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Erytropoetin a jiné Iéky stimulujici erytropoezu
na pozadi bezkrevni mediciny — nova éra v Ié€bé
anémie?
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Souhrn

Bezkrevni medicina se snazi nachazet a v praxi uplatiiovat alternativy alogennich transfuzi. Nejvétsim rizi-
kem krevni transfuze je pfenos infekénich chorob. Od 80. let minulého stoleti se v Ié€bé anémie pouziva lid-
sky rekombinantni erytropoetin, jako prvni ze skupiny erytropoezu stimulujicich latek. Jeho hlavni nevyho-
dou je nutnost ¢astych aplikaci, vzacné se objevuje i velmi zavazna komplikace — Cista aplazie ¢ervené krev-
ni fady. Druhou generaci predstavuje darbepoetin s pozménénou chemickou strukturou i vyhodnéjsi far-
makokinetikou. Nyni se do klinické praxe zavadi predstavitel tfeti generace kontinualni aktivator erytropoe-
tinového receptoru s delSim biologickym poloc¢asem. Kvalitativhim skokem je generace ¢tvrta, kde se obje-
vuji preparaty tvorené bez pomoci genového inzenyrstvi a dale preparaty aplikovatelné peroralné — Iéky za-
€inajici novou éru v Ié¢bé anémie.

Klicova slova: bezkrevni medicina — erytropoezu stimulujici latky — erytropoetin — darbepoetin — aplazie cer-
vené krevni fady — kontinualni aktivator erytropoetinového receptoru — Hematide

Abstract

Erythropoietin and other erythropoiesis-stimulating drugs and bloodless medicine — a new era
in the management of anaemia?

Bloodless medicine tries to find and put into practice alternatives to allogeneic transfusions. The biggest
risk when receiving a blood transfusion is the transmission of infectious diseases. Since the 1980s the re-
combinant human erythropoietin has been used in anaemia treatment, the first of the group of erythropoi-
esis stimulating agents. Its main disadvantage is the need for frequent applications; a very serious compli-
cation — pure red-cell aplasia - occurs rarely.

A second generation drug — darbepoetin — features a modified chemical structure and more favourable phar-
macokinetics. A third generation representative of continuous erythropoietin receptor activators will soon
be introduced into clinical practice featuring a many times longer biological half-time. The forth generation
represents a qualitative leap with oral preparations made up without the help of genetic engineering, star-
ting a new era in anaemia management. However, only the introduction of artificial blood into clinical prac-
tice will make blood transfusion a rare procedure.

Keywords: bloodless medicine — erythropoiesis stimulating agents — erythropoietin — darbepoetin — pure red-
cell aplasia — continuous erythropoietin receptor activator — Hematide
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Motto: ,,Own blood is still the best possible thing to
have in our veins.”
(Woody Alen)

Uvod

Krevni transfuze byva v mnoha pfipadech zivot za-
chranujici vykon. Jeji pfinos je tedy nesporny. Zaro-
ven vSak znamena transplantaci biologické materialu,
byt ve formé tekuté tkané. NejvétSim rizikem kazdé
krevni transfuze je proto pfenos infekénich chorob [1].
Pres vSechny pokroky v transfuziologii — selekce dar-
c(l, jejich laboratorni testovani i testovani krevnich jed-
notek — je UpIné vylouceni tohoto rizika z principu ne-
mozné. Kazda krevni konzerva se totiz testuje pouze

na nékolik malo béZnych patogen(l, na mnozstvi ostat-
nich se krev netestuje, na nékteré patogeny jesté tes-
tovaci metody neexistuji a o spousté infekénich agens
doposud nevime, ze vibec existuji. Priony zajisté ne-
byly posledni v fadé. Rlzné pandemie, jako napfiklad
HIV ¢&i nova varianta Jacobovy-Creutzfeldovy choroby
(Jacob-Creutzfeld disease, JCD), nam tuto nepfijem-
nou skute¢nost vzdy pfipomenou.

