
1UVOD

Uvajanje terapevtskih monoklonskih protiteles v klinično
prakso na prelomu tisočletja je izzvalo veliko zanimanje
tako strokovne kot tudi drugih javnosti. Sočasno se je ter-
min »biološka zdravila« pričel uporabljati tudi izven farma-
cevtskih krogov. Zdi se, da v klinični medicini najprej v on-
kologiji, kjer je označeval le rekombinantna monoklonska
protitelesa kot povsem nov tip učinkovin v primerjavi s kla-
sičnimi kemoterapevtiki. Sledila je hitra širitev tudi na druga
klinična področja.
Izraz »biološka zdravila« je sicer opredeljen v 6. členu Za-
kona o zdravilih in zajema širok nabor učinkovin, ki so bio-
loškega izvora ali pa pridobljene s postopkom, ki vključuje
biološke sisteme (1). Opredelitev bioloških zdravil in njihova
klasifikacija je tako osnovana predvsem na izvoru oz. načinu
pridobivanja, v precej manjši meri pa na strukturnih, far-
macevtskih ali kliničnih lastnostih. Veliko večino danes kli-
nično aktualnih protiteles tako uvrščamo med rekombi-
nantna biotehnološka zdravila, kamor spadajo tudi sodobni
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POVZETEK
Čeprav se biološka zdravila uporabljajo že dlje časa, pa
se z novimi učinkovinami odpirajo povsem nove mož-
nosti zdravljenja. 
Razvoj molekulske biologije je omogočil vpogled v šte-
vilne biološke procese na molekulskem nivoju in s tem
odprl pot za racionalno načrtovanje novih zdravilnih
učinkovin s ciljanim delovanjem. Sočasno je hiter razvoj
biotehnoloških metod omogočil pripravo kompleksnih
struktur kot so npr. monoklonska protitelesa in modifi-
kacije njihovih struktur. 
Skupina biotehnoloških zdravil, ki je v zadnjem obdobju
doživela najbolj dinamičen razvoj, so prav gotovo mo-
noklonska protitelesa. V dveh desetletjih so v klinično
prakso vpeljali že več kot 50 različnih učinkovin iz te
skupine, ki so pomembno izboljšali izide zdravljenja, še
zlasti na področju rakavih in avtoimunskih bolezni. V
razvoju so številne nove učinkovine, z sočasnim delo-
vanjem na več celičnih tarč in z izboljšanimi lastnostmi.

KLJUČNE BESEDE: 
Biološka zdravila, monoklonska protitelesa, konjugirana
protitelesa, bispecifična protitelesa

ABSTRACT
Biologicals have been present in clinical practice for
years, but new agents of this class have introduced
new therapeutic options and significantly improved cli-
nical outcomes.
Advances in molecular biology enabled insight in many
biological processes on molecular level and enabled
rational drug design for targeted therapies. At the same
time, very intensive development of biotechnology ena-
bled preparation of complex structures like monoclonal
antibodies and modification of their structure.
Among different biologicals, monoclonal antibodies have
grown into one of the most dynamic groups of biologi-
cal. In two decades more than 50 different monoclonal
antibodies were introduced as therapeutic agents that
have significantly improved treatment outcomes in dif-
ferent areas, especially in cancer treatment and au-
toimmune diseases. New therapeutic agents acting on
multiple cell targets and with improved properties are in
development.
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Monoklonska protitelesa prve generacije, pripravljena s hi-
bridomsko tehnologijo, so bila mišja (murinska) in pri testi-
ranjih so se pokazale nekatere pomanjkljivosti. Veliko težavo
je predstavljala imunogenost, ki se je izražala z različnimi
alergijskimi reakcijami. Mišja protitelesa so sama delovala
kot antigeni in organizem se je odzval s tvorbo humanih
protiteles nanje.
Z uporabo rekombinantne tehnologije so posamezne dele
mišje imunoglobulinske molekule zamenjali z ustreznimi
deli človeškega protitelesa. Najprej so na ta način pripravili
t.i. himerna protitelesa, pri katerih delež mišje aminokislin-
ske sestave znaša okoli 30%. Sledila so humanizirana pro-
titelesa, pri katerih delež mišje aminokislinske sestave znaša
manj kot 10 % in nazadnje človeška, pri katerih aminoki-
slinska sestava v celoti ustreza človeškemu proteinu. Dan-
danes so v klinični uporabi večinoma humanizirana ali člo-
veška protitelesa.
V Evropi so so bila prva uvedena v drugi polovici devetde-
setih let, nato pa se je njihovo število hitro povečevalo. Do
leta 2010 je naraslo na več kot 20, v letošnjem letu pa že
na 49 originatorskih (4), s tem, da se je njihovo število v
zadnjih petih letih podvojilo.
Med indikacijami za uporabo monoklonskih protiteles prev-
ladujejo različne rakave in imunske vnetne bolezni, kot so
revmatoidni artritis, luskavica, Crohnova bolezen, ulcerozni
kolitis, multipla skleroza. Uvedba terapetskih protiteles je
pri številnih obolenjih pomembno izboljšala rezultate zdra-
vljenja in hkrati še dodatno spodbudila razvoj. Raziskovalci
načrtujejo protitelesa za nove tarče in jih razvijajo za nove
indikacije, hkrati pa uvajajo nove koncepte, s katerimi želijo
izboljšati njihove lastnosti. Ključni izzivi, s katerimi se sre-
čujejo, so:
• terapevtska učinkovitost, kjer se veliko pričakuje od kom-

