BIOTECHNOLOGIA AZ EGESZSEGUGYBEN ”

A hemofilia kezelésének fejlodése
a transzfuziétol a génterapiaig
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Az A tipusu hemofilia (vérzékenység) olyan oOroklott rendellenesseég,
amely 10 000 ferfi kézul egyet érint és sulyos vérzési zavarokat eredményez.
A vilagon kdzel 150 000 személyt kezelnek emiatt a betegség miatt. A hemofi-
lia A gyakorisaga allandé marad, de a fejl6dé orszagokban javuld egészség-
ugyi ellatas hatasara emelkedni fog a kezelésben részesuld, Osszes beteg
szama. A hemcofilia A terapia globalis piaca valdszinlileg meghaladja az 1 Mrd
USD-t. Ez igen nagy 6sszeg — tekintetbe véve a viszonylag kis betegpopulaci-
Ot — és azt a tényt tukrozi, hogy a kezelés koltségének donimans része a
bioterapeutikumok.

A hemofilia A kezelésére egyedul rendelkezésre all6 modszer a helyet-
tesitési terapia. Az elsé biogydégyszerek a VIII. (véralvadasi) faktorbdl ké-
szult koncentratumok — albuminnal és polivalens immunglobulinokkal egyutt —
voltak.

A hemofilia leirasa mar a babildéniai Talmudban is megtalalhaté (i.e. 400—
500). A betegség elsé eredményes kezelésére teljes vért alkalmaztak (1840),
késébb (1929) bevezették a citratos vér hasznalatat. Ugyanakkor megfigyel-
ték, hogy a hemofiliasoknal normalis a vérzési id6. Szamos korai kdzlemény
nem tesz kuldnbséget a hemofilia A (VIII. faktor aktivitasanak hianya) és a
hemofi-
lia B (IX. faktor aktivitdsanak hidnya) k6zott. Ezt a két kérképet csak 1947-ben
valasztottak kulon és 1952-ben dokumentaltak a két klinikai egység fennal-
lasat.

A hemofilia hagyomanyos kezelése

Az 1960-as évek végéig a hemofilia A kezelése teljes vér és vérplazma
alkalmazasara korlatozodott. Nagyobb elérehaladast jelentett az emberi vér-
plazma frakcionalasi modszerének kidolgozasa, amely lehetbvé tette a fehér-
jék extrakciojat és kulonvalasztasat. Bar a biokémikusok kulonb6zé fehérjeki-



csapo szert fejlesztettek ki, mégis a Cohn altal alkalmazott etanol — megfeleld
hémeérséklet, ioner6sség és pH beallitasaval — eredményezett Iényeges hala-
dast a plazma nagyuzemi frakcionalasa terén. Azonban ez a munka nagymér-
tékben az albumin- és y-globulinfrakciok el6allitdsara szoritkozott. Lehetévé
valt egy Cohn-frakcid alkalmazasa a hemofilia A kezelésére. A Cohn-féle |I.
frakcio tartalmazta a VIII. plazmafrakcio és a fibrinogén zomét, amely az USA-
ban mar az 1950-es évek elején hozzaférhetd volt. El6allitottak az I. frakcid
alfrakcioit hemofilia kezelésére, ezenkivil a liofilezett plazma is elfogadott ke-
zelési lehetéség volt. Azonban a fagyasztva szaritott termékek oldékonysagi
problémai, valamint a teljes vér és plazma érbe adasaval jard térfogati tulter-
helés csalodast okozott.

Vérplazmabol készitett krioprecipitatum

SV

megfigyelésnek kdészdnhetb. Ha a megfagyasztott vérplazmat lassan felen-
gedni hagyjak redukalt hémérseékleten, akkor a plazmafehérje frakcidé egy ré-
sze csapadék alakjaban marad a plazmaban. A csapadék fibrinogént és ,hi-
degben oldhatatlan globulinokat” tartalmaz, de meglepé mdédon a VIII. faktor is
jelen van. Ennek eredményeképpen 1965-ben a Stanford Egyetemen kifej-
lesztették a ,krioprecipitatumot” hemofilia A kezelésére. Ez a felfedezés lehe-
tévé tette, hogy majdnem minden helyi véradd kdzpont hatékony és ,hordoz-
hat6” gyogyszert biztositson a hemofilia kezelésére. Lehetévé valt a
krioprecipitacido beépitése a plazmafrakcionalasba kezdeti I1épésként, majd a
kriomentes plazma tovabb frakcionalhaté albuminra, y-globulinokra és egyéb
gyogyhatasu fehérjékre. A krioprecipitatum eltavolitasa utan a VIII. faktorban
szegényt plazmat fel lehet hasznalni mas klinikai célra.

