WLASCIWOSCI LECZNICZE

| BEZPIECZENSTWO STOSOWANIA

LEKOW REKOMBINOWANYCH

mgr Jolanta RODZIEWICZ

Redakcja , Czasopisma Aptekarskiego” w Warszawie

WSTEP
Do kofica ubiegtego wieku na §wiatowym

rynku farmaceutycznym dominowaly leki
chemiczne uzyskiwane w drodze syntezy

CZASOPISMO APTEKARSKIE Nr 10 (190) 2009

e-mail: cza@cza.pl

Medical properties and the application safety of recombinant medicines

Streszczenie. Preparaty lecznicze najnowszej generacji, nazywane lekami rekombinowa-
nymi, na rynku farmaceutycznym pojawity sie na poczatku XXI wieku i spowodowaty
prawdziwy przetom w medycynie, zmieniajac radykalnie skutecznos¢ terapii wielu dotad
nieuleczalnych, genetycznych i nie tylko, choréb. Okreslenie , leki rekombinowane” ozna-
cza, ze w odrdznieniu od tzw. lekdow chemicznych, uzyskiwanych w drodze syntezy che-
micznej lub chemicznej modyfikacji substancji pochodzenia naturalnego, ktére zazwyczaj
nie sy wytwarzane przez organizm, powstajg one w drodze proceséw biotechnologicz-
nych, przy uzyciu metod inzynierii genetycznej. W ich efekcie powstajg rekombinanty biat-
kowe — kopie endogennych, aktywnych biologicznie biatek, jak np. hormony, przeciwcia-
ta, szczepionki, srodki diagnostyczne. Obecnie w wyniku fragmentacji i tgczenia nici DNA
pochodzacych od kilku réznych organizméw, dzieki technologii rekombinowanego DNA,
uzyskiwane sg biatka wykorzystywane w leczeniu nowotwordw, alergii, choréb autoimu-
nologicznych i neurologicznych, choréb krwi, infekcji czy choréb genetycznych.

Stowa kluczowe: biofarmaceutyki, czynnik rekombinowany, hemofilia, inzynieria gene-
tyczna, leki biologiczne, leki biotechnologiczne, lek monoklonalny, lek rekombinowany,
przeciwciata monoklonalne, uktad immunologiczny, zastosowanie terapeutyczne.

Summary. The newest generation of medicinal products — called recombinant medicines —
appeared on the pharmaceutical market at the beginning of the 21st century, and caused
a real breakthrough in medicine, radically changing the efficiency of therapies for many di-
seases which, until then, had been incurable. The term ,,recombinant medicines” refers to
those medicines that — apart from so-called chemical medicines, which are obtained either
via chemical synthesis or via chemical modification of natural substances that usually can-
not be produced by an organism — are made via a biotechnological process, using engine-
ering methods. As a result, the recombinant proteins are created-copies of endogenic, bio-
logically active proteins such as hormones, antibodies, vaccines, and diagnostics. Currently,
by the fragmentation and connection of DNA threads — which come from a few different
organisms — and owing to recombinant DNA technology, we can receive the proteins which
are used in the treatment of cancer, allergy, autoimmunological and neurological diseases,
blood related diseases, infections or genetic disorders.

Keywords: biopharmaceutics, haemophilia, recombinant factor, genetic engineering,
biological medicines, biotechnological medicines, monoclonal medicine, recombinant
medicine, monoclonal antibodies, therapeutic use.

chemicznej lub chemicznej modyfikacji
substancji pochodzenia naturalnego (za-
zwyczaj substancje te nie s3 wytwarzane
przez organizm). Z poczatkiem XXI wie-
ku, wraz z nadejSciem metod inzynierii

NAUKA | PRAKTYKA

15



NAUKA | PRAKTYKA

Leki biologiczne
to grupa lekow
scisle zwigzanych
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na mechanizmy
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Biotechnologia
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inZynierie
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takze moZliwosci
poprawy wlasciwosci
Jarmakokinetycz-
nych i dostgpnosci
biologicznej

Jjuz znanych srodkow
leczniczych.

genetycznej i wykorzystaniem biotechnolo-
gii w przemy$le farmaceutycznym, rozpo-
czela sie era lekow biologicznych i stosuja-
cej je terapii biologiczne;j.

Rozwoj inzynierii genetycznej i biologii
molekularnej oraz wiedzy o procesach im-
munologicznych towarzyszacych wielu cho-
robom doprowadzil do stworzenia nowej
generacji lekow, zwanych lekami biologicz-
nymi. Leki te staly si¢ obecnie alternatywa
w terapii wielu chordb, zwtaszcza o podio-
Zu autoimmunologicznym, w sytuacjach,
gdy zawodza Srodki tradycyjne. Zajely one
znaczaca pozycje w onkologii, endokryno-
logii, gastroenterologii i reumatologii.