biniranega delovanja (konjugirana in bispecifična protite-
lesa);

• izboljšana stabilnost, s čimer bi močno poenostavili ro-
kovanje, izboljšali varnost in ki bi omogočala nove for-
mulacije;

• farmakokinetične lastnosti, s katerimi bi poenostavili in
vpeljali bolniku prijaznejše načine aplikacije.

3KONJUgIRANA PROTITELESA

Učinkovitost zdravljenja s protitelesi lahko povečamo tako,
da nanje vežemo dodatne učinkovine in jih tako uporabimo

terapevtski proteini, kot so npr. epoetini, interferoni, rastni
dejavniki ipd. (2).
Razvoj molekulske biologije, biotehnologije in drugih ved
pa v ospredje vse bolj postavlja nove terapevtske pristope,
kot so npr. zdravila za gensko zdravljenje, ki jih tudi uvrš-
čamo med biološka zdravila (2). Pričakujemo lahko, da se
bo zelo splošni izraz »biološka zdravila« v številnih okoljih
še naprej uporabljal za nove pripravke iz te skupine, še
posebej, če bo šlo za nove načine delovanja oz. nova pri-
jemališča.

2»KLASIČNA« mONOKLONSKA
PROTITELESA

Razvoj rekombinantnih tehnologij je v zadnji četrtini 20.
stoletja omogočil dva izjemno pomembna farmakotera-
pevtska preboja. Najprej na področju substitucijskega zdra-
vljenja z učinkovinami kot so inzulin, eritropoetin (oz. epo-
etini), dejavnik VIII in drugimi terapevtskimi proteini, npr.
interferoni. Tehnologija rekombinantne DNA je omogočila
pripravo bistveno homogenejših in čistejših pripravkov kot
prej uporabljene metode izolacije iz različnih človeških ali
živalskih tkiv. Hkrati je še vedno edina tehnologija, ki lahko
zagotavlja potrebne količine tovrstnih učinkovin.
Z racionalnim načrtovanjem zdravilnih učinkovin so uspeli
pripraviti različne analoge z izboljšanimi farmakokinetičnimi
lastnostmi. V klinično prakso so bili uvedeni analogi z dol-
gotrajnejšim delovanjem, ki omogočajo enkrat tedensko
ali celo enkrat mesečno dajanje zdravila. Še vedno pa so
nove učinkovine delovale z istimi mehanizmi in na iste tarče
molekule.
Z vedno večjim spoznavanjem in razumevanjem signalnih
poti v celicah so znanstveniki identificirali tudi nove poten-
cialne tarče. Za številne so ugotovili, da so proteinske na-
rave in da lahko delujejo kot antigeni. To pomeni, da jih je
mogoče specifično blokirati z že desetletja znano imunsko
reakcijo med antigenom in protitelesom. Nadaljnji razvoj je
pripeljal do koncepta monoklonskih protiteles – imunoglo-
bulinov, pridobljenih iz celičnega klona, ki se specifično
vežejo le z enim antigenom. Njihovo pripravo je kot prva
omogočila metoda hibridomske tehnologije Köhlerja in Mil-
steina (3), za katero sta leta 1984 prejela Nobelovo na-
grado.
V naslednjih letih so sledile številne tehnološke izboljšave.
Postopek priprave so močno nadgradili z uvedbo rekom-
binantnih tehnik. 
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kot transportni sistem. Koncept konjugacije je pravzaprav
precej starejši, kot so terapevtska protitelesa, saj ga neka-
teri pripisujejo že Paulu Erlichu na začetku prejšnjega sto-
letja (5, 6).
V številnih primerih uporabo učinkovine močno omejuje
njena toksičnost. To je tudi osnovna pomanjkljivost in ome-
jitev mnogih kemoterapevtikov. Kljub številnim poskusom
izboljšanja njihovega farmakoterapijskega profila z usmer-
janjem na tumorske celice, do pravega preboja v klinični
praksi ni prišlo. Z uspešnim razvojem terapevtskih protiteles
se je zanimanje za njihovo pripravo močno povečalo.
Načrtovanje konjugiranih protiteles je zapleteno in zahtevno.
Strukturo sestavljajo trije osnovni elementi: protitelo, cito-
toksični del in povezovalni element med njima. Vsi trije
vplivajo na učinkovitost in neželene učinke konjugata. Pro-
titelo mora biti usmerjeno na tarčno mesto, specifično za