A krioprecipitatum hatékonysaganak fokozasa céljabdl alkalmaztak a do-
nor DDAVP-vel (1-deamino-8-D-arginin vagy dezmopresszin) vald ,stimulala-
sat”. A DDAVP az L-arginin-vazopresszin szintetikus analdgja, amelynek infu-
amit enyhe hemofilia esetén alkalmaznak.

A fehérjék fizikai—kémiajanak jobb megismerése ravilagitott az oldékony-
sagot iranyitd tényezdbkre is. Kilondsen a pH, az ionerésség és a hémérseklet
hatasanak megértése eredményezett jelentds haladast a Cohn-frakcionalas
terén. Ez egyrészt kissé jobb hatékonysagu VIII. faktor-koncentratumok kidol-
gozasat eredményezte, masrészt az oldékonysaggal és hozammal kapcsola-
tos problémak tovabbra is megmaradtak. 1964-ben USA-beli kutatdk észlelték
az aminosavak hatasat a VIII. faktor krioprecipitatum-kivonatbél. Ezt az elja-
rast ipari méretekben is alkalmaztak, ami hasznos terapias koncentratumot
eredményezett, és ezt 1968-ban Hemofil markanéven forgalmaztak.

Ez az anyag pozitiv klinikai tapasztalatokkal jart, de egyre névekvéd prob-
lémat jelentett a kérokozdk jelenléte. Ennek ellenére a Hemofil és mas, hason-



|16 min6ségl termékek kifejlesztése nagy kulénbséget eredményezett a hemo-
filia kezelése és a betegek életmdodja tekintetében.

Mig ezek a kulonb6zd preparatumok igen hatékony VIII. faktor-koncentra-
tumoknak tekintheték, addig a fibrinogén és egyéb fehérjék még mindig jelen-
t6s mennyiségben voltak jelen. Ezért ezek a koncentratumok hasznalhatdk a
Willebrand-szindroma kezelésére is.

A VIII. faktor-koncentratumok veszélyei

Klulonb6z6 modszerekkel prébaltak kikiszobdlni a VIII. faktor-koncentra-
tumoknak tulajdonitott nem-A és nem-B hepatitisz (kés6bb hepatitisz C-ként
azonositott) kockazatat. Leginkabb a terapias termékek hékezelésével foglal-
koztak, de mas moddszereket is javasoltak. 1983-ban a Hyland Laboratories
cég (USA) forgalomba hozta a Hemofil T-t, amelyet 72 éraig 60 °C-on tartottak
liofilezett allapotban. A Klinikai vizsgalatok azonban azt mutattak, hogy ez az
anyag nem volt mentes a nem-A és nem-B hepatitisz korokoz6itdl, de az AIDS
atvitele szempontjabdl biztonsagosnak bizonyult. A HIV elterjedése a hemo-
filias populaciéban az 1980-as évek egyik tragikus eredménye volt, amely a
vildgon kezelt betegek tdbb mint 50%-anak megfert6z6déséhez vezetett.

A hékezelt anyag Iényeges terapias haladast jelentett, de tovabbra is
probléma maradt a virusokkal szembeni biztonsag és a terméktisztasag. Te-
rapias szempontbdl elérehaladast jelentett a plazmabdl készult VIII. faktor
tisztitasa immunaffinitds-kromatografiaval. 1987-ben az Armour cég (ma
Aventis) piacra dobta a Monoclate-ot, amelyben a virusokat hdékezeléssel
inaktivaltdk — szaritott allapotban —, majd pasztérozott human albuminnal
stabilizaltdk. 1988-ban a Hyland Laboratories bevezette a Hemofil M-et,
amelyet ugyanilyen modon stabilizaltak. Ezt a készitményt gyartas folyaman
oldészer/detergenssel (tri(n-butil)foszfat/Triton), amely minden, lipidburokkal
rendelkez virust kikiiszobdl, beleértve a hepatitisz-B, -C és HIV virusokat is.
A Hemofil M gyartasa soran az olddszer/detergens keveréket a monoklonaris
affinitdskromatografias |épés elbtt alkalmaztak, ami kdzel azonnal inaktivalta a
lipidburkos virusokat.

