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Kratak sadrzaj

Vise od dve decenije bioloski lekovi (proteini dobijeni iz bioloskih izvora, kao $to su
bakterije, gljive ili Celije sisara) koriste se u terapiji razliCitih autoimunskih/ inflamatornih
bolesti i tumora kod ljudi. Primena ovih lekova prac¢ena je pojavom novih nezeljenih efekata
koji se mogu svrstati u pet razli¢itih grupa koje se obelezavaju slovima gr¢kog alfabeta (od a do
€). Reakcije preosetljivosti koje se vezuju za imunogenost bioloskih lekova su klasifikovane kao
reakcije iz grupe tip B. U praksi, svi proteini koji se koriste kao bioloski lekovi, pokre¢u imunski
odgovor, a kao rezultat nastaju anti-lek antitela. Brojni faktori koji su vezani za sam lek,
pacijenta ili na¢in davanja leka mogu da uti¢u na imunogenost nekog bioloskog leka. Anti-lek
antitela mogu da se vezu za lek i smanje njegovu efikasnost ili da izazovu reakcije
preosetljivosti (uglavnom tip I, rede tip III). Infuzijska reakcija, koja se javlja ve¢ u toku
davanja infuzije leka ili u okviru jednog sata od njenog zavrsetka, jedna je od najcescih reakcija
preosetljivosti na bioloSke lekove. U ovom radu opisani su faktori koji mogu da utiu na
imunogenost bioloskih lekova i patogenetski mehanizmi reakcija preosetljivosti na bioloske
lekove.

Kljuéne reci: imunogenost, bioloski lekovi, anti-lek antitela, nezeljeni efekti,
monoklonska antitela

457



Uvod

Vise od dve decenije bioloski lekovi (proteini dobijeni iz bioloskih izvora, kao Sto
su bakterije, gljive ili ¢elije sisara), pre svega citokini, monoklonska antitela (mAt) i
fuzioni proteini, koriste se u terapiji razliitih autoimunskih/inflamatornih bolesti i
tumora kod ljudi. Primena ovih lekova pracena je pojavom nezeljenih efekata koji se
razlikuju od onih koji nastaju nakon primene klasi¢nih/hemijskih lekova. Nezeljeni
efekti bioloskih lekova Cesto zavise od prirode ciljnog molekula na koji oni deluju i
povezuju se sa bioloskim efektima dejstva tih molekula. Imaju¢i u vidu specifi¢nost
nezeljenih efekata bioloskih lekova napravljena je posebna klasifikacija njihovih
nezeljenih efekata. Prema klasifikaciji koju je predlozio Pichler (1) neZeljeni efekti se
svrstavaju u pet razli¢itih grupa koje se obelezavaju slovima grékog alfabeta (od o do €)
da bi se razlikovali od klasifikacije nezeljenih efekta hemijskih lekova.

Nezeljeni efekti koji se svrstavaju u Tip a se povezuju sa sistemskom primenom
relativno visokih koncentracija citokina ili sa visokom koncentracijom citokina koji se
oslobadaju u cirkulaciju nakon primene bioloskog leka, a §to se oznacava kao sindrom
oslobadanja citokina (engl. cytokines released syndrome, CRS). Druga grupa nezeljenih
efekata (Tip P) povezuje se sa reakcijama preosetljivosti na bioloski lek koje mogu biti
posredovane antitelima (najées¢e IgE 1 IgG klase) i T-limfocitima. Velika grupa
nezeljnih efekata, koji se ne mogu objasniti ni pove¢anom koncentracijom citokina ni
indukcijom preosetljivosti, povezuje se sa imunskim/citokinskim disbalansom (engl.
immune/cytokine imbalance syndromes) svrstana je u tip y. Kao posledica ovog
disbalansa moze do¢i do razvoja imunodeficijencija, autoimunosti ili alergijskih
reakcija. Nezeljeni efekti tipa 0 vezani su za primenu antitela u terapiji tumora i nastaju
onda kada antitelo koje je usmereno protiv antigena na tumorskoj ¢eliji ukrSteno reaguje
sa netumorskim celijama koje ispoljavaju taj isti antigen (ukrStena reaktivnost).
Relativno mali broj bioloskih lekova moze da prouzrokuje simptome koji ne pogadaju
direktno imunski sistem (Tip €). Ovi efekti na posredan nain ukazuju na inicijalno
nepoznate funkcije bioloskog leka ili ciljnog molekula (1).