tumorske celice. Ustrezno izbrana tarča je predpogoj za
selektiven transport na mesto delovanja. Citotoksična učin-
kovina mora izkazovati visoko stopnjo delovanja proti tu-
morskim celicam, kar je med drugim odvisno tudi od vrste
tumorja. Transportne kapacitete protitelesa so omejene.
Običajno se na posamezno protitelo vežejo tri do štiri mo-
lekule citotoksične učinkovine, kar pomeni, da mora le-ta
učinkovati v pikomolarnih koncentracijah (7).
Tudi vloga povezovalnega elementa je ključna za delovanje
konjugata. Načrtujemo ga tako, da sta protitelo in citotok-
sična učinkovina nanj vezani s kovalentno vezjo, ki mora
zagotavljati primerno stabilnost. Po aplikaciji se konjugat
distribuira s krvnim obtokom do rakavih celic, kjer se veže
na tarčno molekulo. Med distribucijo ne sme priti do pred-
časnega sproščanja citotoksične učinkovine, zaradi česar
bi lahko prišlo do neželenega delovanja na zdrave celice.
Raziskovalci so razvili različne kemične strukture, pri katerih
kovalentno vez cepijo intracelularni proteazni encimi, kot
je npr. katepsin B (6). Na ta način pride do sproščanja ci-
totoksične učinkovine znotraj tumorske celice. Zagotavljanje
nadzorovanega sproščanja se je pokazalo kot zelo zahte-
vno. Leta 2000 je FDA odobrila prvo konjugirano protitelo,
gemtuzumab ozogamicin in sicer za zdravljenje akutne
mieloične levkemije. Spremljanje varnosti je kazalo na te-
žave, ki so jih povezovali z nenačrtovanim sproščanjem
citotoksičnega kaliheamicina v krvnem obtoku (8). V pri-
merjavi s standardnim kemoterapevtskim zdravljenjem so
zaznali večje število resnih neželenih dogodkov, tudi smrti.
Poleg tega zdravilo v običajni klinični praksi ni izkazovalo
pričakovane učinkovitosti, zato ga je imetnik dovoljenja
leta 2010 umaknil iz uporabe. Vendar so raziskovalci z ra-
ziskavami nadaljevali in ugotovili, da s spremembo odmer-
janja in kemoterapevtske sheme lahko izboljšajo varnost

in učinkovitost. Pred kratkim, letošnjega 1.septembra, je
FDA gemtuzumab ozogamicin ponovno registrirala s spre-
menjenim režimom odmerjanja in izborom bolnikov (9).
FDA in EMA sta odobrila še dve novi tovrstni zdravili in
sicer bretuksimab vedotin (za zdravljenje ne-Hodgkinovega
limfoma) in trastuzumab emtanzin (za zdravljenje meta-
statskega raka dojk). V eni izmed novejših objav so pred
kratkim predstavili okoli 40 različnih konjugatov v različnih
fazah kliničnega testiranja (10). Ocenjujejo, da se je v klini-
čnem testiranju več kot 60 novih kandidatov konjugiranih
protiteles (7).
Posebno podskupino predstavljajo konjugati protiteles z
radioizotopi. Gre za kombinacijo farmako- in radioterapije.
Na terapevtsko protitelo je vezan radioaktivni izotop kot vir
sevanja. Protitelo deluje na izbrano tarčo na rakavi celici in
hkrati transportira vir sevanja v njeno neposredno bližino.
Trenutno je odobreno za klinično uporabo le eno, ibritu-
momab tiuksetan, ki je proti- CD20 protitelo z 90Y kot virom
β sevanja. (11).
Iz skupine konjugatov se v prihodnosti nadejamo novih
uspešnih učinkovin, čeprav se zdi, da je zaenkrat njihov
domet omejen na optimizacijo učinkov. V konjugiranem
delu je pozornost raziskovalcev večinoma usmerjena na
citotoksične učinkovine in s tem na področje rakavih bole-
zni. Raziskovalci upajo, da bodo na ta način omogočili
uporabo nekaterih že znanih biološko aktivnih molekul z
visoko učinkovitostjo in neprimernim varnostnim profilom.
Morebitni uspehi bi močno pospešili raziskave v smeri
novih tovrstnih molekul in s tem odprli nove možnosti zdra-
vljenja rakavih bolezni. Pri drugih boleznih zaenkrat ni do-
sežkov, ki bi že nakazovali vpeljavo v klinična preskušanja. 