Ujabb gyégyaszati anyagok a hepatitisz kezelésére

Ez a két termék ultratiszta VIII. faktor-koncentratumnak tekinthet6, alkal-
mazasuk soran nem tapasztaltak karos reakciokat, kivéve a VIII. faktor-inhibi-
tor megjelenését. Az utdbbi — amely a hemofilias betegek kdzel 10%-anal for-
dul elé — lehetbvé tette Uj gydgyhatasu anyagok kifejlesztését, pl. Autoplex-T,
FEIBA (VIII. faktor-inhibitort kikapcsolo aktivitas), NOVOSEVEN (Vlla. faktor)
és Hyate-C (sertés VIII. faktor). A VIII. faktor-inhibitorok a VIII. faktor fehérjéje
elleni antitestek, amelyek kezelésére kilonboz6 terapias lehetéségek vannak;
pl. tolerizacié, az inhibitort kikapcsol6é biogydgyszerek. Az Autoplex-T egy



részben aktivalt protrombinkomplex-koncentratum, amely aktivalt alvadasi fak-
torok keverékébdl all. Feltehetéen kozvetlenul aktivalja a X. faktort, amely csil-
lapitja a vérzést és eredményesen alkalmazhaté a VIII. faktor-inhibitorok keze-
lésére. A FEIBA hasonlo 0sszetételll készitmény és kozvetlenul aktivalja a
protrombint a Xa. faktor utjan, eredményesen hasznaltak a VIII. faktor-inhi-
bitorok kezelésére. A NOVOSEVEN (rekombinans Vlla. faktor) egy ujabb le-
het6ség a VIII. faktor-inhibitorok kezelésére, amely kdzvetlenul aktivalja a X.
faktort szOvetfaktor jelenlétében. Ezt a terméket gyorsan elfogadtak VIII. fak-
tor-inhibitor kezelése céljara. Egy masik terapias lehet6ség a Hyate-C, amely
kofaktorként mikodik X. faktornak IXa. faktor altal katalizalt aktivalasahoz. Ez
a készitmény is eredményesen alkalmazhat6 VIII. faktor-inhibitorok kezelésé-
re. Hasznalatat korlatozza, hogy antitestek fejlédnek ki ellene.

Rekomninans DNS-technika alkalmazasa a VIII. faktor
eloallitasara

A VIII. faktor tisztitasra iranyul6 térekvésekkel parhuzamosan letették az
alapokat a rekombinans VIII. faktor készitmények kifejlesztéséhez. Az
1970/80-as évek forduldjan tobb vallalat torekvéseinek kdzéppontjaban allt
terapias fehérjék kidolgozasa a rekombinans DNS-technoldgia alkalmazasa-
val. Eleinte sikereket értek el inzulinnal, szdveti plazminogénaktivatorral és
novekedési faktorokkal. Azonban a VIII. faktor fehérjéjének komplexitasa oria-
si kihivast jelentett a fehérje kldnozasa és expresszidja tekintetében
(hoércsogsejttenyészet alkalmazasaval). Ezenkivul problémat okoz ennek a
fehérjének a mérete (2332 aminosavbdl all), valamint a jelentds, transzlacio
utani mdédosulas (egyes tirozilmaradékok glikozilalasa és szulfatalasa). A VIII.
faktor glikozilalasa nem kritikus a bioldgiai aktivitds szempontjabdl, de fontos a
keringési felezési id6 tekintetében. A tirozilmaradékok szulfatalasa a VIII. fak-
tor trombin hatasara Iétrejové ,aktivalédasa” szempontjabdl Iényeges, amely a
biologiai funkciéra vonatkozodlag kritikus. A VIII. faktor valoszinlleg egylancu
fehérjeként szintetizalddik, de a kivalasztas folyaman korlatozott mértéki
proteolizisen megy at. A VIIl. faktor a Willebrand-faktorral képzett komplex
alakjaban cirkulal, igy a VIIl. faktor fehérje joval bonyolultabb, mint a
rekombinans fehérjék.

A VIII. faktort kodold cDNS szekvencigjat 1984-ben kozolték a
Genentech és a Genetics Institute kutatéi. A Hyland Laboratories cégekkel
valo egyuttmikodés eredményeképpen elballitottak az elsé rekombinans VIII.
faktort, amelyet infuzié alakjaban alkalmaztak egy hemofilia A-s betegnél
(1987, USA). A Recombinate nevl termék 1992 6ta hozzaférhetdé az USA-
ban. A Bayer cég Kogenate készitménye a kdvetkez6 évben kertlt forgalom-
ba. Ujabban kifejlesztették a Refactot — a VIII. faktor B-doménhianyos,
rekombinans variansa — amelyet jelenleg a Genetics Institute gyart és forgal-
maz Eurdpaban (1999) és az USA-ban (2000).