Reakcije preosetljivosti - neZeljeni efekti iz grupe tipa

U nezeljene efekte iz grupe tipa P svrstavaju se reakcije preosetljivosti koje se
povezuju sa imunogenoS¢u bioloSkih lekova. U celini gledano, hroni¢na primena
bioloskih lekova dovodi do aktivacije imunskog odgovora i nastanka anti-lek antitela.
Iako podaci viSegodiSnjih istrazivanja pokazuju da je nastanak anti-lek antitela pre
pravilo nego izuzetak, kod velikoj broja pacijenata ona ne uticu na efikasnost ili
bezbednost primene bioloSkog leka. U slu¢ajevima kada su registrovani nezeljeni efekti
anti-lek antitela oni su bili vezani za smanjenje efikasnosti leka, za neutralizaciju
njegovog delovanja (u slucaju nastanka neutraliSu¢ih anti-lek antitela) ili za razvoj
reakcije preosetljivosti na lek (2).
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Imunski mehanizmi nastanka anti-lek antitela

Danas je opSte prihvaceno da je humoralna imunost, koja je posredovana
antitelima, najzastupljeniji oblik imunosti tokom primene vecine bioloskih lekova (3). S
obzirom da su bioloski lekovi proteini, za sintezu antitela je neophodno ucesce T-
¢elija, pa se ovi antigeni, kao i humorani imunski odgovor koji pokrecu, oznacavaju kao
T-zavisni (4). Prakti¢no, to znaci da kada se primeni bioloski lek, njega preuzimaju i
obraduju antigen-prezentujuée ¢elije (APC), a zatim ga prezentuju pomo¢ni¢kim CD4+
(engl. helper, Th) T-limfocitima, koji se aktiviraju kada ga prepoznaju . Ove ¢elije (Th
limfociti) zatim imaju vaznu ulogu u aktivaciji i diferencijaciji B-¢elija u ¢elije koje ¢e
sekretovati antitela razli¢itih klasa (IgG, IgE ili IgA) 1 visokog afiniteta (4, 5). Podaci iz
literature pokazuju da su anti-lek antitela IgG klase najzastupljenija tokom imunskog
odgovora na razliCite bioloske lekove i da su ozbiljni nezeljeni efekti koji mogu da se
ispolje tokom primene bioloskih lekova uglavnom posledica visokog nivoa anti-lek
antitela IgG klase (2).

Rede, bioloski lekovi mogu da se ponaSaju kao neproteinski ili T-nezavisni
antigeni i da direktno aktiviraju B limfocite bez pomoci T-¢elija. To se najces¢e desava
kada bioloski lekovi formiraju agregate koji na svojoj povrSini imaju neke strukture
koje se ponavljaju (podsecaju na strukture mikroorganizama) (5). Agregati mogu nastati
usled razli¢itih interakcija izmedu proteina, kao Sto su hidrofobne reakcije, ili
strukturnih promena koje su posledica hemijskih modifikacija - oksidacije ili
deamidacija. Faktori koji uticu na stepen agregacije su i pH, temperatura, koncentracija,
dodirna povrsina vazduh-te¢nost i drugi faktori (2, 6). Kao rezultat T-nezavisnog
imunskog odgovora nastaju antitela [gM klase niskog afiniteta (4).

Faktori koji uti¢u na imunogenost
Faktori vezani za sam bioloski lek (stepen ,,humanizacije” bioloskog leka)

Kada bioloski lek, a to se najces¢e odnosi na mAt, sadrzi neke sekvence koje
organizam pacijenta prepoznaje kao strane (engl. non-self epitops) dolazi do imunskog
odgovora 1 produkcije specifi¢nih anti-lek antitela (7). Kao $to je i o¢ekivano, misja i
himerna mAt su izrazito imunogena jer sadrze sve (miSja) ili bar neke strane
determinante (kod himernih mAt 25-30% molekule tj. varijabilni regioni su misjeg, a
konstantni regioni su humanog porekla) (8). U prilog prethodnoj tvrdnji ide podatak da
do stvaranja anti-lek antitela dolazi kod velikog broja pacijenata (i do 60%) koji primaju
himerno mAt infliksimab (9). Savremene molekulske tehnike omogucile su dobijanje
humanizovanih (samo hipervarijabilni regioni su misjeg porekla $to ¢ini oko 10% cele
molekule) ili potpuno humanih mAt (opisano u radu 8), ¢ime je znacajno smanjena
imunogenost. Ipak, i nakon primene humanih mAt kod pacijenata su detektovana anti-
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lek antitela (8), Sto je verovatno posledica razliCite glikozilacije ili razlika u antigen-
vezuju¢em mestu mAt. Fuzioni proteini, kao Sto su etanercept ili abatacept, manje su
imunogeni od celih molekula antitela i njihova imunogenost se uglavnom povezuje sa
novoformiranim determinantama koje nastaju u regionu spajanja solubilnog molekula i
Fc fragmenta At (10). Konac¢no, odsustvo Fc fragmenta kod nekih bioloskih lekova
(npr. certolizumaba koji je pegilovani Fab fragment), ne samo da smanjuje nezeljene
efektorske funkcije, ve¢ 1 njihovu imunogenost. Ovo se objasnjava time da je
preuzimanje/prerada kompleksa ciljni molekul-lek posredstvom Fc receptora na APC
smanjeno, a samim tim i aktivacija imunskog odgovora (11).

