UNIVERZA V LJUBLJANI

FAKULTETA ZA FARMACIJO

VALENTINA SAVRIC

MAGISTRSKA NALOGA

ENOVITI MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA

Ljubljana, 2016



UNIVERZA V LIJUBLJANI

FAKULTETA ZA FARMACHO

VALENTINA SAVRIC

POMEN NIZKIH SERUMSKIH KONCENTRACIJ
INFLIKSIMABA ZA KLINICNI IZID PRI BOLNIKIH S
KRONICNO VNETNO CREVESNO BOLEZNIJO

THE IMPORTANCE OF UNDETECTABLE INFLIXIMAB TROUGH
LEVELS FOR CLINICAL OUTCOME OF PATIENTS WITH
INFLAMMATORY BOWEL DISEASE

ENOVITI MAGISTRSKI STUDIISKI PROGRAM FARMACIJA

Ljubljana, 2016



Magistrsko nalogo sem opravljala na Katedri za kliniéno biokemijo na Fakulteti za
farmacijo pod mentorstvom prof. dr. Joska Osredkarja, mag. farm., spec. med. biokem., in
somentorstvom asist. mag. Davida Drobneta, dr. med., spec. gastroenterologa.
Raziskovalno delo je del SirSega projekta, ki je potekal na Klinicnem oddelku za
gastroenterologijo (KOGE), UKC Ljubljana in ga je Komisija Republike Slovenije za
medicinsko etiko odobrila dne 13.5.2014.

Zahvala

Iskreno se zahvaljujem mentorju prof. dr. Josku Osredkarju, mag. farm., spec. med.
biokem., za vodenje in pomo¢ pri ustvarjanju magistrske naloge. Se posebej se
zahvaljujem somentorju asist. mag. Davidu Drobnetu, dr. med., spec. gastroenterologu, za
vso posredovano znanje, prijazne nasvete in vse usmeritve pri delu. Zahvaljujem se tudi
drugim ¢lanom KVCB ekipe Klini¢nega oddelka za gastroenterologijo UKC Ljubljana
(prof. dr. Ivan Ferkolj, dr. med., Natasa Smrekar, dr. med., Gregor Novak, dr. med., Matic
Kozelj, dr. med.) in predstojniku prof. dr. Borutu Stabucu, dr. med., da so omogo¢ili ta

projekt.

Velika zahvala gre starSema, ki sta mi ves Cas Solanja stala ob strani in me spodbujala in

fantu Marku za vso podporo, razumevanje in potrpezljivost tekom Studija.

Hvala tudi sosolkam za vse lepe trenutke in nepozabne dogodivséine v ¢asu Studija.

Izjava

Izjavljam, da sem magistrsko delo samostojno izdelala pod mentorstvom prof. dr. JoSka
Osredkarja, mag. farm., spec. med. biokem., in somentorstvom asist. mag. Davida

Drobneta, dr. med., spec. gastroenterologa.

Valentina Savri¢




KAZALO VSEBINE

L UVOD coooovovvvvsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 1
1.1 ETIOPATOGENEZA KRONICNE VNETNE CREVESNE BOLEZNI ..........ccccceocvvvviniriieinnnns 1
111 GENETSKI DEJAVINIKI ..ottt st sttt et see e 1
112 DEJAVNIKI OKOLIA ..ottt bbbt bbbt sb e e s b e e be et e et e snbesae e 2
1.1.3  MIKROSKOPSKI NIVO PATOGENEZE ........ccoooiiiiirieeee e 2
1.2 KLINICNE ZNACILNOSTI ULCEROZNEGA KOLITISA IN CROHNOVE BOLEZNI ........... 3
121 ULCEROZNI KOLITIS ..ot nre e 4
122 CROHNOVA BOLEZEN ..ottt 5
1.3 ZDRAVLJENJE KRONICNE VNETNE CREVESNE BOLEZNI ..........ccccocovcvviieiienirisissnenenns 6
1.3 AMINOSALICILATI ettt sttt ettt ettt st sbe e sbe e beebeenbesneeneee e 7
132  KORTIKOSTEROIDI.....coiiiiitieiieieee ettt sttt sttt st st sbe et e be et e snne e e 8
1.3.3  IMUNOSUPRESIVI ...ttt sttt st st e et et et e s e e 8
134 TNF-00 ZAVIRALCH ..ottt e sr e sr e e r e e ennenne e 9
14 ARGUMENTI ZA RAZISKAVO....... ittt 14
2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE ... 15
3 METODOLOGIIA ...ttt 16
3.1 PREISKOWVANCH ...ttt b e bttt b s bt e bt e bt e b e s e e sbe e b e e nneennas 16
3.2 ZDRAVLJIENJE Z INFLIKSIMABOM ......oooiiiiiiieeee ettt sne s 16