A monoklonalis tisztitott és rekombinans VIII. faktor-készitmények kifej-
lesztése jelentésen megvaltoztatta a betegek kezelési modjat. A kevésbeé tisz-
titott preparatumok esetében a betegnek gyakran fel kellett keresnie a
hemofilias gondozé kdzpontot, bar az 1970-es években fokozatosan kifejlesz-
tették az otthoni gondozasi programokat. A tisztitott preparatumokat atadtak a
betegnek vagy csaladjanak, igy azt otthon vagy barmely mas helyen felhasz-
nalhattak. Egy masik valtozas a folyamatos infuzié — mint terapias lehetéség —
kialakitasa volt. Megallapitottak, hogy a hemofilia A hatékony profilaxisa elér-
hetd a plazma 1%-os VIII. faktorszintjével és a gyakoribb VIII. faktor-infuziok
csOkkentik a ritkabb injekciokkal jaré ,maximumokat és minimumokat”. Ezt a
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kidolgozasa.

Génterapia

Felmerllt a génterapia esetleges alkalmazasa a hemofilia kezelésére.
Valoszind, hogy a hemofilia terapiaja a hianyzo fehérje parenteralis (gyomor—
bél rendszert megkeruld) adagolasa egy terapias koncentratum formajaban
hattérbe fog kerllni a kdvetkezd évtizedekben, és egy bizonyos formaju gén-
terapia Iép a helyébe. Ez feltehetéen ugy torténik, hogy a VIII. faktor-
géen/cDNS-t vagy egy aktiv szarmazékat beviszik a beteg sejtjeibe, igy lehetd-
vé valik a VIII. faktor-fehérje expresszidja/kivalasztdasa a keringésbe. Ennek
hatasara varhaté a normal fehérje szuboptimalis expresszidja, és ennek
eredményeként jelentésen mérséklédni fognak a betegek klinikai tlinetei.

Szamos vallalat kozolte, hogy célul tizte ki a hemofilia génterapiajanak
kifejlesztését. 1998-ban megkezdték a klinikai kiprobalast VIII. faktorhianyos
betegek koérében ugy, hogy a betegek fibroblasztjait VIII. faktor termelésére
transzdukaltak, majd ezeket az atalakitott sejteket visszavezették a beteg
hasuregébe. Nemrég a Chiron cég kozolte, hogy elkezdték a hemofilia génte-
doménhianyos VIII. faktort kédold retrovirusvektor intravénas adagolasat. Az
Avigen vallalat elkezdte IX. faktor hianyaban szenvedd betegek klinikai terapi-
ajat IX. faktor cDNS-ét hordozé adeno-szatellita virus izomba valé adagolasa-
val. Ennek soran eddig 9 beteget kezeltek bizonyos foku sikerrel. A hemofilia
génterapiajanak kifejlesztése soran a legnagyobb technikai probléma a kilon-
boz6 vektorok alkalmazasa és az uj gyogymodok nagyfoku megbizhatosaga-
nak igénye, mivel a jelenlegi terapiak egyarant biztonsagosak és hatékonyak.
Az aktudlis génterapia a defektiv gén ,fixalasat” jelentené. Ez kuldndsen
erekes a mozaikképzeés esetén, amikor egyetlen bazispart at lehet alakitani és
igy kijavithatok az egyetlen bazispar-pontmutaciok.



Kilatasok

Barmi legyen is a génterapia mechanizmusa, valoszinlleg a VIII. faktor-
fehérje potlasi terapiaja végs6 fokon — évtizedek mulva — elavultta valik, felté-
ve ha az altalanos egészségugyi szinvonal lehetévé teszi ennek az ujitasnak
az alkalmazasat. Azonban meég vannak problémak a korszeri technologiakkal
kifejlesztett koncentratumokkal, valamint a génterapiaval. Az ultratiszta kon-
centratumok folyamatosan terjed6 hasznalataval egyidejileg meg kell érteni,
hogy a VIII. faktor egyéb, terapias koncentratumai gazdasagosabbak lehet-
nek, mivel megbrzik a beteg biztonsagat. Kozolték (1999), hogy a
krioprecipitalas tovabbra is hatékony terapias lehetéségnek tekinthet6.

Az utobbi 35 évben kifejlesztett koncentratumok alkalmazasat ki fogja
szoritani a génterapia. Azonban nem szabad hagyni, hogy a jelenlegi techno-
|6gia csabitasara szem eldl tévesszuk a terapias célt. A biotechnolégusoknak
elsGsorban ezt a terapias célt kell szem el6tt tartani, amely nem mas, mint a
beteg egészsége és joléte.

(Dr. Palfi Agnes)
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