preklapljanjih je tudi farmakovigilanca mozna, ce
pride do izrazenega neZelenega ucinka.

Protokoli odmerjanja pri uporabi epoetinov in nizkomolekularnih heparinov zmanj$ajo moznosti za
neustrezno uporabo in odmerjanje, poenotijo predpisovanje in dajanje teh zdravil bolnikom in
preprecujejo nenamensko (off label) uporabo teh zdravil.

Klini¢ni farmacevti so na oddelkih bolnisnic pri spremljanju zdravljenja bolnikov z bioloskimi

zdravili lahko v veliko pomo¢ pri natanénem spremljanju preklapljanja med temi zdravili in pri
spremljanju in porocanju o nezelenih uc¢inkih teh zdravil.
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Povzetek

Bioloska zdravila, predvsem tista, ki kot zdravilno u¢inkovino vsebujejo monoklonska protitelesa,
postajajo vedno pomembnejsi del klini¢ne prakse. Zaradi svoje kompleksne strukture so proteinske
molekule dovzetne za fizikalne in kemijske spremembe okolja, njihova visoka cena pa zahteva Se
posebej veliko pozornost pri celotnem procesu od biosinteze do uporabe v terapevtske namene.
Kumulativni ucinki vplivajo na spremembe monoklonskega protitelesa, ki lahko vodijo v
neucinkovitost pripravka, v najslabsem primeru pa tudi do imunskega odziva in tvorbe
nevtralizacijskih ~ protiteles v organizmu bolnika. Zagotavljanje stabilnosti terapevtskih
monoklonskih protiteles tekom celotnega procesa terja ustrezno izobraZevanje in rokovanje vseh
vkljucenih na celotni poti proteina, od proizvajalca do bolnika.
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1UVOD

Monoklonska protitelesa predstavljajo v sodobni klini¢ni praksi pomemben nacin zdravljenja in
diagnostike zaradi svoje visoke specifi¢nosti in dobro definiranega delovanja na ciljne sisteme.
Glavna podrodja uporabe zajemajo rakave in avtoimunske bolezni kot tudi obvladovanje
preobcutljivostnih reakcij in astme, osteoporoze in kostnih zasevkov trdnih tumorjev, s starostjo
povezane vlazne degeneracije makule in ostalih. V poznih fazah klini¢nih raziskav so trenutno med
drugimi tudi monoklonska protitelesa za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni in stafilokoknih ter
enterokoknih okuZb, hiperlipidemij in diabetesa tipa 1 (1-3).

Od leta 1986, ko se je na trzis¢u pojavilo prvo monoklonsko protitelo, muromonab-CD3 (4), sta se
spremenila tudi na¢ina njegove uporabe in aplikacije. Ce so bili prvi pripravki (in velika ve¢ina je Se
vedno) namenjeni pripravi in aplikaciji s strani zdravstvenega osebja v nadzorovanih razmerah, je
uvedba predvsem inhibitorjev dejavnika tumorske nekroze alfa (TNF-a) v prednapolnjenih
farmacevtskih oblikah (peresnikih, brizgah) v zadnjih slabih desetih letih povzroc¢ila (5), da zdravilo
zapusca okvire predpisane in nadzorovane hladne verige in da odgovornost za njegovo stabilnost
prevzema tudi bolnik.

2 STABILNOST MONOKLONSKIH PROTITELES

Stabilnost proteinov, predvsem vedjih, med katere spadajo tudi monoklonska protitelesa, je odvisna
od njihove strukture, okolja, v katerem se nahajajo, in zunanjih dejavnikov, ki so jim izpostavljeni.
Fiziolosko so protitelesa ali imunoglobulini (Ig) glikozilirani globularni proteini iz naddruzine
imunoglobulinov z molekulsko maso priblizno 150 kDa s simetri¢no strukturo, ki tridimenzionalno
spominja na obliko ¢rke Y. Sestavljena so iz dveh enakih tezkih polipeptidnih verig (oznac¢imo jih z
grékimi ¢rkami y, p, o, 3, €) ter dveh enakih lahkih polipeptidnih verig « ali A, povezanih z
disulfidnimi vezmi. Lahko in tezko verigo sestavljajo konstantna in variabilna obmocdja, kjer imajo
konstantna obmocja podobno aminokislinsko sestavo znotraj protiteles iste vrste. Vecje razlike se
nahajajo v variabilnem obmodju protiteles na N-kon¢nem delu lahke in tezke polipeptidne verige, ki
doloca specifi¢nost vezave protitelesa z antigenom (6).