Stepenu imunogenosti jednog bioloskog leka moze da doprinese i veli¢ina
kompleksa koju on stvara sa ciljnom molekulom. Na primer, etanercept formira male
imunske komplekse (veli¢ine do 300kDa), dok kompletna anti-TNF-a mAt formiraju
vece komplekse (4000kDa adalimumab i 14000kDa infliksimab). Ve¢i kompleksi
poveéavaju preuzimanje leka od strane APC, a time i imunogenost, ali mogu i direktno
da stimuliSu B ¢elije 1 dovedu do produkcije anti-lek antitela (12).

Modifikacija bioloskih lekova glikozilacijom ili kovalentnim vezivanjem
polimera polietilen glikola (PEG) za proteine (PEGilacija) u zna¢ajnoj meri moze da
izmeni njihovu imunogenost. Pokazano je da umetanje odredenih glikana u molekule
mAt tokom same sinteze molekula antitela od strane misjih mijelomskih SP2/0 celija,
moze dovesti do IgE-posredovane imunogenosti tokom njegove primene (13).
Paradoksalno, iako se pegilacijom smanjuje imunogenost terapeutskih proteina
(povecava se rastvorljivost, maskiraju neki epitopi koji pokre¢u imunski odgovor,
smanjuje frekvencija doziranja i dr.) u nekim slucajevima ova modifikacija bioloskog
leka povecava imunogenost (14). lako jo§ uvek nema pouzdanih klinickih dokaza,
oksidacija ili deamidacija proteina, koja moze nastati usled interakcije komponenti
pakovanja sa bioloskih lekom, takode se moze povezati sa njihovom povecanom
imunogeno$¢u. Smatra se da slobodni radikali koji nastaju tokom procesa oksidacije
mogu biti tzv. ,,opasni signali” koji ¢e dovesti do aktivacije APC, a samim tim i T éelija,
ili da modifikacije proteina, bilo oksidacijom bilo deamidacijom, mogu da dovedu do
promene konformacione strukture proteina, Sto moze dovesti do izloZzenosti nekih novih
epitopa antigena imunskom sistemu i pokrenuti imunski odgovor na njih (2, 6).

Faktori vezani za na¢in primene leka

Opste je prihvaceno da visoke doze leka indukuju toleranciju i smanjuju
imunogenost. Visoke doze infliksimaba kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom (RA)
i Kronovom boles¢u su u negativnoj korelaciji sa pojavom anti-lek antitela (15, 16).
Zatim, ucestalost 1 duzina terapije, kao 1 nacin davanja leka mogu da uti¢u na pokretanje
imunskog odgovora na bioloski lek.
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Kada je u pitanju nacin davanja leka, smatra se da je intravenski nacin davanja
manje imunogen u poredenju sa intramuskularnim, subkutanim ili intranazalnim
nac¢inom davanja (17). Potencijalno objasnjenje za ovo bi moglo da lezi u ¢injenici da su
1 koza 1 mukozne membrane prva linija odbrane od stranih antigena/patogena i da su
bogate APC, naro¢ito dendritskim Celijama, koje su glavne éelije za preuzimanje i
prezentaciju proteina T-Celijama (2). Zatim, tokom subkutane primene leka neminovno
dolazi do ostecenja tkiva i nekroze ¢elija §to moze stvoriti ,,opasne signale” i dodatno
stimulisati imunski odgovor na bioloski lek. Ipak, nijedan nacin davanja leka sam po
sebi ne izaziva imunogenost, tako da ona ipak najviSe zavisi od karakteristika samog
bioloSkog leka. U skladu sa tim su i podaci iz literature da promena nacina davanja
bioloskog leka ne uti¢e znacajno na njegovu imunogenost (18).

Dalje, konkomitentno davanje bioloskog leka sa drugim imunosupresivnim
lekovima, moze da smanji njegovu imunogenost. Na primer, upotreba metotreksata
zajedno sa infliksimabom smanjuje nezeljeni imunski odgovor na infliksimab i
poboljsava klinicki odgovor kod pacijenata sa RA (19). Takode, i adalimumab je
imunogen kod manjeg procenta obolelih od RA kada se daje zajedno sa metotreksatom,
a ne kao monoterapija (12% vs 38%). Pokazan je jasan dozno-zavisan odnos izmedu
primenjenog metotreksata i redukcije produkcije anti-lek antitela (20, 21).