3.3 DOLOCANJE SERUMSKIH KONCENTRACIJ INFLIKSIMABA IN ANTI-

INFLIKSIMABNIH PROTITELES . ......coiiiii e 17
3.3.1 MERITVE SERUMSKIH KONCENTRACH INFLIKSIMABA .......ccoiiitiieee e, 20
3.3.2 MERITVE SERUMSKIH KONCENTRACIJ ANTI-INFLIKSIMABNIH PROTITELES ........ 20

3.4 LABORATORIJSKI DEL DOLOCANJA SERUMSKIH KONCENTRACIJ INFLIKSIMABA

IN ANTI-INFLIKSIMABNIH PROTITELES ...t s 21
3.4.1 DOLOCANIJE SERUMSKIH KONCENTRACIJ INFLIKSIMABA .......ccccocovvviiniiiiiieieinienns 21
3.4.2 DOLOCANJE SERUMSKIH KONCENTRACIJ ANTI-INFLIKSIMABNIH PROTITELES... 26

3.5 DEFINICIJE KLINICNTH IZIDOV .........c.cooviiiiiiieoieeseoeeesesesee s een s 32
351  KLINICNA REMISITA ....ooiiiiiiieeseiseseseses s iesee s ten et s st esnensnesnensnsansnssneesnsanensans 32
35.2 ZAZNAVNA IN NEZAZNAVNA SERUMSKA KONCENTRACIJA INFLIKSIMABA ........ 32
35.3  PRISOTNOST PROTITELES ....oooiiiiicieeeeeeeeteeesee s ass s 32



354 DELNA ODPOVED INFLIKSIMABA ...ttt 32

355 DOKONCNA ODPOVED INFLIKSIMABA .....ooieoteeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeeeseneeeeseseeeeeesesessesesenenes 33
3.6 STATISTICNE METODE ......cooouiieeeeeeeeeeeeeeee et e e e et et et et eeeeeee et et et e eeeeee et et et et eeseeseseeeeeeteeseeeeens 33
37 ETICNI VIDIKL. ....ooooiuieeeeeeeeeeeeeee e ee et et ee e eet et et eeeeeeetas et et eeseseeeeeseees et e eeseeeeees et eeeseeseseeees et eeeeeeeens 34
4 [ =4 U ] I I AN I TP 35
o R = 10 [ 11 IR URTTTRRR 35

4.2 Kaplan-Meier analiza dokoné¢ne odpovedi infliksimaba (IFX) skozi ¢as glede na prisotnost vsaj

enkrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi

o a1t - Vo | T L T SO SPRRI 36
4.2.1  Bolniki s kroni¢no vnetno ¢revesno boleznijo (KVCB).......c.ccoouevcurieeiicrereieeeeseeeeesiesssesienenns 36
4.2.2  Bolniki s Crohnovo BoIezNijo (CB)......cccoiiieiiiiieiiieiieesie et 37
4.2.3  Bolniki z ulceroznim KolitiSOm (UK) ........ccoiiiiiiiiiiiiieese e 39

4.3 Dokon¢na odpoved infliksimaba (IFX) glede na prisotnost vsaj enkrat nezaznavnih serumskih
koncentracij IFX v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX pri bolnikih s

kroniéno vnetno érevesno boleznijo (KVCB).............cooovveieieiiriosiosieeiessessesessessessessessessessesssssesssssensssns 41