Terapevtska monoklonska protitelesa se od fizioloskih (nativnih) v osnovni strukturi ne razlikujejo.
Vecina jih pripada razredu IgGlk z molekulsko maso okoli 150 kDa (1), ¢eprav med njih uvrs¢amo
tudi certolizumab pegol, ki je 48 kDa velik pegiliran Fab' fragment humaniziranega monoklonskega
protitelesa proti TNF-a (7), mozni pa so tudi drugi konjugati z radioaktivnimi izotopi (8).

Spremembe, ki vplivajo na stabilnost proteinov, v grobem delimo na kemijske in fizikalne. Med
kemijske spremembe proteinov uvrs¢amo oksidacijo, deamidacijo, hidrolizo, Maillardovo reakcijo,
prekinitev disulfidnih vezi, nesulfidno premreZenje in izomerizacijo, med fizikalne pa agregracijo in
fragmentacijo.

Dejavniki, ki vplivajo na omenjene procese, so odvisni od strukturnih lastnosti molekule,
temperature, raztopine, v kateri se protein nahaja, uc¢inkov medfaz (na primer tekoce-plinasto,
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tekoce-tekoce in tekoce-trdno) ter snovi, ki se izlo¢ajo iz stine ovojnine ali so prisotne v reagentih
med postopkom izolacije in ¢iScenja. Tako fizikalne kot kemijske spremembe proteinov imajo
navadno za posledico izgubo nativne sekundarne ali terciarne strukture (9, 10), saj so nativni
proteini v fizioloskih pogojih slabo stabilni (11, 12).

2.1 Kemijska nestabilnost

Za kemijske spremembe proteinov Stejemo vse tiste kemijske reakcije, ki imajo za posledico
spremembo dela proteina (9). Kemijska nestabilnost tako obsega vse procese, ki vodijo do nastanka
ali cepitve kovalentnih vezi in pomenijo nastanek nove kemijske entitete (11). Dolocitev razgradnih
in ostalih produktov kemijskih sprememb proteinov je lahko problemati¢na, saj lahko znotraj ene
molekule proteina isto¢asno potece vec razli¢nih tipov reakcij (12). Za doseganje ¢im vecdje stabilnosti
je potrebno prepoznati najbolj nestabilne aminokisline in dolo¢iti njihovo reaktivnost, predvsem
tistth na povrsini proteina. Nestabilne aminokisline v notranjosti proteina so namre¢ slabo
hidratirane, omejena je tudi njihova mobilnost (11). Kemijske reakcije aminokislin v proteinu
zahtevajo lokalno molekulsko gibljivost, zato je hitrost razgradnje vecja pri denaturiranih proteinih.
Za preprecevanje kemijske razgradnje je potrebno ohraniti oziroma stabilizirati nativno
konformacijo proteina (12).

2.1.1 Oksidacija

Oksidacija predstavlja glavni mehanizem kemijske spremembe proteina, ki ima lahko za posledico
kovalentno spremembo aminokislinskih preostankov primarne strukture. Proces lahko sprozijo
peroksidi, raztopljen kisik, kovinski ioni, svetloba in prosti radikali. Kovinski ioni, ki katalizirajo
reakcije oksidacije, izvirajo predvsem iz kontaminiranih pufrov (9, 13), mozni viri pa so tudi
gumijasti zamaski ter steklo vial in prednapolnjenih brizg (14).

Oksidacija IgG lahko poveca njihovo antigenost in dovzetnost za cepitev s proteazami. Klini¢ni
ucinek oksidacije v variabilni regiji $e ni povsem znan, rezultati raziskav pa kazejo, da lahko na
primer elektro-oksidirani IgG z vezavo na endotelijske celice povzrocijo spros¢anje provnetnih
dejavnikov (15).