Faktori vezani za pacijenta

Obicno je tesko razlikovati uticaj specificnih karakteristika samog bioloskog leka
na razvoj nezeljenih efekata u odnosu na brojne faktore povezane sa individualnim
karakteristikama pacijenta ili terapijskog rezima. Genetska predispozicija, godine, pol,
stadijum bolesti 1 komorbiditet, medikacija i premedikacija su samo neki od faktora koji
su vezani za pacijenta, a mogu da uti¢u na imunski odgovor koji ¢e organizam da
razvije na bioloski lek. Jedan od najvaznijih faktora vezanih za pacijenta je prisustvo
visoko polimorfnih gena koji kodiraju humane leukocitne antigene (engl. human
leukocyte antigen, HLA). U zavisnosti od HLA genotipa pacijenta, razli¢iti peptidi koji
nastaju razgradnjom proteinskog leka ¢e kod jednog pacijenta moci da se vezu za HLA
molekule i da aktiviraju T ¢elije, dok ¢e kod drugog pacijenta aktivacija T celija izostati,
odnosno proteinski lek ¢e biti imunogen za prvog pacijenta, ali ne i za drugog (18).

Uopsteno gledano, pokazano je da su pacijenti koji imaju neku imunski-
posredovanu bolest skloniji razvoju anti-lek antitela nego oni koji nemaju (22, 23). S
druge strane, pacijenti koji primaju imunosupresivnu terapiju tokom le¢enja karcinoma,
retko ¢e razviti antitela, jer je njithov imunski sistem suprimiran. Na primer, upotreba
rituksimaba (anti-CD20 himerno mAt) kod pacijenata sa B-¢elijskom limfocitnom
leukemijom, nije izazvala stvaranje anti-lek antitela, Sto je verovatno posledica
uklanjanja B-¢elija (24). Suprotno navedenom primeru, kada se rituksimab daje
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pacijentima sa autoimunskim bolestima, kao S$to su sistemski eritemski lupus ili
primarni Sjogrenov sindrom, anti-lek antitela se detektuju kod 65% odnosno 27%
pacijenata, ¢ak i onda kada dobijaju drugu imunosupresivnu terapiju (24).

Posledice prisustva anti-lek antitela
Smanjenje efikasnosti ili gubitak efekta bioloskog leka

Klinicki znacaj razvoja anti-lek antitela jo§ uvek nije u potpunosti razjasnjen,
¢emu u znacajnoj meri doprinosi nedostatak odgovaraju¢ih standardizovanih metoda za
njihovu detekciju 1 kvantifikaciju. Dodatno, u nekim bolestima, kao $to je RA, prisustvo
samog leka i faktora vezanih za samu bolest (reumatoidni faktor), moze da interferira sa
odredivanjem anti-lek antitela (25). Pokazano je da anti-lek antitela mogu da formiraju
imunske komplekse sa bioloskim lekom, §to moze da dovede do ubrzanog uklanjanja
leka ili, u slucaju nastanka neutraliSucih antitela, njegove inaktivacije (neutralizacije),
Sto se klini¢ki manifestuje, u prvom slucaju potrebom za povecavanjem doze, a u
drugom gubitkom efekta. Potpuno odsustvo dejstva leka, u prisustvu neutraliSucih anti-
lek antitela, posledica je njihovog vezivanja za ona mesta na bioloSkom leku kojima se
on vezuje za ciljni molekul. Na primer, kod terapije mAt neutraliSu¢a anti-lek antitela se
vezuju za antigen-vezujuce mesto (19).