Z téchto divodd bychom méli kazdou transfuzi alo-
genni krve podat pouze v pfipadé, kdy nemame jinou
moznost — tedy postup ,ultimum refugium®. Tato mys-
lenka dala vzniknout odvétvi, které se nazyva bezkrev-
ni medicina a které prochazi napfi¢ jednotlivymi obo-
ry. U jejiho zrodu stali anesteziologové a intenzivisté,
ktefi patfi mezi |ékafe nejCastéji provadeéjici krevni
prevody. Hlavnim cilem je nachazet a v praxi uplatho-
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vat alternativy alogennich transfuzi. Mnohokrat bylo
prokazano, ze i velké krevni ztraty u operacnich vyko-
nu Ize zvladnout bez alogenni transfuze [2, 3, 4, 5].

Vitany utlum krevnich transfuzi by v budoucnu meé-
la pfinést ,umeéla krev“. Pfes veSkeré nakladné vyzku-
my v poslednich dvou desetiletich se vSak nepodafilo
vyvinout Zadny preparat, ktery by se mohl nasadit
v klinické praxi. A to se vyvoj omezil v podstaté jen na
prenos kysliku a oxidu uhli¢itého — na nahrazeni vSech
ostatnich funkci krve se rezignovalo. Cesta
s purifikovanim hovézi &i jiné zivoCiSné krve se uka-
zala praveé diky infekci nové varianty JCD jako slepou
uli¢kou.

Farmakoterapie predstavuje jeden ze zakladnich pi-
[iF0 bezkrevni mediciny. Kromé Iéku, které zastavuiji jiz
vzniklé krvaceni, sem patfi l1éky, jez stimuluji tvorbu
pacientovi vlastni krve. Po poznani principu fizeni jeji
tvorby pomoci hormonu erytropoetinu se ¢ekalo jen
na rozvoj genového inzenyrstvi — lidsky rekombinant-
ni erytropoetin byl poté na svété. Nasledné nastala éra
vyvoje a vyroby rliznych dalSich erytropoezu stimulu-
jicich latek (erythropoiesis stimulating agents, ESA).

Erytropoetin

Erytropoetin je hormon glykoproteinové povahy
s molekulovou hmotnosti 30 400 D. Bilkovinna ¢ast
molekuly pfedstavuje asi 60 % molekulové hmotnosti
a je tvofena jednim polypeptidem se 165 aminokyse-
linami a dvéma disulfidovymi mustky. Sacharidy tvofi
necelych 40 % molekulové hmotnosti. Glykosylovana
mista se nachazi na jednom misté molekuly erytro-
poetinu, jez je vzdalené od mista, kde se erytropoetin
vaze ke svému receptoru. Oligosacharidova ¢ast mo-
lekuly ovliviiuje nejen konformaci a stabilitu molekuly,
ale i jeji imunogenicitu, biologickou u¢innost i bio-
logicky polocas eliminace. Zbytky kyseliny sialové, jez
jsou zakon€enim N-vazanych oligosacharidd, ovliviu-
ji afinitu k receptoru. Celkovy pocCet zbytkd kyseliny
sialové v molekule je variabilni (tzv. mikroheterogeni-
ta) a kolisa mezi 7 a 14 [6].

Vice jak 90 % endogenniho erytropoetinu je synte-
tizovano v ledvinach, zbytek pfevazné v jatrech. Také
u pacientll po bilateralni nefrektomii jeho produkce,
byt v omezené mire, pretrvava. Tvorba erytropoetinu je
fizena nasycenim krve kyslikem a pravé tkanova hy-
poxie je nejucinnéjSim stimulem pro jeho tvorbu. Cilo-
vym organem tohoto hormonu je kostni dfen. Zde zpu-
sobuje proliferaci a maturaci erytroidnich bunék, jejich
zvy8eny pfijem Zeleza, zabranéni jejich apoptdze
a nasledné i zvySené uvoliiovani zralych erytrocytl do
krevniho obé&hu.