Leki biologiczne to grupa lekow SciSle
zwigzanych z czasteczkami biologicznie
czynnymi, naturalnie wystepujacymi w or-
ganizmie czlowieka, dziatajacych przez
wplyw na mechanizmy przez nie mediowa-
ne. Moga one nasladowa¢ funkcje prawi-
dtowych biatek ludzkich, wptywac na inte-
rakcje miedzy r6znymi biologicznie czyn-
nymi czasteczkami, na receptory komorko-
we. Niekiedy sg to czasteczki naturalnie
wystepujace (insulina, erytropoetyna, czyn-
niki wzrostu), kiedy indziej substancje te s
tak zaprojektowane, by wptywaty na r6zne
mechanizmy lezace u podtoza chor6b (an-
tagonici interleukin). Sa one wytwarzane
metodami biotechnologicznymi przy uzy-
ciu metod inzynierii genetycznej przez ko-
morki bakterii, grzybow, roslin lub ssakow
(rekombinanty biatkowe — kopie endogen-
nych, aktywnych biologicznie biatek — np.
hormony, przeciwciala, szczepionki) i na-
zywamy je lekami biotechnologicznymi.

Giéwne grupy lekéw biologicznych to
przeciwciala monoklonalne, rekombino-
wane biatka ludzkie, leki wplywajace na re-
akcje immunologiczne, dziatajace wybior-
czo na poziomie molekularnym na rozne
etapy patogenezy chordb (glownie zapal-
nych i nowotworowych — wybiorcze leki im-
munosupresyjne lub immunomodulujace).

Biotechnologia wykorzystujagca inzynie-
ri¢ genetyczng oferuje takze mozliwosci
poprawy wtaSciwosci farmakokinetycznych
i dostepnoSci biologicznej juz znanych
Srodkow leczniczych [1].
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OD PENICYLINY
DO BIOFARMACEUTYKOW

W wieku XX mialy miejsce dwa szcze-
gblnie wazne dla rozwoju nowoczesnej
biotechnologii lekéw momenty, ktore spo-
wodowaly silny wzrost pozycji rynkowej
nowoczesnych lekow biotechnologicznych
i rozszerzanie si¢ mozliwosci ich zastoso-
wan terapeutycznych. Pierwszy z tych mo-
mentOw to rozpoczecie w potowie lat
czterdziestych XX w. wielkoprzemystowe;j
produkcji pierwszego antybiotyku natural-
nego — penicyliny G, a w §lad za nig opra-
cowanie nowych technologii biosyntezy
kolejnych antybiotykéw i innych biopro-
duktéw. Drugi moment, ktory stat sie po-
czatkiem ery nowoczesnej biotechnologii,
to lata osiemdziesiate — rok 1982, gdy do
lecznictwa wprowadzono pierwszy lek uzy-
skany droga inzynierii genetycznej — re-
kombinowang ludzka insuline, rok 1985 r.,
gdy zarejestrowano pierwszy rekombino-
wany hormon wzrostu, i rok 1986, gdy za-
rejestrowano dwie pierwsze rekombino-
wane cytokiny: interferon alfa-2a i interfe-
ron alfa-2b oraz pierwsza rekombinowana
szczepionke przeciwko wirusowemu zapa-
leniu watroby typu B.

Tempo wzrostu udziatu lekdéw biotechno-
logicznych w wartoSci Swiatowego rynku le-
kéw okazato sie zawrotne: w roku 2004 sza-
cowano go na 20%, za$ na rok 2010 przewi-
duje sig, ze bedzie stanowit juz 50% rynku
farmaceutycznego na Swiecie.

Dzigki szybkiemu rozwojowi biologii mo-
lekularnej i technologii rekombinowanego
DNA oraz technologii przeciwcial mono-
klonalnych rozpoczgto w skali przemysto-
wej produkcje lekdéw o strukturze polipep-
tydowo-biatkowej. Okresla sie je najcze-
Sciej mianem ,,biofarmaceutykéw”, ale za-
liczane sg takze do znacznie szerszej klasy
lekéw nazywanych ,,biotechnologicznymi”
lub ,,biologicznymi produktami leczniczy-
mi” (uzywa si¢ takze terminow: ,biaika te-
rapeutyczne” lub ,terapeutyczne przeciw-
ciata monoklonalne”, ktore obejmuja bio-
farmaceutyki, czyli leki o strukturze poli-
peptydowo-biatkowej, otrzymywane z za-
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stosowaniem metod rekombinowanego
DNA lub technologii przeciwcial monoklo-
nalnych) [2].

Leki biotechnologiczne to biatka wytwa-
rzane wewnatrz zywych, wyizolowanych
komorek, ktore dzigki swojej strukturze
precyzyjnie rozpoznaja wilasciwe miejsce
w organizmie (np. konkretne receptory)
i dziataja w sposdb celowany. Aby komor-
ka mogta wytwarza¢ biatka lecznicze,
wprowadza sie¢ do jej genomu specjalnie
przygotowany faficuch DNA, zawierajacy
informacje¢ dotyczaca produkcji zadanego
biatka. Nastgpnie komorki s3 namnazane,
a po uzyskaniu odpowiedniej iloSci komo-
rek rozpoczyna sie faza produkeji biatka.
Kolejnym etapem jest oczyszczanie biat-
ka. Ostatnia faza produkcji lekow bio-
technologicznych, to wytworzenie stabil-
nej postaci farmaceutycznej. Uzyskuje si¢
ja poprzez rozpuszczenie biatka w specjal-
nych roztworach i schiodzenie. Poniewaz
biatka lecznicze po przyjeciu doustnym
zostalyby zniszczone w kwasnym soku Zo-
tadkowym, a nastepnie po prostu strawio-
ne, iniekcje nadal sa wigc podstawowa
droga dostarczania lekéw biotechnolo-
gicznych do organizmu.