Najvise podataka u literaturi, koji se odnose na imunogenost bioloskih lekova i
uticaj anti-lek antitela na klinicki odgovor, ima za TNF inhibitore. Ovi lekovi se ve¢
dugi niz godina primenjuju u terapiji, prvenstveno RA, ali i drugih autoimunskih
bolesti. Danas je na trzistu dostupno pet anti-TNF lekova, infliksimab, adalimumab,
golimumab, etanercept i certolizumab (8, 19). Kao S$to je i bilo ocekivano,
najimunogeniji od svih TNF inhibitora je infliksimab (himerno mAt). Procenat
pacijenata kod kojih su detektovana anti-infliksimab antitela je dosta varirao i kretao se
od 10% pa i1 do preko 60% (26), §to je verovatno posledica razli€itih kriterijuma na
osnovu kojih su pacijenti birani, kao i od testa za detekciju ovih antitela. Nivoi anti-
adalimumab antitela su se takode razlikovali u krvi pacijenata ukljucenih u razlicite
studije. Medutim, u studiji koja je tri godine pratila nivoe ovih anti-lek antitela kod
pacijenata obolelih od RA pokazano je da je njih oko 28% bilo pozitivno (27). Manje je
podataka o imunogenosti golimumaba i certolizumaba jer se krade primenjuju u terapiji,
a najmanje imunogen od ovih pet pomenutih je etanercept tokom ¢ije primene su se kod
1-18% pacijenata javila anti-etanercept antitela. Pored toga, pokazano je da su antitela
na adalimumab uvek neutraliSuca, dok je razli¢it procenat neutraliSucih antitela naden
kod primene drugih TNF blokatora. Tokom primene etanercepta nikad se ne razvija
ovaj tip anti-lek antitela (28-30). Kao $to je ranije ve¢ navedeno, anti-lek antitela koja se
stvaraju tokom primene etanercepta su usmerena protiv ,,fuzionog regiona” - regiona
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gde se spajaju molekul solubilnog TNF receptora i Fc fragment mAt i nastaju novi
epitopi (30).

Kod pacijenata sa multiplom sklerozom (MS) primena natalizumaba (mAt
usmerenog protiv a4 integrina) dovela je do nastanka anti-lek antitela u oko 9%
pacijenata, S§to je rezultovalo smanjenom efikasno$cu ovog leka (31). Takode, pojava
visokog titra anti-IFN-f antitela tokom terapije pacijenata sa MS, odnosno anti-IFN-a.
antitela tokom terapije pacijenata obolelih od leukemije 1 hroni¢nog hepatitisa, bila je u
korelaciji sa gubitkom klini¢ke efikasnosti ovih bioloskih lekova (32-35). Stavise,
neutraliSu¢a anti-IFN-B1b antitela, koja nastaju tokom terapije pacijenata sa MS,
ispoljavaju visok stepen ukrsStene reaktivnosti i sa IFN-Bla, §to onemogucava zamenu
jednog leka drugim i dovodi do pogorSanja bolesti (33).

Retko, neutraliSu¢a antitela mogu da neutraliSu, ne samo rekombinantni protein
koji se koristi kao lek, ve¢ i njegov endogeni analog, Sto moze da ugrozi i Zzivot
pacijenta. Takav slucaj opisan je krajem 90-ih godina kod pacijenata koji su primali
rekombinantni eritropoetin i kod kojih je zbog formiranja neutraliSuéih anti-eritropoetin
antitela doSlo do teSke anemije, koja je zahtevala prekid terapije i stalne transfuzije (36).
Kasnije je pokazano da imunogenost ovog preparata nije bila posledica prirode samog
leka ve¢ prisustva organskog jedinjenja koje se oslobodilo, pod dejstvom polisorbata 80,
iz neoblozenog gumenog dela klipa Sprica koji je koris¢en za primenu leka (37).
Organsko jedinjenje sa adjuvantnim osobinama (pojac¢ava imunski odgovor) nije bilo
prisutno kada je za davanje leka koriS¢en Spric sa obloZzenim gumenim klipom, a kao
nosa¢ za formulaciju proizvoda humani serumski albumin umesto polisorbata 80 (36,
37). Nakon primene pegilovanog rekombinantnog humanog faktora razvoja i rasta
megakariocita (engl. pegylated recombinant human megakaryocyte growth and
development factor, PEG-rHuMGDF) formirana anti-PEG-rHuMGDF antitela su
ukrSteno reagovala sa endogenim trombopoetinom i neutralisala njegovu biolosku
aktivnost, $to je dovelo do pojave trombocitopenije (14).

Reakcije preosetljivosti posredovane anti-lek antitelima

Kao $to je ranije navedeno, u humoralnom imunskom odgovoru na bioloske
lekove najviSe se stvaraju anti-lek antitela IgG klase, ali su detektovana i anti-lek
antitela IgE 1 IgM klase. Nedavno objavljeni podaci pokazuju da je oko 76,6%
pacijenata koji su primali infliksimab stvorilo specifi¢na anti-lek antitela svih klasa, a da
je 26% od njih imalo anti-infliksimab IgE antitela (9).

Reakcije preosetljivosti mogu biti posredovane svim navedenim klasama anti-lek
antitela. Kada su posredovane IgE antitelima oznacavaju se kao rana preosetljivost, I tip
preosetljivosti ili alergije. Antitela koja nisu IgE klase mogu da izazovu reakcije
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preosetljivosti formiranjem imunskih kompleksa koji se taloze u krvnim sudovima (I1I
tip preosetljivosti) (4).