Lidsky rekombinantni erytropoetin — prvni
generace ESA

Pfed vice nez dvaceti lety se podafilo vyvinout po-
moci ovarialnich bunék ¢inského kiecka lidsky rekom-
binantni erytropoetin (recombinant human erythro-
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poietin, rHu-Epo) — obrazek 1. Obsahuje smés izofo-
rem 4-14. Zacal se vyuzivat v druhé poloviné 80. let
minulého stoleti v nefrologii pro 1éCbu anémie dialyzo-
vanych pacientd (preparat Epogen). Nasledné byl
schvalen pro IéEbu anemickych pacientt s chronickym
renalnim selhanim, byt jesté nebyli v dialyzaénim pro-
gramu. Pozdé&ji byl uvolnén také pro pacienty s anémii
zpUsobenou malignim onemocnénim ¢i jeho 1é€bou
a stal se také soucasti protokolu terapie HIV pozitiv-
nich pacientl 1é¢enych zidovudinem. Pred Sestnacti
lety, v roce 1993, bylo v Japonsku poprvé schvaleno
jeho pouziti béhem odbéru autotransfuzi v ramci pred-
operacéniho autologniho krevniho darcovstvi (preope-
rative autologous blood donation — PABD). O rok po-
zdéji, v roce 1994, bylo téhoz dosazeno v Evropské
unii (preparat Procrit). A kone¢né v roce 1996 byl ve
Spojenych statech a Kanadé schvalen pro 1é¢bu tzv.
chirurgické anémie, tedy anémie spojené s operacnimi
vykony. Timto se jiz erytropoetin dostava do oblasti pe-
rioperacni intenzivni pé€e. Postupné zavadéni erytro-
poetinu do téchto tfi oborl — nefrologie, onkologie,
anesteziologie a intenzivni medicina — se posléze sta-
va typickym i pro vdechny nasledujici generace ESA.

Obr. 1. Erytropoetin

Erytropoetin alfa a erytropoetin beta predstavuji
prvni generaci €kl stimulujicich erytropoezu. Svymi
ucinky plné nahrazuji pfirozeny erytropoetin. Vyznam-
né zlepsily kvalitu zivota chronicky anemickych paci-
entd, ktefi byli do té doby Ié¢eni pfedevsim opakova-
nymi krevnimi pfevody. U nich byla infekce pfenesena
transfundovanou krvi jen otazkou ¢asu — nejcastéji se
jednalo o néktery typ infekéni hepatitidy. Aplikaci re-
kombinantnich preparat( provazelo minimum neza-
doucich U¢inkl. Podstatnym zplisobem se také snizi-
la mortalita téchto pacientd. Zpoc€atku se podavaly vy-
hradné intraven6zné. Na zakladé mnoha studii vSak
bylo zjisténo, ze subkutanni aplikace vede k 5 az
10nasobné delSi biologické dostupnosti a umozriuje
redukci davky az o 50 % oproti aplikaci intraveno6zni,
coz vedlo k dalSimu zjednodus$eni jejich podavani [7].

S rychlym rozsifenim jejich aplikace se dostaly do
popredi tfi okruhy problémd:

1. Vysoka cena — velké mnozstvi studii se proto sna-
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zilo objevit davkovani, které by bylo co nejvice cost-
effective. Optimalni davkovaci protokol se vSak jes-
té nalézt nepodafilo.

2. Velmi zavazna, zivot ohrozujici komplikace 1é¢by
erytropoetinem — Cista aplazie ¢ervené krevni fady
(pure red cell aplasia, PRCA) [8]. V letech 1998 az
2002 byla publikovana u vice nez 250 pacientl
s chronickym renalnim selhanim lé€enych erytro-
poetinem, v roce 2004 pocet pFipadd prekrocil 500
[9].V sérech téchto pacientl byly nalezeny protilat-
ky proti erytropoetinu, pfi¢emz tyto protilatky rea-
govaly nejen s aplikovanym, ale zkfizené i s endo-
gennim erytropoetinem. Klinicky se PRCA projevo-
vala extrémni anémii a soucasné praktickou absen-
ci erytroidnich prekurzor( v kostni dfeni. V§echny
jeji ostatni bunky jsou pfitomny a kvantitativné
i morfologicky v normé. Erytropoeza v8ak byla blo-
kovana jiz na urovni proerytroblastu. Usilovnym vy-
zkumem bylo zji§téno, Ze na imunogenité se podi-
lelo zejména uvolfiovani organickych latek
z nepotazené gumove zatky stfikatek naplnénych
erytropoetinem. NejCastéji se PRCA objevovala
u preparatu Eprex (erytropoetin alfa distribuovany
v Evropé, nikoliv vS§ak ve Spojenych statech). Zme-
na technologie vyroby v dubnu 2003 vedla
k prudkému poklesu vyskytu této obavané kompli-
kace [10, 11]. Jeji |é¢ba spocivala v okamzitém vy-
sazeni ESA, v podavani kortikoidl, imunosupresiv
a krevnich transfuzi [12]. Tato terapie vedla vétsi-
nou k odeznéni aplazie, avSak renalni anémie pre-
trvavala pochopitelné dal. Tito pacienti byli dale 1é-
¢eni opakovanymi krevnimi pfevody jako pfed érou
erytropoetinu. Teprve vyvoj Ctvrté generace ESA
umoznil pfechod zpét na farmakologickou Ié¢bu
anémie (viz nize).