Wigkszo$¢ biofarmaceutykdéw wytwarza
si¢ z uzyciem rekombinowanych bakterii
(gtéwnie Escherichia coli) i drozdzy (gtow-
nie Saccharomyces cerevisiae), rekombino-
wanych linii komorkowych organizmow
wyzszych oraz — w przypadku przeciwciat
monoklonalnych — w hybrydowych kultu-
rach miedzygatunkowych. W sktad biofar-
maceutykow wchodza rekombinowane
hormony, interferony, interleukiny, hema-
topoetyczne czynniki wzrostu, czynnik
martwicy nowotworow, czynniki krzepnie-
cia krwi, preparaty trombolityczne, enzymy
terapeutyczne, przeciwciala monoklonalne
i szczepionki, ktore znalazly zastosowanie
w leczeniu lub zapobieganiu takich scho-
rzefl, jak: cukrzyca, niedobor wzrostu
u dzieci i os6b dorostych, zawat serca, za-
stoinowa niewydolno$¢ serca, udar mozgu,
stwardnienie rozsiane, neutropenia, trom-
bocytopenia, anemia, zapalenie watroby,
reumatoidalne zapalenie stawdw, choroba
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Crohna, astma, bialaczka i wiele chordéb
nowotworowych.

Jako pierwsze biofarmaceutyki na $wia-
towe rynki farmaceutyczne wprowadzono
rekombinowane biatka o strukturze ami-
nokwasowej, identycznej z natywnymi biat-
kami ludzkimi, wytworzone w celu zasta-
pienia lub uzupetnienia niedoboru natural-
nych bialek. Stanowia one obecnie pierw-
szg generacje tych lekow.

W grupie drugiej generacji biofarmaceu-
tykow jako pierwsze pojawily si¢ te, w kto-
rych naturalne biatko zostato celowo pod-
dane modyfikacjom dotyczacym zmiany
sekwencji aminokwasow, zmiany sktadni-
kéw cukrowych (w przypadku biofarma-
ceutykow glikozylowanych), kowalencyj-
nego przylaczania innych czasteczek che-
micznych do bialek leczniczych, np. poli-
etylenoglikolu, lub fuzji dwu- albo wigcej
polipeptydow.

Jednymi z pierwszych biofarmaceuty-
kow, ktore zostaty poddane takiemu mo-
dyfikowaniu, byly insuliny i preparaty
trombolityczne. Zmiany sekwencji niekto-
rych aminokwaséw (inercja, delecja lub
substytucja) w tancuchach insuliny spowo-
dowaly otrzymanie szybko- i dtugodziata-
jacych analog6w insuliny, a w wyniku usu-
nigcia okreS§lonych domen strukturalnych
lub zastgpienia aminokwaséw w trzech po-
zycjach w tkankowym aktywatorze plazmi-
nogenu uzyskano druga generacje trombo-
litykow o przedtuzonym okresie pottrwa-
nia. W przypadku biofarmaceutykow gli-
kozylowanych (np. erytropoetyna, gluko-
cerebrozydaza) zmiana iloSci i jakoSci roz-
galezionych struktur cukrowych powoduje
wydluzenie okresu pottrwania w zmodyfi-
kowanej czasteczce.

W ostatnich latach wprowadzono do
lecznictwa formy PEG-interferonu alfa-2a
i alfa-2b oraz zmodyfikowany poprzez pe-
gylacje hematopoetyczny czynnik wzrostu
— filgrastim.

Do drugiej generacji biofarmaceutykow
naleza takze biatka fuzyjne (hybrydowe),
stanowigce jedne z najbardziej innowacyj-
nych produktéw inzynierii genetycznej
i skfadajace si¢ z dwoch lub wiecej natural-
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monoklonalnych -
w hybrydowych
kulturach
miedzygatunkowych.
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Dzieki wprowadzeniu
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nych biafek albo fragmentow bialek pota-
czonych ze soba bezposrednio lub za pomo-
ca krotkiego linkera. Y.aczenie biatek tera-
peutycznych z fragmentami lub catymi
przeciwcialami ma na celu uzyskanie biatek
fuzyjnych o ulepszonych wiasciwosciach.

Do grupy biofarmaceutykéw zaliczane sa
takze przeciwciala monoklonalne. Przeciw-
ciata monoklonalne I generacji to prepara-
ty pochodzenia mysiego, otrzymane Kkla-
syczng technologia hybrydowa opracowana
w 1975 roku przez biologa argentynskiego,
prof. uniwersytetu w Cambridge Cesara
Milsteina i Georgesa Koehlera, immunolo-
ga niemieckiego (obaj zostali laureatami
Nagrody Nobla w dziedzinie medycyny
w roku 1984). Ze wzgledu na wywotywanie
reakcji alergicznych wykorzystywano je
gtownie w celach analitycznych i diagno-
stycznych. Ponadto charakteryzowaly sie
one relatywnie krotkim okresem biologicz-
nego pottrwania. Tylko niektore z nich zna-
lazty zastosowanie terapeutyczne.