4BISPEcIFIČNA
mONOKLONSKA
PROTITELESA

Za številne bolezni danes ugotavljamo, da so pogojene s
številnimi dejavniki in da pri njihovem razvoju sodelujejo in
se prepletajo različne signalne poti, z različnimi mediatorji
in receptorskimi mesti. Pri rakavih boleznih, kjer je ena klju-
čnih težav pojav odpornosti na zdravljenje, različne študije
potrjujejo predpostavko, da sočasno delovanje na več tar-
čnih mest izboljša terapevtsko učinkovitost (12, 13). Razi-
skovalci so tako razvili skupino bispecifičnih protiteles, ki
imajo sposobnost vezave dveh različnih antigenov, kar od-
pira številne možnosti interakcij (14). Čeprav koncept bi-
specifičnosti med imunologi ni nov (15), je v praksi zaživel
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šele pred leti, ko so uspešno razrešili številne proizvodne
težave, nestabilnost in imunogenost tovrstnih molekul.
Na površini iste celice sta lahko prisotna dva različna anti-
gena, ki predstavljata dve različni mesti delovanja. S soča-
sno uporabo dveh različnih protiteles dosežemo dvojno
blokado, od katere pričakujemo večjo klinično učinkovitost.
Možna je tudi dvojna blokada dveh različnih vezavnih mest
na isti ciljni molekuli. Tak primer predstavlja receptor za
humani epidermalni rastni faktor 2 (HER-2), ki ga lahko
blokiramo na dveh različnih mestih: na poddomeni IV, kjer
deluje trastuzumab in na poddomeni II, kjer deluje pertu-
zumab. V tem primeru so klinične študije dokazale, da je
sočasno zdravljenje z obema učinkovinama uspešnejše.
Kombinaciji dveh različnih protiteles se lahko izognemo s
pripravo bispecifičnega protitelesa, ki lahko stopa v inte-
rakcijo z obema vezavnima mestoma. Pričakujemo, da bo
njegov učinek vsaj primerljiv s kombiniranim zdravljenjem.
Še pomembnejše je, da bispecifično protitelo lahko stopa
v interakcijo z vezavnimi mesti na različnimi celicah in jih s
tem poveže (16). Tako se protitelo lahko veže na površino
rakave celice in deluje neposredno nanjo, hkrati pa z vezavo
na npr. limfocite T le-te približa in usmerja proti rakavi celici
(17). 
Tak primer bispecifičnega in hkrati trifunkcionalnega proti-
telesa je katumaksomab, ki so ga raziskovalci razvili za
zdravljenje malignega ascitesa pri karcinomih, pozitivnih
na EpCAM (18, 19). 
Adhezijska molekula epitelijskih celic (EpCAM) je transmem-
branski protein, ki je pri različnih tumorjih čezmerno izražen
in je primerna tarča za delovanje protitelesa na celice epi-
telijskih karcinomov. S t.i. kvadroma tehnologijo so razi-
skovalci pripravili bispecifično proti-EpCAM in proti-CD3
protitelo. Z vezavo na EpCAM bispecifično protitelo deluje
neposredno na tumorske celice. CD3 domena se nahaja
na limfocitih T in katumaksomab z vezavo na to tarčo lim-
focite T usmeri k rakavim celicam. Dodatna, tretja funkcio-
nalnost pa se nahaja na Fc regiji, kjer preko receptorja Fcγ
lahko aktivira še druge imunske celice - makrofage, naravne
celice ubijalke ali dendritične celice, ki nato na različne na-
čine učinkujejo na tumorske celice (20). 
Leta 2009 je bil katumaksomab prvo bispecifično protitelo,
ki je na EMA pridobilo dovoljenje za promet. Učinkovitost
katumaksomaba so preskušali tudi pri številnih drugih ma-
lignih tumorjih z izraženim EpCAM. Žal se v klinični praksi
zdravilo ni uveljavilo, zato je imetnik dovoljenja za promet
le-tega pred nedavnim umaknil. Sporočilo na spletni strani
EMA navaja komercialne razloge (21). 
Trenutno je tako pri EMA kot tudi pri FDA registrirano le
eno bispecifično monoklonsko protitelo, blinatumomab,