U klasicnim alergijskim rekcijama, tokom prvog izlaganja antigenu (npr.
bioloskom leku) dolazi do aktivacije Th2 ¢elija i stvaranja IgE antitela. Ova IgE antitela
se vezuju za Fc receptore visokog afiniteta, specifi¢ne za Fc fragment IgE antitela, koji
su ispoljeni na tkivnim mastocitima i cirkuliSu¢im bazofilima (faza senzibilizacije).
Prvo izlaganje antigenu ne dovodi do simptoma, dok pri slede¢em izlaganju antigenu
dolazi do aktivacije mastocita i bazofila, usled unakrsnog vezivanja antigena za dva ili
viSe molekula IgE antitela na tim celijama, i1 oslobadanja preformiranih (vazoaktivni
amini i proteaze) ili novoformiranih medijatora (prostaglandini, leukotrieni i citokini).
Klinicke 1 patoloske karakteristike reakcija rane preosetljivosti zavise od koli¢ine
oslobodenih medijatora i tkiva u kojima dolazi do reakcije. Najtezi oblik rane
preosetljivosti je anafilaksija, sistemska reakcija koju karakteriSu pad krvnog pritiska i
generalizovani edemi, ukljucujuéi i edem larinksa (4).

Primena bioloskih lekova (infliksimab, rituksimab, omalizumab ili natalizumab) u
vidu infuzije dovodi se u vezu sa akutnom sistemskom reakcijom koja se oznacava kao
akutna infuzijska reakcija. Ova reakcija moze da se javi ve¢ tokom prve infuzije, ali i
svake naredne, traje 30-60 minita, i moze biti pradena groznicom, urtikarijom i
anafilaksijom. Simptomi se mogu ublaziti smanjenjem brzine davanja infuzije i
primenom antihistaminika i1 paracetamola, dok tezi oblici ovih reakcija zahtevaju
primenu kortikosteroida. Iako je ova premedikacija ve¢ u rutinskoj primeni, pre davanja
bioloskog leka u vidu infuzije, ne postoje ¢vrsti dokazi da ovaj profilakticki tretman
moze da speci infuzijske reakcije (38, 39).

Mehanizmi koji leze u osnovi infuzijskih reakcija nisu do kraja poznati i
razjasnjeni, tako da su brojni imunski-posredovani mehanizmi predloZeni. Smatra se da
one mogu biti prave alergijske reakcije posredovane anti-lek IgE antitelima, zatim
pseudoalergijske reakcije posredovane drugim klasama anti-lek antitela (tzv. IgE
nezavisne reakcije koje su posledica direktne aktivacije imunskih ¢elija i komplementa),
ali da mogu nastati 1 kao posledica CRS. Simptomi sva tri tipa imunski-posredovanih
infuzijskih reakcija se u velikoj meri preklapaju, pa je tesko, samo na osnovu klinickih
simptoma, identifikovati uzrok njihovog nastanka bez dodatnih laboratorijskih analiza,
odnosno klasifikovati nezeljene efekte kao preosetljivost (tip B) ili CRS (tip ) (1).

Opisan redosled dogadaja u ranoj preosetljivosti iskljuCuje moguénost pojave
anafilaksije tokom primene prve infuzije bioloSkog leka, tako da je infuzijska reakcija u
tim slucajevima verovatno posledica pseudoalergijskih reakcija i/ili CRS. Medutim, u
retkim opisanim slucajevima kada pacijenti imaju preformirana IgE antitela koja
ukrSteno reaguju sa bioloskim lekom, do anafilakticke reakcije je doslo i pri primeni
prve infuzije leka. U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama su 2007. godine opisani teski
oblici preosetljivosti kod 22% pacijenata nakon prve infuzije cetuksimaba (13).
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Pokazano je da su oni imali IgE antitela specificna za galaktozu-a-1,3-galaktozu,
oligosaharid koji se nalazi na Fab fragmentu teSkog lanca cetuksimaba. Ovaj
oligosaharid je normalno ispoljen kod svih sisara, osim primata, i veéina ljudi ima IgG
antitela koja su specifi¢na za taj molekul, ali razlog za senzibilizaciju i nastanak IgE
nije, za sada, poznat (13).

Direktna korelacija izmedu akutne infuzijske reakcije 1 prisustva anti-lek antitela
IgE klase je pokazana kod primene mAt, kao Sto su infliksimab, muromonab,
cetuksimab, tocilizumab i natalizumab (40-43). Kod nekih od pacijenta koji su primali
infliksimab, rituksimab i trastuzumab, pozitivhe kozne probe su bile u skladu sa
pretpostavkom da je reakcija preosetljivosti koja se javlja tokom davanja infuzije bila
posredovana antitelima IgE klase. Odredivanjem koncentracije anti-infliksimab antitela
IgE klase kod pacijenata na terapiji ovim lekom pokazano je da se antitela javljaju na
pocetku terapije, obi¢no u toku davanja prve tri doze (9).