Dzieki wprowadzeniu do technologii
przeciwcial monoklonalnych i metod inzy-
nierii genetycznej otrzymano humanizowa-
ne, do stosowania w medycynie, preparaty
zaliczane do II generacji przeciwcial mo-
noklonalnych, ktére stanowia bardzo waz-
na grupe lekdéw stosowanych w onkologii
i wielu chorobach o podiozu immunolo-
gicznym. Charakterystyczng cechg tego ty-
pu przeciwcial monoklonalnych jest zna-
czaco zredukowana lub wyeliminowana
immunogennos¢.

Najnowsza generacja biofarmaceutykow
to czasteczki nonsensowne, ktore moga za-
burzaé proces komunikacji prowadzacy do
wytwarzania przez komorki niepozadanych
biatek. Pierwszy lek z tej grupy, oligonukle-
otyd nonsensowny, stosowany w leczeniu
zapalenia siatkowki spowodowanego zaka-
zeniem cytomegalowirusem (CMV) u cho-
rych na zesp6l nabytego niedoboru odpor-
nosci, zarejestrowano niedawno w Stanach
Zjednoczonych [2].

Duzym wyzwaniem i przysztoscia dla te-
rapii biologicznej z udziatem biofarmaceu-
tykOw jest grupa chordb o podiozu zapal-
nym, w powstawaniu ktérych uczestniczy
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uktad immunologiczny. Charakteryzuja si¢
one zaburzeniami immunologicznymi,
przewleklym procesem zapalnym i uszko-
dzeniem tkanek. Poniewaz choroby zapal-
ne dotycza wielu uktadow, takich jak po-
karmowy, krazenia, kostno-stawowy, ner-
wowy, oddechowy czy skora, rdznig si¢ one
obrazem klinicznym, maja natomiast
wspOlne szlaki molekularne powstale
wskutek nieprawidlowego lub nadmierne-
go wytwarzania cytokin. Do grupy cytokin
prozapalnych naleza m.in. TNF-alfa, IL-1
i IL-6 uczestniczace w wielu typach scho-
rzen o podlozu zapalnym. Dlatego celowe
bylo wprowadzenie do terapii lekdw inge-
rujacych w poziom cytokin, w tym prepara-
téw uzyskanych droga rekombinacji DNA
i technik przeciwcial monoklonalnych.

Biofarmaceutyki blokujace czynnik mar-
twicy nowotworow TNF-alfa i interleuki-
ne-1 (IL-1), ktére wprowadzono do lecz-
nictwa w koncu lat dziewiecdziesigtych,
stanowia przetom w hamowaniu postepu
reumatoidalnego zapalenia stawow. W la-
tach 2000-2003 dla preparatow etanercept,
infliximab 1 adalimumab rozszerzono
wskazania terapeutyczne o nieswoista cho-
roba zapalna jelita — chorobe Le$niowskie-
go-Crohna, w ktorej dochodzi m.in. do za-
burzenia réwnowagi pomiedzy aktywno-
Scig cytokin prozapalnych i przeciwzapal-
nych, oraz o leczenie fuszczycy.

Niezwykle waznym celem terapeutycz-
nym dla nowych biofarmaceutykéw sa cho-
roby ukfadu krazenia, takie jak miazdzyca,
choroba niedokrwienna serca i przewlekta
niewydolnos¢ serca. Istnieja dowody na to,
ze w patogenezie miazdzycy wazna role od-
grywa proces zapalny dotyczacy Sciany na-
czynia, na ktorego rozwdj i przebieg wply-
waja cytokiny prozapalne, m.in. IL-1, IL-6
i TNF-alfa. Nasilenie zmian miazdzyco-
wych stwarza ryzyko zaostrzenia choroby
niedokrwiennej, a w konsekwencji zawatu
serca. Takze w przewleklej niewydolnoSci
serca stwierdzono w surowicy krwi podwyz-
szony poziom cytokin prozapalnych z gru-
py interleukin oraz TNF-alfa.

Na réznych etapach badan sa prace oce-
niajace skuteczno$¢ biofarmaceutykow
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blokujacych dzialania cytokin prozapal-
nych (np. etanercept) i stosowanych dozyl-
nie immunoglobulin, ktére poprawiaja
frakcje wyrzutowa lewej komory serca
u chorych z niedokrwienna i samoistna
kardiomiopatig rozstrzeniowa oraz powo-
duja wzrost wydolnoSci wysitkowej cho-
rych, w skojarzeniu ze stosowanym dotych-
czas standardowym leczeniem. Musza one
by¢ potwierdzone w badaniach klinicznych
przeprowadzonych w duzych grupach cho-
rych, z twardym punktem koncowym doty-
czacym SmiertelnoSci.

Inne wazne cele terapeutyczne dla no-
wych preparatow biofarmaceutycznych to
astma bedaca schorzeniem ukfadu odde-
chowego o podiozu zapalnym, stwardnie-
nie rozsiane (z nadprodukcja TNF-alfa,
IL-6, 1L-12 i IL-23), goraczka u chorych
przebywajacych na oddzialach intensywnej
terapii wystgpujaca z przyczyn innych niz
zakazenia, w powstaniu ktorej odgrywaja
role cytokiny.