2.1.2 Deamidacija

Deamidacija je najpogostejsa oblika razgradnje biolosko aktivnih proteinov. Najveckrat poteka na
aminokislinskem zaporedju, ki vsebuje par asparagin-glicin ali asparagin-serin, mozna pa je tudi pri
paru asparagin-treonin in glutaminu. Pri protitelesih je mozna tako v lahki kot tezki verigi. Lokacija,
hitrost in mehanizem reakcije so odvisni od pH. Deamidacija asparagina tako poteka predvsem v
bazi¢nih in nevtralnih razmerah, zato je pri razvoju farmacevtskih oblik zaZeleno, da je pH raztopine
proteina, ki ima izpostavljene te aminokisliname, med 2,0 in 5,0.

2.1.3 Hidroliza
Amidne vezi med aminokislinami kot sestavnimi deli protiteles so podvrZene tako kisli kot bazi¢ni

hidrolizi. Za ve¢ino peptidnih vezi sklepamo, da so stabilne, razen tistih v zaporedju X-Asp-Y, kjer je
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vez Asp-Y v razredceni kislini vsaj stokrat bolj nestabilna od ostalih vezi. Hidroliza pogosto potece,
ko pride do deamidacije asparagina, vendar je v primerjavi z deamidacijo pocasnejsi in redkejsi
proces (11, 12). Ker vpliva na primarno strukturo, pomeni popolno izgubo funkcije in oblike
proteina, vendar ob predpisanih pogojih rokovanja in shranjevanja zdravila navadno ne potece (9).

2.1.4 Maillardova reakcija

Pogosta uporaba sladkorjev kot stabilizatorjev proteinov v trdnih in tekocih farmacevtskih oblikah
predstavlja doloc¢en dejavnik tveganja za nastanek kemi¢no spremenjenih protiteles. Reducirajoci
sladkorji lahko zlsti pri visokih temperaturah reagirajo z aminoskupinami proteina in tvorijo
karbohidratne adukte. Kompleksna reakcija vodi do nastanka obarvanih produktov.

2.2 Fizikalna nestabilnost

Fizikalna nestabilnost je posledica spremenjene strukture proteina zaradi fizikalne spremembe.
Vklju¢uje spremembo sekundarne, terciarne in kvartarne strukture in se lahko odrazi kot
denaturacija, agregacija, obarjanje ali adsorpcija proteinov na sti¢ne povrsine. Ker pomeni izgubo
ucinkovitosti terapevtskih proteinov in posledi¢no njihovo neprimernost za klini¢no uporabo ter
spremenjeno imunogenost, je klju¢nega pomena, da z ustreznimi postopki dela preprecimo ali
zmanjSamo dejavnike, ki nestabilnost povzrocajo (12, 16).

2.2.1 Denaturacija in agregacija

Agregacija predstavlja glavni mehanizem fizikalne nestabilnosti proteinov, ki ima za posledico v
terapevtske namene neuporaben protein (9-11). V primerjavi z majhnimi molekulami proteini
agregirajo v razli¢nih razmerah, ki jih v grobem delimo na intrinzi¢ne (primarna, sekundarna,
terciarna in kvartarna struktura molekule) in ekstrinzi¢ne (okolje, v katerem je protein prisoten,
nacin rokovanja) (17). Lo¢imo koncentracijsko inducirano agregacijo, agregacijo, ki je posledica
konformacijske spremembe, agregacijo, ki je posledica kemijske reakcije, od nukleacijskih jeder
odvisno agregacijo in povrsinsko inducirano agregacijo (9, 17, 18). V primeru monoklonskih
protiteles agregacija primarno poteka preko delno denaturiranih stanj (9). Domnevajo, da se agregati
pojavijo zaradi specifi¢nih interakcij med dolo¢enimi konformacijami proteinskih intermediatov (11,
12). Zaradi kompleksne strukture z ve¢ domenami lahko pri monoklonskih protitelesih pride do
denaturacije in posledi¢no agregacije neodvisno na razli¢nih domenah. Gonilna sila agregacije je
zmanjSanje termodinamsko neugodnih interakcij med topilom in izpostavljenimi hidrofobnimi deli
proteina. Hidrofobne interakcije, ki vplivajo na zvijanje proteinov, so tudi glavne sile, ki vodijo do
nastanka agregatov. Agregacijo lahko pospesijo tudi fizikalni dejavniki, kot so temperatura, ionska
mo¢ in stresanje, ki izpostavijo hidrofobno povrsino proteina (11, 12). Proces agregacije je lahko
reverzibilen ali ireverzibilen, pri ¢emer reverzibilnost smatramo kot sposobnost ponovne disociacije
agregatov, ko odpravimo pogoje oziroma dejavnike, ki so agregacijo sprozili. V primeru raztopin so
to pH, temperatura, sprememba povrsinske napetosti, prisotnost organskih topil ali koncentracija
pomoznih snovi, na primer soli. Agregacija, ki je posledica spremembe temperature, je pogosto
ireverzibilna (17).
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Problem agregacije je vedji pri farmacevtskih oblikah za subkutano in intramuskularno aplikacijo, ki
si jih bolniki aplicirajo sami. Ker je pri teh oblikah zaradi boljse prenosljivosti zdravila zaZelen niZji
volumen raztopine, lahko koncentracija proteina v brizgi doseze 125 mg/ml, medtem ko je vecina
koncentratov za pripravo infuzijskih raztopin v obmodju med 1 in 25 mg/ml. Zaradi visoke
koncentracije in ob pojavu agregacije postanejo raztopine zelo viskozne in tezko prehajajo skozi iglo
prednapolnjene brizge (19).