4.4 Kaplan-Meier analiza dokoné¢ne odpovedi infliksimaba (IFX) skozi ¢as glede na prisotnost enkrat

in dvakrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi

KONCENTFACTTAMI TFX ..t et e et e et e st e te e be e beeseesreesteeseeeteaneeaneennee e 42
4.4.1  Bolniki s kroni¢no vnetno &revesno boleznijo (KVCB).......c.ocuevcvcvcvrieecieeieeiesiesiesieseessesinaon, 42
4.4.2  Bolniki s Crohnovo BOIEZNIJO (CB)......cviuiiiiiiieiieisie ettt 44
4.4.3  Bolniki z ulceroznim KolitiSom (UK) ........cooiiiiiiiiiiiiee e 45

4.5 Dokoné¢na odpoved infliksimaba (IFX) glede na prisotnost enkrat in dvakrat nezaznavnih

serumskih koncentracij IFX v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX....... 47
451  Bolniki s kroni¢no vnetno ¢revesno boleznijo (KVCB).........ccoovevcueieeiicuereiieeeseseeesesssesienenns 47
4.5.2  Bolniki s Crohnovo DolezNnijo (CB).......cciiiiiieiieie ettt ene e 48
453  Bolniki z ulceroznim Kolitisom (UK) ........c.oiiiiiiiiiie st 49

4.6 Kaplan-Meier analiza dokoné¢ne odpovedi infliksimaba (IFX) skozi ¢as za bolnike s kroni¢no

vnetno &revesno boleznijo (KVCB) glede na prisotnost protiteles proti IFX ............cc.ccccoooevervrreerinnene. 50

4.7 Dokonéna odpoved infliksimaba (IFX) glede na prisotnost protiteles proti IFX pri bolnikih s

kroniéno vnetno érevesno boleznijo (KVCB).............coooovuviiveieeirioseeiieissesessesesssseessessessessesssssenesssensn s 51

4.8 Uspesnost dviga serumskih koncentracij IFX po optimizaciji zdravljenja glede na prisotnost

protiteles proti IFX pred OPtiMIZACIHIO........cooiieiieie bbb 53



5

7



KAZALO SLIK

Slika 1: Nekatere razlike med Crohnovo boleznijo in ulceroznim kolitisom (18)................ 3
Slika 2: Algoritem uporabe zdravil pri KVCB (27) ...vvvieeieieeiireseessesesese e, 7
Slika 3: Zgradba infliKSIMaba (47) .......ceeiieeieiie e 10
Slika 4: Mehanizem delovanja infliksimaba proti TNF-a. (49) ..o, 11

Slika 5: Farmakokineti¢ni profil serumskih koncentracij infliksimaba glede na prisotnost
protiteles proti infliksimabu pri ¢1oveKu (65)......cccvcvviiieiiiiiiie i 13

Slika 6: Farmakokineti¢ni serumski profil infliksimaba po veckratni aplikaciji infliksimaba

PIL CLOVEKU (B5) oottt sttt 17
Slika 7: Shema poteka raziskave (Nipoteza 1IN 2) ......cccooiiiiiiiiiieee e, 18
Slika 8:Shema poteka raziskave (NIpoteza 3 iN4)......cccccvevviieiieiice e 19
Slika 9:Teoreti¢ni primer dolocitve koncentracije IFX v serumu z interpolacijo ............... 25
Slika 10:Teoreti¢ni primer dolo€itve koncentracije ATI v serumu z interpolacijo............. 31

Slika 11: Vpliv vedno zaznavnih ter vsaj enkrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX
na uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikih s KVCB .......cccocvrvrveeeeererereierieeiseeeeens 37
Slika 12:Vpliv vedno zaznavnih ter vsaj enkrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX
na uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikin S CB ........ccccovciiiiiiiciccecce e 39
Slika 13:Vpliv vedno zaznavnih ter vsaj enkrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX
na uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikih z UK .......ccccoooiiiiiiii 41
Slika 14: Dokon¢na odpoved IFX glede na prisotnost vsaj enkrat nezaznavnih serumskih

koncentracij IFX v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX

i BOINIKIN S KVCB...ovoeceeeeeee ettt 42
Slika 15:Vpliv vedno zaznavnih, ter enkrat in dvakrat nezaznavnih serumskih koncentracij
IFX na uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikih s KVCB........ccccevereiereicicieinee, 43