TRADYCYJNY LEK SYNTETYCZNY
A LEK BIOTECHNOLOGICZNY

Wytwarzane na relatywnie duza skale
(znacznie krotszy, 4-10 zamiast 14-17 lat,
jest czas uptywajacy od ich klonowania do
wprowadzenia na rynek), leki biotechnolo-
giczne staja si¢ bardziej dostepne dla pa-
cjenta. Rozwijajacy sie rynek biofarmaceu-
tykow przyniost ogromny postep w terapii
wielu chorob: produkty te zoptymalizowaty
przez tysigclecia doskonalone przez nature,
a nawet poprawione struktury i otworzy-
ty nowe mozliwosci terapeutyczne, dajac
absolutna pewno$¢ zamierzonych w lecze-
niu efektdw terapeutycznych oraz bezpie-
czefnstwo stosowanych w nim produktow
leczniczych [3].

Leki wytwarzane metodami biotechno-
logicznymi odgrywaja obecnie gléwna role
w farmakoterapii wielu chordb, zwtaszcza
tych, w ktorych tradycyjne leki chemiczne
byly nieskuteczne. Jedng z gtéwnych dzie-
dzin, w ktorych stosuje si¢ biofarmaceuty-
ki, jest zatem onkologia. Obecnie dostepne
leki biotechnologiczne uwaza si¢ za bez-
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pieczne i bardzo dobrze tolerowane, a ty-
powe dla tej grupy preparatow zawieraja-
cych bialka i polipeptydy reakcje immuno-
logiczne sa rzadkie.

Leki biotechnologiczne i konwencjonal-
ne leki chemiczne r6znig si¢ fundamental-
nie pod wzgledem struktury i mechani-
zmdw dziatania [1, 3]. Catkowicie odmien-
ne sa sposoby ich wytwarzania. Leki bio-
technologiczne sa wytwarzane przez zywe
komorki, a leki chemiczne w procesach
chemicznych. Struktura czasteczek biole-
kow jest w zwiazku z tym nieporownywal-
nie bardziej ztozona i znajduje to odzwier-
ciedlenie w ich masie czasteczkowej, kto-
ra jest §rednio 100-1000-krotnie wicksza.
Dla poréwnania biofarmaceutyk, interfe-
ron b, charakteryzuje si¢ masa czasteczki
19 000 D, podczas gdy czasteczka przed-
stawiciela lekow klasycznych, kwasu acety-
losalicylowego ma mase jedynie 180 D [4].
Tak r6zna masa czasteczki nie jest jednak
gléwna przyczyng ich odmiennoSci, gdyz
nalezy pamietaé, ze ztozona budowa bia-
tek stanowiagcych produkty farmaceutycz-
ne jest tez uwarunkowana ich struktura
(drugorzedowa, trzeciorzedowa oraz tzw.
czwartorzgdowa), ktora wyznacza specy-
ficzne interakcje z wieloma innymi biatka-
mi i receptorami w narzadach docelowych.

Witasciwosci farmakodynamiczne far-
maceutykow biologicznych i chemicznych
zalezg od ich zdolnoSci do swoistych inte-
rakcji z procesami biologicznymi. Podczas
gdy leki chemiczne wplywaja na ogol na
jeden lub najwyzej kilka procesow (zazwy-
czaj reakcji enzymatycznych), biofarma-
ceutyki wykazuja znacznie bardziej zlozo-
ne dzialanie. Przyktadem jest wspomniany
interferon, ktory oddziatuje na ekspresje
ponad 40 gendw. Z tych tez powodow pet-
nego mechanizmu dziatania lekéw biolo-
gicznych w zasadzie nie mozna okre§li¢
[5]. W przeciwiefistwie do tego procesy
syntezy lekéw chemicznych sa zazwyczaj
tatwe do opisania, podobnie jak sama
struktura leku, opisywana wzorem che-
micznym. Ponadto w wielu przypadkach
lek biologiczny w swojej postaci finalnej,
czyli tej, w ktorej jest podawany pacjentowi,
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nie zawiera jednej SciSle okreSlonej cza-
steczki, ale jest mieszanina r6znych izo-
form. Na przyktad w sktad preparatu
czynnika wzrostu, rekombinowanej ludz-
kiej erytropoetyny, wchodzi wiele izoform
o roznych wtasnosciwoSciach farmakoki-
netycznych [6, 7]. Ponadto leki biologicz-
ne niemal zawsze podaje si¢ parenteralnie
lub wziewnie i dlatego sa one bardzo wraz-
liwe na warunki zewnetrzne, takie jak tem-
peratura czy naslonecznienie, a to z kolei
wymaga Scislego przestrzegania zasad ich
przechowywania.

REKOMBINOWANE CZYNNIKI
KRZEPNIECIA

Jedna z dziedzin, w ktdrej znajduja zasto-
sowanie leki rekombinowane, jest hemofi-
lia, w leczeniu ktorej naSladujg one dziata-
nie ludzkich biatek, a jednoczesnie dzigki
procesowi produkcji pozwalaja na catkowi-
te wyeliminowanie zagrozefi zwiazanych
z nieznanymi obecnie patogenami przeno-
szonymi przez krew.