2.3 Povisana temperatura

Stabilnost monoklonskih protiteles v farmacevtskih pripravkih je odvisna tudi od temperature.
Daljsa izpostavitev zmerno povisani temperaturi pospesi predvsem kemijsko nestabilnost. Tako so
za monoklonsko protitelo, ki je bilo Sest mesecev izpostavljeno temperaturi 40 °C, dokazali, da je
podvrzeno predvsem deamidaciji in hidrolizi (20). Ko monoklonska protitelesa izpostavimo
temperaturam blizu temperature razvitja (temperatura, ko je polovica molekul proteina razvita), ki
za vecino protiteles znasa priblizno 75 °C, pa razvitje povzroci pospeseno agregacijo molekul (9, 12).

2.4 Cikli zamrzovanja in odtajanja

Mehanizmi nestabilnosti ob zamrzovanju in odtajanju so predvsem posledica agregacije proteinskih
molekul zaradi izpostavljenosti povisanim koncentracijam pomoZnih snovi v nevodni fazi, ki ne
zamrzne (21), spremembe pH (17), adsorpcije na medfazi led-tekocina, stenah posode (9, 22) in
medfazah zrak-tekocina, kar je posledica ujetja zraka v tekoco fazo med prehitrim ohlajanjem (23).
Pri nizkih temperaturah je zmanjsan tudi stabilizacijskih vpliv vodikovih vezi (9). U¢inki ciklov so
kumulativni, pri ¢emer velja, da hitro zamrzovanje v primerjavi s pocasnim do 11-krat bolj
denaturira proteine (24).

3 ROKOVAN]JE

Bioloska zdravila z monoklonskimi protitelesi so na poti od proizvajalca do
kon¢nega uporabnika izpostavljena ve¢ dejavnikom, ki vplivajo na njihovo stabilnost. Kriti¢ne faze
se pojavljajo pri transportu, shranjevanju in pripravi konénih pripravkov za aplikacijo bolniku, v
primeru pripravkov za samoaplikacijo pa tudi pri rokovanju s strani bolnika, torej v casu, ko
zdravilo zapusti nadzorovane pogoje.

3.1 Strokovna javnost

Ker je za razmere med transportom do prevzema v zdravstveni ustanovi odgovorna veledrogerija in
ker ima narocnik ob nepopolni dokumentaciji pravico sprejem zavrniti, bomo predstavili samo
postopke, ki jim biolosko zdravilo sledi od prevzema v zdravstveni ustanovi do aplikacije bolniku.
V nadaljevanju opisujemo nekaj kriticnih postopkov, ukrepov in primerov dobrih praks, ki ta
tveganja zmanjSajo.