3. Pomérné kratky biologicky polocas, jenz vede
k nutnosti aplikace 2krat nebo 3krat tydné. Prodlou-
zeni davkovaciho intervalu vede obycejné
k vyraznému snizeni uc€innosti, aplikace vysokych
davek je zase finan¢né velmi nakladna. Vyvoj tedy
sméroval k nalezeni molekuly s vyrazné prodlouze-
nym ucinkem. Ukazalo se, Ze na biologické (erytro-
poetické) ucinnosti erytropoetinu se podileji prede-
v§im oligosacharidy obsahujici zbytky kyseliny sia-
lové, které vyrazné prodluzuji jeho biologicky polo-
Gas. Desialylovany erytropoetin je sice velmi ucéinny
in vitro, avSak in vivo prakticky nikoliv, nebot je vel-
mi rychle degradovan jaternimi enzymy. Posléze se
podafilo pfidanim oligosacharidt obsahujicich zbyt-
ky kyseliny sialové vytvofit molekulu, jez méla pro-
dlouzeny biologicky polo¢as eliminace a tim i vy$Si
biologickou ucinnost. Latka, béhem vyzkumu nazy-
vana novy erytropoezu stimulujici protein (novel
erythropoietin stimulating protein, NESP), dostala
posléze nazev darbepoetin alfa.

Druha generace ESA - darbepoetin alfa
Darbepoetin alfa pfedstavuje druhou generaci ery-

tropoezu stimulujicich latek. Od lidského erytropoetinu

se liSi celkem na 5 mistech proteinového fetézce
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a také byl zvySen pocet navazanych oligosacharidl
i zbytk( kyseliny sialové. Mechanismus G¢inku
i konecny efekt, tedy zvySeni hodnot ¢ervené krevni
fady, je shodny s prvni generaci. Biologicky polo¢as
se v8ak zhruba trojnasobné prodlouzil [13]. Pod ko-
merénim nazvem Aranesp byl v roce 2001 schvélen
pro IéEbu anémie u chronického renalniho selhani
a v roce 2002 i pro 1é¢bu chirurgické anémie. Hlavni
vyhodou je nizka frekvence podani — vétSinou staci
1krat tydné. V udrzovaci fazi [é€by renalni anémie lze
interval prodlouzit az na tfi tydny [14]. Pfi pfevadéni
pacientl z erytropoetinu alfa ¢i beta na darbepoetin
alfa se doporucuje 200 IU rHu-Epo nahradit pfiblizné
1 ug darbepoetinu alfa. DalSi pfednosti je pomérné
nizka imunogenita. Potencialni antigenni mista poly-
peptidového fetézce jsou zfejmé prekryta navazanymi
oligosacharidy. Aplazie Eervené krevni fady je tedy ex-
trémné vzacna [15].

Treti generace ESA — kontinualni aktivator
erytropoetinového receptoru

V roce 2007 se po nékolika letech klinickych zkou-
Sek dostava do klinické praxe tfeti generace ESA,
a sice kontinualni aktivator erytropoetinového recepto-
ru (continuous erythropoietin receptor activator,
CERA). Prvnim komerénim preparatem se stava Mir-
cera® (fa Roche), jez byl 15. listopadu 2007 uvolnén
americkou FDA pro rutinni klinické uziti. Chemicky se
jedna o methoxy-polyethylene-glycolepoetin beta. Po
Spojenych statech byl preparat schvalen v Rakousku,
Svédsku, Némecku, Velké Britanii, Norsku a nyni po-
kraduje postupné schvalovani v dalSich zemich — tzv.
mezinarodni roll-out. Tento medikament, ve srovnani
s pfedchozimi dvémi generacemi ESA, vykazuje dra-
maticky delSi biologicky polocas, pfiblizné 6krat delsi
nez u darbepoetinu a asi 20krat delsi nez
u erytropoetinu [16]. To umoznuje davkovani jednou
za mésic, v udrzovaci fazi u renalni anémie dokonce
jednou za dva mésice. Opét je mozné podavani jak
subkutanni, tak intravenozni. Bezpec€nostni profil je
shodny s prvnimi dvéma generacemi ESA. Nebylo
prokazano ovlivnéni mortality, coz ovSem ani nebylo
ocekavano. Ve Velké Britanii a Némecku byly celkem
ve 12 dialyzacnich centrech provedeny velmi zajima-
vé studie, které sledovaly ¢asovou Usporu personalu
po pfechodu na tfeti generaci ESA. Vysledky studii se
v obou zemich shodovaly a referovaly o Uspore cca
37—-43 pracovnich dnu za rok v kazdém dialyza¢nim
centru. Nyni probihd, zejména ve Velké Britanii, kon-
verze |é¢by dialyzovanych pacientl z erytropoetinu Ci
darbepoetinu na CERA. Na klinické pouziti pfi 1é¢bé
chirurgické anémie a na JIP bude tfeba jesté néjakou
dobu pockat.