Hemofilia to rzadkie, genetycznie uwa-
runkowane zaburzenie krzepniecia krwi —
zwane tez wrodzong skaza krwotoczng. Po-
woduje ja brak lub obnizenie poziomu bial-
ka osocza uczestniczacego w procesie
krzepniecia krwi. Osoby zdrowe posiadaja
wszystkie czynniki krzepnigcia, poczawszy
od I do XIII. Osoby chore na hemofilie nie
maja jednego z tych czynnikow lub tez jego
poziom jest niewystarczajacy.

Najczestsza posta¢ hemofilii — hemofilia
A — jest efektem zmniejszenia aktywnoSci
czynnika krzepnigcia VIII, a hemofilia B -
czynnika IX. Poniewaz geny kodujace te
biatka sa sprzezone z plcia, na hemofili¢
choruja przede wszystkim mezczyZni.
Schorzenie ujawnia si¢ zazwyczaj na prze-
fomie 1. i 2. roku zycia, gdy po zwyklym
skaleczeniu u dziecka wystepuje przedtu-
zone krwawienie.

Najbardziej charakterystycznymi objawa-
mi ciezkiej hemofilii s3 samoistne krwawie-
nia do stawow, ktore zaczynaja sie miedzy
3.1 4. rokiem zycia. W ciagu roku chory
moze doznac od 20 do 40 takich krwawien,

co prowadzi do zwyrodnienia stawow, kto-
re to jest zrodiem silnego bolu i stopniowo
prowadzi do kalectwa. W hemofilii docho-
dzi rowniez do krwawien do innych tkanek
i narzadow, jak migsnie czy mozg, co moze
by¢ grozne dla zycia.

Uszkodzenie stawéw powodowane po-
wtarzajacymi si¢ krwawieniami do stawow,
zwane artropatia hemofilowa, jest jednym
z najbardziej wyniszczajacych i kosztow-
nych nastepstw hemofilii. Moze ono pro-
wadzi¢ do dtugotrwalego procesu zapalne-
go oraz pogorszenia funkcji stawow,
a w koficu do utraty jego ruchomosci.

Historycznym krokiem w kierunku za-
pewnienia pacjentom bezpieczne] terapii
iuchronienia ich przed zakazeniam przeno-
szonymi droga krwiopochodng byto opra-
cowanie pierwszych osoczopochodnych
koncentratow czynnikéw krzepnigcia, lecz
mimo ogromnego postepu w zakresie pro-
dukcji oraz inaktywacji wirusow, bezpie-
czenstwo ich stosowania okazalo sie niepet-
ne. Przez niemal dwadzieScia lat poszuki-
wano wigc kolejnej generacji rekombino-
wanego czynnika VIII tworzonego z mysla
o catkowitym uniezaleznieniu produkcji tej
czasteczko od biatek ludzkich i zwierze-
cych. Rekombinowane czynniki krzepnigcia
VIII i IX trzeciej generacji wprowadzono
na rynek na poczatku XXI wieku.

Czynniki rekombinowane, koncentraty
czynnikOw krzepniecia stosowane w le-
czeniu chorych na hemofili¢, opracowano
dzieki zaawansowanym technikom biolo-
gii molekularnej. Ich Zrédlem sa przeci-
nane i faczone nici DNA pochodzace od
kilku r6znych organizmdéw. W czynnikach
rekombinowanych gen ludzkiego czynni-
ka krzepniecia wprowadzono do komdrek
zwierzecych i za ich poSrednictwem pro-
dukowany jest ludzki czynnik krzepnie-
cia. Czynniki rekombinowane nie sg pro-
dukowane z krwi. Koncentraty rekombi-
nowane sg bardzo starannie przebadane,
a ich wysoka jako$¢ stale doskonalona.
Produkty trzeciej generacji sa catkowicie
wolne od patogendw, ktore mogtaby za-
wierac krew.

Chociaz w przypadku koncentratow re-
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kombinowanych  Zrodtem  czynnikow
krzepnigcia nie jest krew, otrzymywany
czynnik krzepniecia jest prawie identyczny
z naturalnym. Proces naturalny i proces
produkcji czynnikdéw rekombinowanych
wykorzystuje te same lub troche zmodyfi-
kowane instrukcje zapisane w genie kodu-
jacym czynnik krzepnigcia.

Obecnie produkty rekombinowane sto-
sowane w hemofilii dzielimy na:

— produkty pierwszej generacji (np. Re-

combinate), ktore nie sa wytwarzane
z krwi ludzkiej, ale w procesie produk-
cji oraz dla stabilizacji koncowego pro-
duktu wykorzystano niektére proteiny
ludzkie — albuminy, surowicg ludzka),

— produkty rekombinowane drugiej ge-

neracji stabilizowane cukrami zamiast
albuminy ludzkiej (np. czynnik IX Be-
neFIX, produkowany bez krwi czy tez
innych produktow krwiopochodnych,
zblizony do produktow pierwszej gene-
racji, ale w koncowej fazie jego produk-
cji nie sa dodawane albuminy ludzkie),

— produkty trzeciej generacji (np. Ad-

vate w trakcie procesu produkcyjnego
i w konicowym produkcie nie ma do-
dawanych protein ludzkich lub zwie-
rzegcych).