Ze Breckenridgeovo porotilo iz leta 1976 (25) je imelo za posledico priporocilo, da naj bi v
bolnisni¢nem okolju parenteralne raztopine za aplikacijo bolnikom zaradi varnosti in zagotavljanja
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sterilnosti centralno izdelovala bolnisni¢na lekarna. Smernice National Health Service (NHS) iz leta
2008 (26), South Australian Health Service (27) in American Society of Clinical Oncology (ASCO) (28) iz
leta 2012 so na seznam zdravil za onkolosko uporabo, ki naj bi jih pripravljala bolnisni¢na lekarna,
uvrstile monoklonska protitelesa. V dolocenih pogojih, ko centralizirana priprava ni moZzna ali
smiselna, lahko pripravo zdravil za aplikacijo izvaja tudi posebej usposobljena medicinska sestra,
vendar je nabor ucinkovin, primernih za pripravo na oddelku omejen. Na njem najdemo recimo
infliksimab in trastuzumab (29).

Pripravo kon¢nega parenteralnega pripravka prakti¢no izvaja farmacevtski tehnik. V primeru
volumetri¢nega odmerjanja mora vsako dodajanje zdravila v nosilno raztopino potrditi odgovorni
magister farmacije, v primeru vedno bolj uveljavljenega gravimetri¢nega nacina odmerjanja pa
delavca na vsakem koraku vodi racunalniski program, ki tudi s tehtanjem potrdi ustreznost
pripravka. Rac¢unalnisko podprta priprava zaradi uporabe ¢rtnih kod, definiranih gostot raztopin in
toleran¢nih nivojev zagotavlja vecjo varnost in boljse upravljanje z ostanki zdravil (30). Ne glede na
nacin dela mora biti farmacevtski kader ustrezno usposobljen tako za asepti¢no delo kot rokovanje z
monoklonskimi protetelesi. V praksi velja nacelo, da je za samostojno delo potrebno usposabljanje
od pol do enega leta.

3.1.1 Povisana temperatura

Vse trenutno dostopne pripravke z monoklonskimi protitelesi je potrebno pred pripravo koncne
oblike shranjevati na temperaturi od 2 do 8 °C (31). Kot vsa ostala zdravila iz hladne verige imajo
tudi pripravki z monoklonskimi protitelesi prednost pri prenosu iz vsebnikov veledrogerij ali
transportne sluzbe v hladilne omare.

Verjetnost, da bo zdravilo z monoklonskim protitelesom od prevzema do priprave kon¢nega
pripravka v lekarni izpostavljeno temperaturi, ki bi negativno vplivala na njegovo stabilnost, je
majhna. Najvedji dejavnik tveganja predstavlja odpoved delovanja hladilnih omar, zato je
priporocljivo, da so le-te opremljene s sistemom stalnega nadzora temperature, ki omogoca
opozarjanje in ukrepanje tudi v ¢asu odsotnosti kadra.

3.1.2 Cikli zamrzovanja in odtajanja

Pripravkov z monoklonskimi protitelesi v obliki raztopin po pripravi kon¢ne farmacevtske oblike ne
smemo izpostavljati razmeram, v katerih bi raztopina lahko zamrznila. Kljub temu lahko pride med
transportom ali shranjevanjem do popolnega ali delnega zamrznjenja raztopine, na primer zaradi
uporabe hladilnih omar, ki ne delujejo po principu vpihovanja hladnega zraka, ampak se ta ohlaja
na eni od sten omare). Zaradi tega je smiselno, da je farmacevtski obliki dodan krioprotektant (21).

3.1.3 Redispwergiranje liofilizatov
Liofiliziranim oblikam monoklonskih protiteles moramo vodo dodajati pocasi, saj le tako
prepre¢imo penjenje nastale raztopine in zagotovimo prisotnost ustrezne konformacije proteinske

molekule. Protitelesa lahko namre¢ med procesom liofilizacije zavzamejo dolo¢ene nenativne oblike
zaradi interakcij z molekulami, ki nadomescajo vodo (19). V praksi je obi¢ajno potrebno curek topila
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za rekonstitucijo (t. j. voda za injekcije) usmeriti v steno viale in ne neposredno v liofilizat (32).
Rekonstitucijo je moZno pospesiti z obra¢anjem viale okoli njene osi, pri novejsih pripravkih pa so
navedeni tudi parametri za uporabo mehanskih naprav za pripravo (33). Uporaba pripravkov z
liofiliziranimi oblikami protiteles je tehni¢no zahtevnejsa in ¢asovno potratnejsa.

3.1.4 Vpliv medfaz in adsorpcija

Raztopine proteinov so med proizvodnjo, transportom in pripravo kon¢nih farmacevtskih oblik
pogosto izpostavljene stresanju in striznim silam. Oba stresna dejavnika lahko sproZita agregacijo
proteinov, katere obseg je odvisen od intenzitete in trajanja stresa (17).