Podaci da je kod nekih pacijenata koji su bili na terapiji infliksimabom doslo do
teske anafilakticke reakcije tokom davanja infuzije i da su oni bili pozitivni na anti-lek
antitela, ali nisu imali anti-lek antitela IgE 1 IgM klase, ukazala su da bi mehanizmi, koji
ukljucuju anti-lek antitela drugih klasa (prevashodno IgG klase) mogli biti odgovorni za
nastalu preosetljivost (44). Naime, ve¢ je ranije pokazano na eksperimentalnom modelu
kod miSa da anafilaksija moze biti izazvana na dva potpuno nezavisna nacina. Prvi,
ranije opisan, ukljuCuje ucesce IgE antitela, FceRI 1 mastocita uz oslobadanje histamina,
dok u drugom ucestvuju IgG antitela, FcyRIII, makrofage i bazofili, a najznacajniji
medijator je faktor koji aktivira trombocite (engl. platelet activating factor, PAF) (45).
U skladu sa ovom tvrdnjom, nedavno su objavljeni podaci da je kod ljudi koncentracija
PAF u direktnoj korelaciji sa tezinom anafilakti¢ke reakcije (46). Shodno tome, danas
se smatra da se IgG-posredovana anafilaksija javlja u uslovima kada se unose velike
koli¢ine antigena (kao Sto je to slucaj kod primene bioloskih lekova) i kada postoji
visoka koncentracija specifi¢nih anti-lek antitela IgG klase (47). Dodatni efektorski
mehanizam posredovan IgG antitelima bi mogao da bude aktivacija komplementa i
direktna  aktivacija mastocita anafilatoksinima (aktivisanim komponentama
komplementa C3a, C4a i C5a) bez ucesca IgE antitela (48).

OdloZene reakcije preosetljivosti (engl. delayed reaction) su sve one koje se
javljaju posle vise od Sest sati, nekad i posle 3 pa ¢ak i 12 dana, od primene bioloskog
leka. Najces¢e se manifestuju kao bol u misSi¢ima i zglobovima, groznica, osip, svrab,
dolazi do edema lica i usta, otezanog gutanja i koprivnjace (49). One su najcesce
posledica formiranja imunskih kompleksa izmedu anti-lek antitela i leka 1 svrstavaju se
u reakcije preosetljivosti III tipa. Anti-lek antitela IgG 1 IgM klase iz imunskih
kompleksa klasiénim putem aktiviraju sistem komplementa, §to izaziva nastanak
razgradnih produkata komplementa koji privlace leukocite i1 izazivaju zapaljenje.
Antitela 1gG klase se vezuju za FcyR neutrofila i makrofaga i izazivaju zapaljenje
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aktiviraju¢i ove celije (4). Nastali imunski kompleksi se taloze u krvnim sudovima,
narocCito glomerula bubrega i1 sinovije zglobova, i dovode do pojave serumske bolesti
koja se klinicki manifestuje kao sistemski vaskulitis, nefritis i artritis (4). Takode,
pokazano je da formirani imunski kompleksi, koji nastaju tokom terapije leukemije
IFN-a, mogu da izazovu, kao nezeljeni efekat, teSku trombocitopeniju. Nastali imunski
kompleksi vezuju se za FcyR na trombocitima, Sto dovodi do njihovog uklanjanja iz
cirkulacije preuzimanjem od strane fagocita u jetri i slezini (50).

Kada se primenjuju lokalno, najces¢e subkutano, bioloski lekovi mogu izazvati
crvenilo i otok na mestu primene. U nastanku ovih promena ucestvuju anti-lek antitela
IgE klase. Ove reakcije se javljaju brzo (u okviru prvih 20 minuta) nakon ubrizgavanja
leka. Takode, nakon lokalne primene tri razli¢ita TNF inhibitora opisan je vaskulitis,
koji je verovatno posledica talozenja imunskih kompleksa nastalih vezivanjem tih
lekova i za njih specifi¢nih antitela IgG ili IgM klase (51). lako ove neZeljene lokalne
reakcije mogu, kao §to je prethodno opisano, biti posredovane anti-lek antitela svih
klasa, one su ¢eS¢e posledica nespecificne iritacije koja nema imunsku osnovu i koja se
javlja na komponente leka kao S$to su rastvarac, ekscipijens i dr. (38).