Slika 16: Vpliv vedno zaznavnih, ter enkrat in dvakrat nezaznavnih serumskih koncentracij
IFX na uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikih s CB.......cooooiiiiiiiiiiic 45

Slika 17:Vpliv vedno zaznavnih, ter enkrat in dvakrat nezaznavnih serumskih koncentracij
IFX na uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikih z UK ..., 46

Slika 18: Dokonéna odpoved IFX glede na prisotnost enkrat in dvakrat nezaznavnih
serumskih koncentracij IFX, v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX pri bolnikih s KVCB........cooevicuririieeeiecieeeecee s eseeses s 47



Slika 19: Dokon¢na odpoved IFX glede na prisotnost enkrat in dvakrat nezaznavnih
serumskih koncentracij IFX, v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX pri boINiKIN SCB .......c.coviiiiiiiece e, 48

Slika 20: Dokonc¢na odpoved IFX glede na prisotnost enkrat in dvakrat nezaznavnih
serumskih koncentracij IFX, v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX pri bolnikih z UK ... 49

Slika 21:Vpliv vedno zaznavnih, ter vsaj enkrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX

glede na prisotnost protiteles proti IFX na uspeSnost zdravljenja z IFX pri bolnikih s

Slika 22a: Dokon¢na odpoved IFX glede na bolnike z vsaj enkrat nezaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX in ATl < 10 pg/mL in > 10 ug/mL v primerjavi z
bolniki z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX, pri bolnikih s KVCB 52

Slika 22b: Dokonc¢na odpoved IFX glede na bolnike z vsaj enkrat nezaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX in ATl < 10 pg/mL v primerjavi z bolniki z vsaj
enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in ATI > 10 pg/mL, pri
DOINTKTN 8§ KVCB ..ot 53

Slika 23: Uspesnost dviga serumskih koncentracij IFX glede na prisotnost protiteles proti

IFX pred optimizacijo 0dmerka IFX ..o, 54

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica I: Razdelitev ulceroznega kolitisa (Montrealska klasifikacija) (21).................. 4
Preglednica I1: Razdelitev Crohnove bolezni (Montrealska klasifikacija) (22) ..........ccc....... 5
Preglednica I1l: Reagenti in pripomocki uporabljeni v apDia IFX ELISA metodi............. 22

Preglednica IV: Reagenti in pripomocki uporabljeni v apDia anti-IFX ELISA metodi ..... 27
Preglednica V: Demografski podatki bolniKOV ..o 35
Preglednica VI: Dokonéna odpoved IFX pri bolnikih s KVCB glede na zaznavnost
Serumskin KONCENTIACH] TFX .....oiiiiiiciee e 36
Preglednica VII: Dokon¢na odpoved IFX pri bolnikih s CB glede na zaznavnost serumskih
KONCENEIACT] IFX .. ettt e et ae e sree e 38
Preglednica VIII: Dokonéna odpoved IFX pri bolnikih z UK glede na zaznavnost
Serumskih KONCENTIACH] TFX ..o 40
Preglednica IX: Uspesnost dviga serumskih koncentracij [FX glede na prisotnost protiteles

proti IFX pred optimizacijo odmerka IFX.........ccooiiiiieiie i 54

Vi



POVZETEK

Zdravilo izbora pri zdravljenju bolnikov s kroni¢no vnetno crevesno boleznijo
(KVCB), kadar se ti ne odzovejo na konvencionalno zdravljenje (aminosalicilati,
kortikosteroidi, tiopurini, metotreksat), so zaviralci TNF-alfa, kot je tudi infliksimab.
Najveéji problem pri zdravljenju z infliksimabom je sekundarna odpoved, kar pomeni
izgubo ucinka zdravila po tem, ko so bolniki sprva odgovorili na indukcijsko zdravljenje.
Med faktorji, ki privedejo do izgube ucinka infliksimaba je nezaznavna serumska
koncentracija zdravila (TL; angl. trough level/concentration) in prisotnost protiteles proti
infliksimabu.