Stresanje raztopin proteinov ustvarja medfazo zrak-voda. Ker je glede na vodo zrak relativno
lipofilen, se hidrofobni deli molekul proteinov razporedijo v zra¢no fazo, kar porusi nativno
konformacijo proteina in sprozi agregacijo. Strizne sile nastopijo, ko ima raztopina ob steni vsebnika
drugacno hitrost kot preostanek raztopine (bulk faza). Predlagani mehanizem nestabilnosti
proteinov zaradi striznih sil predvideva, da hidrodinamski tok molekulo proteina prinese do
stacionarne povrsine, kjer se ta adsorbira in razvije. Povrsinsko aktivne snovi zmanjsajo agregacijo
proteinov na medfazah, saj s slednjimi tekmujejo za vezavo na hidrofobne povrsine in medfaze,
vezavo na hidrofobne dele proteinov samih in povecanjem viskoznosti raztopine, kar zmanjsa
strizne sile (17). Dokazali so, da dodatek polisorbata 80 raztopini monoklonskega protitelesa zavre s
stresanjem povzroceno agregacijo (34). Tako polisorbat 80 kot polisorbat 20 sta pogosti pomozni
snovi trenutno registriranih farmacevtskih oblik z monoklonskimi protitelesi.

Priprava kon¢nih farmacevtskih oblik je zaradi destabilizirajoc¢ega vpliva medfaz zahteven proces, ki
terja usposobljenega izvajalca. Proizvajalci v navodilih za uporabo zdravil z monoklonskimi
protitelesi izrecno navajajo, da je prepovedano stresanje vial s koncentrati za pripravo infuzijskih
raztopin in infuzijskih raztopin samih. Kot metodo zagotavljanja enakomerne porazdelitve
koncentracije v plastenki ali vrecki nosilne raztopine priporocajo previdno obracanje le-te.

Raztopina monoklonskega protitelesa je lahko izpostavljena medfazi zrak-tekoce tudi med
odvzemom iz viale in med dodajanjem v nosilno raztopino. Pri delu z navadno injekcijsko iglo, ki ne
omogoca izenacevanja tlaka med notranjostjo in zunanjostjo viale, je potrebno odvzeti volumen
raztopine nadomestiti z enakim volumnom zraka. V praksi se vedno pogosteje uporabljajo
polimerne prebodne igle, ki imajo lo¢ena kanala za odvzem raztopine in izenacevanje tlaka in so
obicajno opremljene z zra¢nim filtrom. Pri njihovi izbiri moramo biti pozorni na svetlino (lumen)
kanala za odvzem raztopine, ki je s strani proizvajalca zdravila predpisan za vecino pripravkov.
Zazeleno je tudi, da ponudniki prebodnih igel izvedejo testiranja adsorpcije za vsako protitelo
posebe;j.

Pred pri¢etkom dela oziroma po redispergiranju moramo vsako vialo z raztopino protitelesa
pregledati na motnost in lebdece delce, ki so pokazatelji agregacije.
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3.2 Lai¢na javnost

Poraba monoklonskih protiteles za samoaplikacijo v Sloveniji naras¢a od njihove uvedbe v klini¢no
prakso. V letu 2011 so tako v breme ZZZS predpisali 5.565 receptov v vrednosti preko 12 milijonov
evrov, v letu 2012 pa Ze 11.881 receptov v vrednosti preko 16 milijonov evrov. Porast v zadnjem letu

je predvsem posledica uvedbe denozumaba za zdravljenje osteoporoze (35). Povecano stevilo na
recept izdanih monoklonskih protiteles prav tako pomeni, da se veca Stevilo bolnikov oziroma
njihovih svojcev, ki zdravila prevzamejo in ki morajo biti seznanjeni s konceptom zagotavljanja
hladne verige in upostevati priporocila proizvajalca in strokovne javnosti.