Produkty trzeciej generacji powstaly dla-
tego, ze dodawanie protein ludzkich i zwie-
rzgcych niosto ryzyko zanieczyszczenia
produktu koficowego. Aby calkowicie je
wyeliminowaé, wprowadzono modyfikacje
technologii wytwarzania czynnikdéw rekom-
binowanych. Dodatkowo dla produktu
trzeciej generacji Advate zastosowano wy-
soce skuteczna metode eliminacji wirusow.
Advate okazal si¢ produktem, ktory nie
wywoluje prawie zadnych reakcji alergicz-
nych i jest bardzo dobrze tolerowany przez
chorych na hemofilie. Badania wykazaly
bardzo rzadkie wystepowanie inhibitora
czynnika krzepniecia w wyniku stosowania
tego leku.

Synteza rekombinowanego czynnika
krzepniecia VIII odbywa sie¢ w komorkach
jajnika lub komorkach nerki zarodka cho-
mika chinskiego. Oba rodzaje komorek sg
wykorzystywane do wytworzenia roznych
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rekombinowanych biatek od wielu lat
(m.in. erytropoetyny, interferonu). Komor-
ki chomika chifiskiego pozwalaja na mody-
fikacje gendow czynnika VIII, a przede
wszystkim nie przenosza ludzkich wirusow.
Jedna pobrana komdrke powiela si¢ na ska-
le produkcyjna.

Geny ludzkie, ktore sa odpowiedzialne za
produkcje czynnika VIII, naukowcy dota-
czaja do genetycznie zmienionego wiruso-
wego DNA. W wyniku dziatan inzynierii
genetycznej specjalny odcinek DNA ulega
otwarciu za pomocg enzymu, a nastgpnie
do tancucha DNA wbudowywana jest kopia
genu kodujacego czynnik krzepnigcia VIII,
po czym taficuch DNA jest zamykany. Taka
hybryde nazywamy wektorem. Wektor
przenosi gen ludzkiego czynnika krzepnie-
cia do komérek zwierzecych. Tak przygoto-
wane komorki zwierzece sa umieszczane
w duzym zbiorniku z ptynem, tzw. medium,
ktory zawiera substancje odzywcze potrzeb-
ne dla rozwoju linii tkankowych.

Rekombinowany czynnik VIII jest wy-
dzielany z komoérek do podtoza hodowla-
nego, a nastepnie ekstrahowany metoda
chromatograficzng. Produkt umieszczany
jest w zamrazarce (-60°C), a kolejne kroki
to finalna formulacja i dodanie syntetycz-
nych substancji stabilizujacych. Na zakon-
czenie procesu produkcji czynnik trafia do
opakowan, poddawany jest procesowi liofi-
lizacji i etykietowania.

Ludzkie i zwierzece bialka dotychczas
stosowane w celu wzbogacenia podioza
hodowlanego oraz ludzka albumina, ktora
petnita role stabilizatora koficowego pro-
duktu, byly potencjalnym zrédtem zakaze-
nia chorobami, ktorych dzi§ jeszcze nie po-
trafimy rozpozna¢. Chodzi tu gléwnie o ta-
kie wirusy, ktérych dotad jeszcze nie zna-
my, oraz o wirusy bezotoczkowe i priony.
Aby calkowicie wyeliminowaé to ryzyko,
w technologii wytwarzania czynnikéw re-
kombinowanych zastapiono biatka zwie-
rzece roS§linnymi. Do czasu rejestracji
w 2003 roku rekombinowanego czynnika
krzepnigcia VIII produkowanego bez
kontaktu oraz niezawierajacego bialtek
pochodzenia ludzkiego lub zwierzgcego

NAUKA | PRAKTYKA

Geny ludzkie, ktore
sq odpowiedzialne
za produkcje
czynnika VIII,
naukowcy dolgczajg
do genetycznie
Zmienionego
wirusowego DNA.

Produkty trzeciej
generacji powstaly
dlatego, ze dodawanie
protein ludzkich

i zwierzecych

niosto ryzyko
zanieczyszczenia
produktu koricowego.
Aby catkowicie je
wyeliminowac,
wprowadzono
modyfikacje
technologii
wytwarzania
czynnikow
rekombinowanych.

>

21



NAUKA | PRAKTYKA

>

Wiele krajow

z uwagi na ryzyko
zakazen i zwigzane
z nimi dodatkowe
koszty leczenia
postanowito
zapewnic wszystkim
pacjentom chorym
na hemafilie dostep
do preparatow
rekombinowanych.

W polskich
zaleceniach
postepowania we
wrodzonych skazach
krwotocznych oraz
europejskich
zasadach opieki
nad chorymi

na hemofilie
podkreslono
bezpieczeristwo
koncentratow
rekombinowanych
i zasugerowano
stosowanie tych
lekow w leczeniu
hemofilii.

W procesie oczyszczania wszystkich re-
kombinowanych czynnikow krzepnigcia
VIII uzywano przeciwcial monoklonal-
nych pochodzacych z mysich linii komor-
kowych. Z uwagi jednak na mozliwos¢
przenoszenia nieznanych wspotczes$nie
czynnikdéw chorobotworczych, w najnow-
szych lekach wykorzystuje si¢ wylacznie
syntetyczne aminokwasy.