Namen naSe raziskave je bil ugotoviti, ali lahko z dolo¢anjem TL infliksimaba in
protiteles proti infliksimabu predvidimo uspesnost zdravljenja z inflksimabom, tj. moznost
za dokon¢no odpoved infliksimaba in ali lahko predvidimo uspeSnost optimizacije
odmerka infliksimaba enkrat, ko so serumske koncentracije infliksimaba nezaznavne in/ali
so prisotna anti-infliksimabna protitelesa. V raziskavo smo vkljuc¢ili 146 bolnikov s
KVCB, zdravljenih na Klini¢nem oddelku za gastroenterologijo (KOGE), UKC Ljubljana.
Serumske koncentracije infliksimaba (TL) in protitelesa proti infliksimabu smo izmerili z
metodo encimske imunoadsorpcije (ELISA).

Z metodo Kaplan-Meier in Coxovo regresijo smo ugotavljali vpliv nezaznavnih
serumskih koncentracij infliksimaba in protiteles proti infliksimabu na odzivnost bolnikov
na terapijo z infliksimabom in na uspesnost optimizacije odmerka infliksimaba med
zdravljenjem. Ugotovili smo, da so imeli bolniki z vedno zaznavnimi TL infliksimaba
skozi ¢as manj$o ogroZzenost za dokonéno odpoved infliksimaba (HR, 0,35; 95 % interval
zaupanja: 0,20-0,61; P < 0,0001) in so imeli manjSe Stevilo dokon¢nih odpovedi
infliksimaba (24/106, 23 %) kot bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi TL infliksimaba
(24/40, 60 %) (P < 0,0001). Ugotovili smo, da delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo
infliksimaba ni bil statistino znacilno vi§ji med bolniki, ki so imeli med zdravljenjem
dvakrat nezaznavne TL infliksimaba (7/10, 70 %) v primerjavi z bolniki, ki so imeli med
zdravljenjem enkrat nezaznavne TL infliksimaba (16/27, 59 %) (P = 0,55). Dokazali smo,
da so imeli bolniki s KVCB z vedno zaznavnimi TL infliksimaba skozi ¢as bistveno
manjso ogrozenost za dokon¢no odpoved infliksimaba (HR, 0,45; 95% interval zaupanja:
0,20-1,01; P = 0,05) kot bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi TL infliksimaba in anti-
infliksimabnimi protitelesi > 10 ug/mL (prisotnost protiteles) in tudi manjse Stevilo
dokon¢nih odpovedi infliksimaba (10/23, 44 %) kot bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi TL
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infliksimaba in anti-infliksimabnimi protitelesi < 10 pg/mL (odsotnost protiteles) (14/17,
82 %) (P = 0,01). Prav tako smo ugotovili, da so imeli bolniki z nezaznavnimi TL
infliksimaba in anti-infliksimabnimi protitelesi < 10 pg/mL po optimizaciji odmerka
infliksimaba statisticno znacilno ve¢jo uspes$nost dviga TL infliksimaba (8/12, 67 %), v
primerjavi z bolniki z nezaznavnimi TL infliksimaba in anti-infliksimabnimi protitelesi >

10 pg/mL (1/8, 13 %) (P = 0,028).

Klju¢ne besede: kroni¢na vnetna ¢revesna bolezen, Crohnova bolezen, ulcerozni kolitis,
zaznavna in nezaznavna serumska koncentracija infliksimaba, protitelesa proti

infliksimabu
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ABSTRACT

The drug of choice in the treatment of patients with inflammatory bowel disease
(IBD), when they do not respond to conventional therapies (aminosalicylates,
corticosteroids, thiopurines, and methotrexate) are TNF-alpha inhibitors, such as
infliximab. The biggest problem with TNF alpha inhibitors is secondary failure of
infliximab which occurs in 10 % of patients annually. The main factors that leads to the
loss of response to infliximab are undetectable serum concentrations (TL) of the drug and
the presence of antibodies to infliximab.

We aimed to explore whether the determination of TL and antibodies to infliximab
can predict permanent infliximab failure and successful infliximab dose optimization in
case of undetectable infliximab TLs with or without antibodies to infliximab. Our
prospective study included 146 patients with IBD, treated at the Department of
Gastroenterology of the University Medical Centre Ljubljana, Slovenia. Infliximab serum
concentrations and antibodies to infliximab were measured with an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA).