Proizvajalci oziroma imetniki dovoljenj za promet za novo uvedene bolnike obi¢ajno pripravijo
komplete, ki poleg potrebne dokumentacije o varnosti zdravila in dolo¢enih prakti¢nih vidikih
vsebujejo tudi hladilno torbo in hladilni vlozek. Pricakujemo, da naj bi bolnik ob dvigu zdravila v
lekarni s sabo prinesel ustrezno ohlajen vlozek v hladilni torbi, vendar prakti¢ne izkusnje kazejo
drugace. Dolo¢en del bolnikov hladilno torbo pozabi doma, nekateri so celo prepricani, da jim
zaradi cene zdravila ob vsakem dvigu pripada nova. Problem je posebej pere¢ v poletnih mesecih,
saj je s strokovnega vidika nesprejemljivo izdati zdravilo, za katero domnevamo, da bo
transportirano v nasprotju s predpisanimi pogoji.

Razmere, ko je monoklonsko protitelo izpostavljeno previsoki temperaturi, nastopijo pri transportu
v toplejsih mesecih. Glede na literaturne podatke lahko temperature v vozilih, ki so bila
izpostavljena soncu, ne glede na barvo vozila, dosezejo 90 °C v poletni mesecih in 60 °C spomladi in
jeseni (36, 37). Podatki veljajo za son¢ne dni, vendar je poleti tudi ob obla¢nem vremenu temperatura
le okoli 10 °C niZja (37). Bolnika moramo opozoriti, da naj bo ¢as transporta po prevzemu ¢im krajsi,
predvsem pa naj zdravila ne puséa v vozilu, ¢e to ni nujno potrebno.

Se vedji dejavnik tveganja predstavljajo hladilniki, v katerih bolniki zdravila shranjujejo doma.
Nerealno je pricakovati, da bodo za potrebe shranjevanja zagotovili medicinski hladilnik, zato se
ve¢ina zdravil po izdaji hrani v gospodinjskih hladilnikih. Pri teh najvedjo tezavo predstavlja
porazdelitev temperature, saj lahko le-ta ob steni, kjer so namesceni izmenjevalci toplote, dosega
=5 °C (38), v mrtvih kotih pa tudi 15 ° C (39). Zdravilo je lahko zato ob nepravilnem delovanju
izpostavljeno ciklom zamrzovanja in odtajanja. Bolnikom priporo¢amo, da zdravila shranjujejo v
osrednjem delu hladilne omare, kjer je temperatura najblizje prednastavljeni (38) in da slednjo redno
spremljajo.

4 MONOKLONSKA PROTITELESA V KLINICNI UPORABI

V Sloveniji je trenutno registriranih 29 zdravil z monoklonskimi protitelesi z 28 razli¢nimi
ucinkovinami. Glede na pot uporabe je vecina (18) namenjenih intravenski, 8 subkutani, po eno pa
intramuskularni, intraperitonealni in intravitrealni uporabi. Glede na farmacevtsko obliko je 21
zdravil v obliki raztopine, 7 v obliki praska za pripravo raztopine in en komplet za pripravo
radiofarmaka. Pregled pripravkov prikazujemo v preglednici 1.
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Preglednica 1: Zdravila z monoklonskimi protitelesi z dovoljenjem za promet v Republiki Sloveniji glede na pot

aplikacije in farmacevtsko obliko (31)

Pot uporabe Nelastnisko ime Lastnisko ime | Farmacevtska oblika
Intramuskularna | Palivizumab Synagis® Prasek in vehikel za raztopino za injiciranje
Intraperitonealna | Katumaksomab Removab® Koncentrat za raztopino za infundiranje
Intravenska 0Y jbritumomab tiuksetan | Zevalin® Komplet za pripravo radiofarmaka
Abciksimab ReoPro® Raztopina za injiciranje ali infundiranje
Alemtuzumab MabCampath® | Koncentrat za raztopino za infundiranje
Baziliksimab Simulect® Prasek in vehikel za raztopino za injiciranje
Belimumab Benylsta® Prasek za koncentrat za raztopino za infundiranje
Bevacizumab Avastin® Koncentrat za raztopino za infundiranje
Brentuksimab vedotin Adcetris® Prasek za koncentrat za raztopino za infundiranje
Cetuksimab Erbitux® Raztopina za infundiranje
Ekulizumab Soliris® Koncentrat za raztopino za infundiranje
Infliksimab Remicade® Prasek za koncentrat za raztopino za infundiranje
Ipilimumab Yervoy® Koncentrat za raztopino za infundiranje
Natalizumab Tysabri® Koncentrat za raztopino za infundiranje
Ofatumumab Arzerra® Koncentrat za raztopino za infundiranje
Panitumumab Vectibix® Koncentrat za raztopino za infundiranje
Pertuzumab Perjeta® Koncentrat za raztopino za infundiranje
Rituksimab MabThera® Koncentrat za raztopino za infundiranje
Tocilizumab RoActemra® Koncentrat za raztopino za infundiranje
Trastuzumab Herceptin® Prasek za koncentrat za raztopino za infundiranje
Intravitrealna Ranibizumab Lucentis® Raztopina za injiciranje
Subkutana Adalimumab Humira® Raztopina za injiciranje
Canakinumab Ilaris® Prasek in vehikel za raztopino za injiciranje
Certolizumab pegol Cimzia® Raztopina za injiciranje
Denozumab Prolia® Raztopina za injiciranje
Denozumab Xgeva® Raztopina za injiciranje
Golimumab Simponi® Raztopina za injiciranje
Omalizumab Xolair® Raztopina za injiciranje
Ustekinumab Stelara® Raztopina za injiciranje