Reakcije preosetljivosti posredovane T-Celijama

lako CD4+ T-¢elije imaju vaznu ulogu u humoralnom imunskom odgovoru i
nastanku anti-lek antitela, bioloski lekovi retko dovode do preosetljivosti koja je
posredovana T-¢elijama (I'V tip preosetljivosti). Ovaj tip preosetljivosti opisan je nakon
subkutane primene etanercepta i adalimumaba i oznacava se kao reakcija na mestu
uboda (engl. injection-site reaction, ISR). Imunohistohemijska analiza mesta davanja
leka ukazuje na tipicnu reakciju kasne preosetljivosti (engl. delayed-type
hypersensitivity reaction) (52). Reakcija se oznacava kao kasna ili odloZena jer se javlja
24 do 48 sati posto osoba, koja je prethodno bila izloZena proteinskom antigenu (npr.
bioloskom leku), ponovo dode u kontakt sa tim antigenom. OStecenje tkiva uglavnom je
izazvano CD4+ T-Celijama koje lu€e citokine koji indukuju lokalno zapaljenje i
aktiviraju makrofage (Th1) ili privlace leukocite, posebno neutrofile (Th17) (4).

Razli¢ite metode se koriste za odredivanje prisustva anti-lek antitela u serumu kao
mere humoralnog imunskog odgovora na bioloSki lek, izmedu ostalih brojne
modifikacije metode enzimske imunoadsorpcije (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay, ELISA), imunotestovi sa radioaktivnim obeleziva¢ima (engl. radio-
immunoassay, RIA), masena spektrometrija i dr. (53-56). Medutim, s obzirom da ve¢ina
ovih testova nije standardizovana i validirana, poredenje rezultata dobijenih iz razlicitih
studija nije moguce, tako da brojni radovi na tu temu jos$ uvek ne mogu da daju odgovor
na pitanje kako, kada i zasto neki pacijenti stvaraju antitela na razli¢ite proteine (47).
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Ako se sumnja na preosetljivost, mogu se pored in vitro testova, uraditi 1 kozni
testovi (prick ili intradermalni) sa bioloskim lekom. Pozitivni kozni test, tj. neposredna
pojava crvenila i otoka, ukazuje na prisustvo specificnih anti-lek antitela IgE klase, a
crvenilo i otvrdnuce, posle 24-72 sata na mestu uboda, na reakciju preosetljivosti
posredovanu T-Celijama (1). Medutim, jo§ uvek nema smernica za upotrebu koznih
testova u svakodnevnoj klini¢koj praksi, ¢ak ni kod pacijenata kod kojih postoji
intolerancija na neke bioloske lekove, kao $to su na primer mAt (9).

Zakljucak

Proteklih dvadeset godina bioloski lekovi su u velikoj meri omogudili ili
poboljsali terapiju mnogih bolesti. Njihova primena se povecava, bilo kroz nalazenje
novih indikacija za ve¢ postojece ili uvodenjem novih lekova na trziste. lako vrlo
efikasni, oni izazivaju Sirok spektar nezeljenih reakcija od kojih neke mogu ugroziti
zivot pacijenta. Vecéina bioloskih lekova su proteini sa imunogenim potencijalom cija
primena dovodi do nastanka anti-lek antitela svih klasa, koja mogu biti odgovorna za
razli¢ite reakcije preosetljivosti. OcCekuje se da ¢e bolje razumevanje reakcija
preosetljivosti koje pokrecu bioloski lekovi, koriS€enje novih testova za detekciju anti-
lek antitela, kao i savremenih metoda za identifikaciju imunogenih antigenskih
determinanti koje prepoznaju T-Celije, smanjiti ucestalost nezeljenih efekata ovih
lekova, 1 sledstveno znac¢ajno poboljsati njihov bezbednosni profil.
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Summary

Clinical use of various biological agents (protein-based products derived from biological
sources, such as bacteria, fungi or mammalian cells) have greatly improved the treatment of a
wide variety of diseases in humans. Nevertheless, a variety of their adverse reactions have been
observed. These adverse effects have been clasified in five types (a, B, vy, 0 and €). Type B
adverse effect involves hypersensitivity reactions linked to the immunogenicity of biological
agents. It is worth emphasizing that biological agents irrespective whether they contain
xenoantigens may lead to development of anti-drug antibodies. Several drug-, patients-, disease-
and treatment-related factors contribute to immunogenicity of biological agents. Anti-drug
antibodies can influence either the efficacy of biological agent or induce hypersensitivity
reactions. One of them is immediate infusion reaction, which occurs during or within one hour
after biological agent infusion. This reaction may cause mild to severe clinical manifestations.
Involvement of IgE- and non-IgE isotypes in hypersentitivity reactions are confirmed by novel
methods for detecting anti-drug antibodies. This manuscript summarizes the current knowledge
on factors influencing immunogenicity to biological agents, and points to the mechanisms
underlying the drug-induced hypersensitivity reactions.
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