Ctvrta generace ESA — nova éra v 16éb& anémie?

Jiz v pribéhu vyvoje tfeti generace se objevovaly
velmi zajimavé informace o vyvoji latek, které by sice
pfedstavovaly numericky €tvrtou generaci ESA, ale
v podstaté by se jednalo o kvalitativni skok v 1é¢bé
anémie — odtud nazev nova éra v jeji 16Cbé. Tyto latky
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v8ak jiz nevznikaly dalSi modifikaci molekuly erytro-
poetinu, nybrz se jedna o produkty plsobici na zcela
jiné bazi. Jedna se napf. o inhibitory prolylhydroxylazy,
enzymu degradujiciho faktor indukovany hypoxii (hy-
poxia inducing factor, HIF). Firmou FibroGen byly vy-
vinuty dva tyto inhibitory, a sice FG-2216 a FG-4592.
V souc€asné dobé probihaji klinické zkousky firmou As-
tellas. Ukazuje se, ze tyto léky zvySuji hladinu hemo-
globinu indukci erytropoezy, pfiCemz se ale hladiny
endogenniho erytropoetinu neméni [17]. Vynikajici
vlastnosti je v8ak aplikaéni cesta, jedna se totiz
o prvni erytropoezu stimulujici latky, které Ize podavat
peroralné.

Druhym pfevratnym preparatem, ktery by mél jiz
nalézt uplatnéni v 1é¢bé chirurgické anémie a na JIP,
by se mél stat Iék Hematide od firmy Affymax. Jde
o Cisté synteticky polypeptid, vyrabény bez pomoci ge-
nového inzenyrstvi. Plsobi téZ na erytropoetinovy re-
ceptor, ma ale nékolik vlastnosti, které ho odliSuji od
ostatnich ESA [18]. Pfedevsim je to sekvence amino-
kyselin, ktera je zcela odlisna od endogenniho i vSech
ostatnich rekombinantnich erytropoetini. Nemuze te-
dy vyvolat aplazii Eervené krevni fady, naopak byl vel-
mi Uspésné pouZzit v jeji I€Cbé. Dalsimi vyhodami je re-
lativné jednoducha syntéza, velka stabilita, moznost
uchovavani pfi pokojové teploté a taktéz aplikace jed-
nou mésicné, jak vyplyva z pravé probihajicich klinic-
kych zkouSek ve fazi Ill.

Zavér

V pristich letech Ize o¢ekavat zavedeni nékolika
prevratnych 1ékd, které by mély vyznamné ovlivnit 1é¢-
bu anémie. VesSkeré Iéky podporujici tvorbu lidské kr-
ve jsou vSak omezeny ¢asovym faktorem, nebot tvor-
ba ¢ervenych krvinek, respektive vzestup hemoglobi-
nu po jejich aplikaci, se objevuje az po nékolika dnech
a plny efekt se dostavuje v fadech tydn(. V 1é¢bé akut-
niho krvaceni se proto bude nadale pouzivat krevni
transfuze. Aplikace 1€kl bude vzdy podplrnym pro-
stfedkem, a to az do doby, kdy bude do klinické praxe
zavedena uméla krev. Pak se stane transfuze lidské
krve ukonem pomérné raritnim. Bezkrevni medicina
by dosahla svého cile.
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