Od polowy lat osiemdziesiatych oprocz
rutynowych testow krwi czynniki krzepnie-
cia poddawane sa skomplikowanym proce-
durom oczyszczajacym za pomoca przeciw-
cial monoklonalnych, nanofiltracji oraz
procesowi inaktywacji wirusow (pasteryza-
cja, metoda rozpuszczalnik/detergent). Re-
zultaty takich pocedur bezpieczefistwa sto-
sowanych wobec preparatow krwiopochod-
nych sa pozytywne: od prawie 20 lat na ca-
tym Swiecie wsrdd chorych na hemofilie nie
wykryto przypadku infekcji wirusem HIV
[3,4,7,11, 13].

Zalety lekow rekombinowanych w po-
rownaniu do lekow osoczopochodnych to:

— znaczne obnizenie ryzyka a w przypad-

ku czynnikéw krzepnigcia produkowa-
nych bez kontaktu oraz niezawieraja-
cych biatek pochodzenia ludzkiego czy
zwierzecego catkowita (do zera) likwi-
dacja ryzyka przeniesienia nawet nie-
znanych wspodlczesnie czynnikdéw cho-
robotworczych,

— tatwiejsza dostgpno$¢ (nie wymagaja

pozyskiwania osocza).

Rekombinowane czynniki krzepniecia sa
jednak w podobnym do osoczopochod-
nych czynnikow procencie obarczone ryzy-
kiem wystapienia inhibitora, czyli nieko-
rzystnego zjawiska powstawania alloprze-
ciwcial przeciwko podawanemu czynniko-
wi u wczeSniej leczonych pacjentdw.
Mniejsza jest takze objetos¢ infuzyjna pre-
paratow rekombinowanych niz prepara-
toéw otrzymywanych z krwi [4, 9, 13].

W zaleceniach postgpowania obowiazu-
jacych w wielu krajach rekombinowane
czynniki krzepniecia VIII i IX uznawane sa
za leki z wyboru odpowiednio w hemofilii
A i1 B. Kanada jako pierwsza wprowadzifa
takie zalecenia juz w 1999 roku. W 2003 ro-
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ku, jako standard, przyjeta to Wielka Bry-
tania, a USA w 2006 r. Rok p6zniej zalece-
nia takie oglosita rada naukowa powotana
przez kraje battyckie: Litwe, Lotwe i Esto-
ni¢. W Hiszpanii podobne wytyczne przyje-
to w 2008 roku, podobnie jak w Polsce.

Wiele krajow z uwagi na ryzyko zakazen
i zwiazane z nimi dodatkowe koszty lecze-
nia postanowito zapewni¢ wszystkim pa-
cjentom chorym na hemofili¢ dostep do
preparatow rekombinowanych (Anglia, Ir-
landia, Dania, Szkocja, Kanada), a w wigk-
szoSci krajow ,,starej” Unii Europejskiej
rekombinowany czynnik VIII juz w 2003 r.
stanowil 50-80% ogodlnego zuzycia koncen-
tratow czynnika VIII (Szwecja, Niemcy,
Holandia, Anglia, Francja, Belgia, Norwe-
gia, Wlochy, Szwajcaria, Portugalia, Au-
stria, Grecja). Eksperci podkreslaja, ze
w sytuacji ograniczonych §rodkéw finanso-
wych pierwszefistwo w dostepie do koncen-
tratow rekombinowanych nalezy przyznaé
pacjentom uprzednio nieleczonym, w dru-
giej kolejnoSci pacjentom, ktorzy nie zosta-
li zakazeni wirusami HIV ani HCV, nastep-
nie pacjentom HIV-dodatnim, a w ostat-
niej kolejnosci zakazonym wirusem HCV.

W polskich zaleceniach postepowania we
wrodzonych skazach krwotocznych oraz
europejskich zasadach opieki nad chorymi
na hemofilie podkreslono bezpieczefistwo
koncentratéow rekombinowanych i zasuge-
rowano stosowanie tych lekéw w leczeniu
hemofilii. Upowszechnienie nowocze-
snych lekéw rekombinowanych zapewne
wplynie rowniez na koszt ich wytwarzania,
co pozwoli wkrotce udostgpnic¢ leki re-
kombinowane wszystkim zainteresowa-
nym [3, 5, 6, 11, 13].

PODSUMOWANIE

Biotechnologia i wytwarzane dzigki jej
osiggnigciom leki sa dzisiaj powszechnie
stosowane niemal we wszystkich dziedzi-
nach medycyny. Biofarmaceutyki stworzyly
bowiem mozliwosci, jakich nie dawaly tra-
dycyjne leki chemiczne. Wygasanie ochro-
ny patentowej na wiele biolekéw spowodu-
je pojawienie si¢ w najblizszych latach wie-
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lu preparatow biopodobnych, ktore stwo-
rza alternatywy leczenia wielu choréb, pod
warunkiem, ze zasady ich rejestracji, ozna-
czania i monitorowania dzialan niepozada-
nych beda SciSle przestrzegane. Wymaga to
jednak wprowadzenia szczegbtowych i jed-
noznacznych uregulowan prawnych. By za-
pewni¢ pacjentom bezpieczefistwo i sku-
teczno$¢ leczenia biofarmaceutykami, le-
karze i farmaceuci musza mie¢ §wiadomos§¢
istotnych rdznic, jakie wystepuja w przy-
padku generykdéw lekow chemicznych
i produktoéw biopodobnych.
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