Predpisovanje zdravil z monoklonskimi protitelesi, ki jih izdajamo na recept v breme ZZZS, je z

izjemo denozumaba, kjer je omejitev indikacijska, omejeno na specialiste klini¢nih oddelkov ali od

njih pooblasc¢ene zdravnike (31). Omejitev je Se stroZja za zdravila, ki jih apliciramo po intravenski

poti, saj je omejena na posamezne indikacije, bolnikova stanja in izvajalce (klini¢ne oddelke in

institute) in se doloc¢i vsako leto posebej s Splosnim dogovorom, ki ga sprejmejo Ministrstvo za

zdravje, ZZZS in zdruzenja in zbornice izvajalcev. Ti pripravki spadajo med t. i. draga bolnisni¢na

zdravila, za katere se poraba od 1. 1. 2011 vodi za vsakega bolnika posebej (40).
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5 SKLEP

Monoklonska protitelesa predstavljajo v sodobni klini¢ni praksi pomemben in Ze uveljavljen nacin
zdravljenja predvsem onkoloskih in avtoimunskih bolezni. Trenutno je v Sloveniji registriranih 29,
na svetu pa v razlicnih fazah klinicnega preizkusanja ve¢ sto novih monoklonskih protiteles.
Njihova klini¢na uc¢inkovitost je odvisna od ohranitve nativne strukture proteina od biosinteze do
aplikacije bolniku. Zaradi kompleksne strukture lahko na njihovo stabilnost v pripravkih vplivajo
tako fizikalni kot kemijski dejavniki znotraj samega pripravka ter njegove okolice. Med glavne
nacine kemijske nestabilnosti sodita oksidacija in deamidacija, medtem ko je glavni mehanizem
tizikalne nestabilnosti agregacija. Stabilnost pripravkov lahko v procesu razvoja farmacevtske oblike
povecamo z dodatkom pomozZnih snovi ali odtegnitvijo vode, predvsem z liofilizacijo.

Trenutne smernice priporocajo, da zaradi zahtevnosti dela, zagotavljanja asepti¢nih pogojev in
moznih prihrankov priprava konénih farmacevtskih oblik za aplikacijo bolniku v bolnisni¢nem
okolju poteka centralizirano v bolnisni¢ni lekarni s strani posebej usposobljenega kadra. Taksna
priprava omogoca tudi vecjo sledljivost porabe, saj trendi narekujejo, da bo v prihodnosti potrebno
serije zdravil, ki jih bo bolnik prejel intravensko, zabeleziti v njegovo dokumentacijo.

Narasca tudi stevilo farmacevtskih oblik za samoaplikacijo, ki jo bolnik izvede v domacem okolju.
Ker zdravilo v tem primeru zapusti nadzorovane razmere shranjevanja, morajo zdravstveni delavci
poseben poudarek nameniti izobrazevanju bolnika, predvsem o razmerah shranjevanja in nacinu
aplikacije. Samo na ta nacin lahko zagotovimo, da bo imela uporaba zdravil z monoklonskimi
protitelesi optimalne klini¢ne, humanisti¢ne kot tudi ekonomske ucinke zdravljenja.
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