Kaplan-Meier and Cox regression were used to study the impact of undetectable
serum concentrations of infliximab and antibodies to infliximab on clinical outcome of
infliximab treated patients and success of infliximab dose optimization in case of
undetectable infliximab TL. We found that patients with always detectable TL of
infliximab had lower risk for loss of response to infliximab than patients with at least once
undetectable TL (HR, 0,35; 95 % confidence interval: 0,20-0,61; P < 0,0001), and
experienced permanent loss of response to infliximab less frequently (24/106, 23 %) than
patients with at least once undetectable TL of infliximab (24/40, 60 %) (P < 0,0001). We
found that the proportion of patients with permanent loss of response to infliximab was not
significantly higher among patients with twice undetectable TL of infliximab (7/10, 70 %)
compared to patients with once undetectable TL of infliximab (16/27, 59 %) (P = 0,55).
We observed a major negative impact of high antibodies to infliximab (>10 pg/mL ) as
patients with at least once undetectable TL of infliximab and antibodies to infliximab > 10
pg/mL  (antibodies presence) had much higher risk for permanent loss of response to
infliximab than patients with at least once undetectable TL of infliximab and antibodies to
infliximab < 10 ug/mL (HR, 0,45; 95 % confidence interval: 0,20-1,01; P = 0,05); the
proportion of patients with permanent loss of response was substantially higher in patients



with antibodies to infliximab > 10 pg/mL (14/17, 82 %) compared to patients without
antibodies to infliximab (10/23, 44 %) (P = 0,01). Antibodies to infliximab also
importantly influenced success of infliximab dose optimization in patients with
undetectable TL of infliximab, as only 1/8 patients with antibodies to infliximab > 10
pug/mL (13 %) developed detectable TL after dose optimization compared to 8/12 patients
without antibodies to infliximab (67 %) (P = 0,028).

Key words: inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, ulcerative colitis, detectable

and undetectable serum concentrations of infliximab, antibodies to infliximab



SEZNAM OKRAJSAYV (po abecednem vrstnem redu)

5-ASA 5-aminosalicilna kislina

ATI protitelesa proti infliksimabu (angl. antibodies to infliximab)

AZA azatioprin

CB Crohnova bolezen

CRP C-reaktivni protein

ELISA Encimska imunoadsorpcijska preiskava (angl. Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)

IFX infliksimab

IS intermediarni sindrom

IL-1 interlevkin 1

IL-6 interlevkin 6

IL-23 interlevkin 23

KVCB kroni¢na vnetna ¢revesna bolezen

6-MP 6-merkaptopurin

MTX metotreksat

NK naravne celice ubijalke (angl. natural killer cells)

nKVCB nerazvri¢ena oblika KVCB

NOD2 protein2 oligomerizacijska domena, ki veZe nukleotide

STNFR receptor za topno obliko TNF-a

TL najniZja serumska koncentracija zdravila med zdravljenjem (angl. trough

level/concentration)

TNF—a dejavnik tumorske nekroze alfa

TNFR1 receptor 1 za transmembransko obliko TNF-a
TNFR2 receptor 2 za transmembransko obliko TNF-a
UK ulcerozni kolitis
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1 UVOD

Kroniéna vnetna ¢revesna bolezen (KVCB) je bolezen prebavil neznane etiologije, ki traja
vse Zzivljenje. Zanjo je znacilen kroni¢en potek s pogostimi zagoni (relapsi), ko so
bolezenski znaki huj$i in vmesnimi razli¢no dolgimi obdobji remisije, ko se znaki bolezni
umirijo (1). KVCB ima tri poglavitne fenotipe bolezni: Crohnovo bolezen (CB), ulcerozni
kolitis (UK) in intermediarni sindrom (IS) 0z. nerazvri¢eno obliko KVCB (nKVCB). CB
lahko prizadene celotno ¢revo od ust do anusa, medtem ko je pri UK prizadeto le debelo
¢revo. Se vedno ni jasen natanen vzrok za razvoj bolezni, se pa domneva, da imajo
genetski dejavniki, dejavniki iz okolja in pretirana imunska reakcija na neskodljive
znotrajérevesne antigene pri nekaterih ljudeh, ki imajo genetsko predispozicijo za tako
reakcijo, pomembno vlogo tako pri nastanku, kot tudi poteku bolezni (2,3). Dejavnik
tumorske nekroze alfa (TNF-o) je eden glavnih provnetnih citokinov, odgovornih za
nastanek in vzdrZevanje vnetja ¢revesne sluznice pri KVCB in je zato primarna taréa

bioloskih terapij (4).