vendar je razvoj v tej skupini izjemno intenziven, z več
deset protitelesi v različnih fazah kliničnih preskušanj. Bi-
specifična protitelesa se razvijajo tudi za neonkološke in-
dikacije kot so revmatoidni artritis, hemofilija, okužbe in
starostna degeneracija makule (14, 22).
Posebej zanimiv je razvoj na področju strukturnih modifi-
kacij protiteles, od katerega pričakujemo izboljšavo neu-
godnih farmakokinetičnih parametrov klasičnih protiteles.
Med prve poskuse v tej smeri spadajo fragmenti protiteles,
ki so jih v osemdesetih letih pripravili z encimsko razgradnjo
in kasneje z rekombinantnimi tehnologijami (23). Osnovni
ogrodji oz. t.i. formata iz te skupine sta Fab', ki je enova-
lentni fragment težke in lahke verige ter F(ab')2 , ki je njegov
dimerni analog. Še bolj reducirani so fragmenti tipa scFv,
ki jih sestavlja le variabilni del težke in lahke verige. Podobno
kot v prejšnjem primeru lahko z dimerizacijo pripravimo
dvovalentni analog. Z nadaljnjimi povezovanji različnih os-
novnih fragmentov so na ta način pripravili več kot 50 ra-
zličnih formatov (23). Med njimi prevladujejo bispecifični, z
oznakami kot so dsDb, DART, BiTE, tandAbs itd. (12).
Oznake so kratice, ki večinoma izhajajo iz opisa strukture.
Tako npr. z dsDb (=disulfide bonds Diabody) opisujemo
nekovalentni dimer enoverižnega Fv fragmenta (Diabody,
Db), ki je dodatno stabiliziran z disulfidnimi povezavami
(ds). 

5SKLEP

Pričakujemo lahko, da se bo razvoj učinkovin, ki izhajajo iz
strukture protiteles nadaljeval v smeri večvalentnih formatov
z izboljšanimi fizikalno-kemičnimi lastnostmi, ki bi pripeljal
do pripravkov, stabilnih pri sobni temperaturi in primernih
za npr. transdermalno aplikacijo. V naslednjem desetletju
namreč pričakujemo tovrstne učinkovine tako pri že ob-
stoječih tudi pri številnih drugih indikacijah, npr. pri kroničnih
nevrodegenerativnih boleznih (poleg multiple skleroze, kjer
že imamo prve predstavnike, tudi pri Parkinsonovi in Alz-
heimerjevi bolezni). Tovrstna stanja zahtevajo dolgotrajna
zdravljenja in sodelovanje bolnikov, pri čemer klasični pa-
renteralni načini lahko predstavljajo resno oviro.
Po drugi strani utegne razvoj pripeljati tudi do bolj prese-
netljivih rešitev. Pred kratkim so raziskovalci predstavili re-
zultate študije na miših s karcinomom, pri katerih so doka-
zali učinkovito protitumorno delovanje in vivo sintetiziranih
bispecifičnih protiteles (24). Eksogenemu vnosu protiteles
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v organizem so se izognili tako, da so mišim aplicirali spre-
menjeno mRNA, ki zapisuje ustrezna protitelesa. Če se bo
pristop izkazal kot primeren tudi za uporabo na ljudeh, po-
tem bo omogočal, da protitelesa, s katerim želimo bolnika
zdraviti, nastajajo kar v njegovem telesu kot rezultat zdra-
vljenja z mRNA, ki ta protitelesa zapisuje.
Ta način prištevamo med gensko zdravljenje, ki ga zako-
nodaja skupaj s celičnim zdravljenjem in tkivnim inženir-
stvom uvršča med t.i. napredna zdravljenja. Zdravila za
gensko zdravljenje, zdravila za celično zdravljenje in izdelke
tkivnega inženirstva (25) nekateri uvrščajo med biološka
zdravila. Te skupine so tiste, od katerih v prihodnosti pri-
čakujemo največ.
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