1.1 ETIOPATOGENEZA KRONICNE VNETNE CREVESNE BOLEZNI

Etiopatogeneza KVCB ni povsem jasna kljub $tevilnim raziskavam v zadnjih desetletjih,
saj gre za kompleksno in multifaktorsko naravo bolezni, na katero vpliva preplet imunske
deregulacije, genetskih polimorfizmov in okoljskih faktorjev. Kroni¢no vnetje v prebavni
cevi je posledica povecanega imunskega odziva gostitelja na intraluminalne antigene v

genetsko predisponiranih posameznikih (3,5).

1.1.1 GENETSKI DEJAVNIKI
Genetski dejavniki imajo pomembno vlogo pri patogenezi bolezni, saj je tveganje za razvoj
bolezni pri bolnikovih sorodnikih povecano. Obe bolezni se pogosteje pojavljata v
dolocenih druzinah, ki imajo tendenco nagnjenosti h CB ali UK, v nekaterih druzinah pa se
obe bolezni prepletata (6). Genetski dejavniki so bolj pomembni pri CB kot pri UK, saj je
genetska konkordanca za CB do 67 %, za UK pa med 13 % in 20 % (7).

Ugotovili so, da so genetske spremembe pri KVCB povezane s patofizioloskimi
mehanizmi, kot so prepoznavanje mikrobov, limfocitna aktivacija, citokinski signali in

epitelna intestinalna obramba.



Geni vpleteni v nastanek KVCB kodirajo proteine, ki so potrebni za prirojeno in
pridobljeno imunost (npr. signalna pot 1L-23, transkripcijski faktorji kot je NK2, itd.).
Nekateri geni so specificno povezani s CB (npr. geni, ki regulirajo avtofagijo NOD 2, itd.),
nekateri z UK (s sluzni¢no barierno integriteto in glavnim histokompatibilnostnim

kompleksom (6p21)) (8-11).

1.1.2 DEJAVNIKI OKOLJA

Se vedno ni jasno kako dejavniki okolja vplivajo na razvoj bolezni. Lahko vplivajo na
sestavo intestinalne mikrobiote, ali pa se zaradi spremenjene prehrane in okoljskih
toksinov pojavijo novi antigeni v lumnu ¢revesa (3). V zadnjem casu se veliko govori tudi
0 higienski hipotezi, ki pravi, da vodi izboljsanje higiene do mikrobioloskega neravnovesja
v prebavnem traktu in posledi¢no do nastanka KVCB. Prav tako naj bi v bolj razvitih
druzbah premajhna izpostavljenost raznolikim antigenom v otro$tvu, vodila v porast
imunoloskih motenj in do razvoja avtoimunskih bolezni, med njimi tudi KVCB (12).
KVCB se mnogo bolj pogosto pojavlja v razvitih druzbah, kot v drzavah v razvoju, bolj
pogosto v mestih, kot na podezZelju, bolj pogosto na severu in zahodu, kot na jugu in
vzhodu (13,14)

Stevilne $tudije so potrdile protektivni uéinek kajenja pri UK, kar se kaZe tudi z nizjim
Stevilom relapsov. Nasprotno, pa je kajenje dejavnik tveganja za pojav CB, slabsi klini¢ni

potek CB, pogostejse relapse in zaplete (15).

1.1.3 MIKROSKOPSKI NIVO PATOGENEZE
Osrednjo vlogo pri razvoju KVCB ima interakcija med luminalnimi bakterijami in
imunskimi celicami v &revesni steni. Pri KVCB je intestinalna homeostaza porusena, ker
pride do defektov v epitelijski sluzni¢ni barieri, kar omogoci tesnejsi stik luminalnih
bakterij z imunskimi celicami v sluznici ¢revesa in njihovo aktivacijo. Pri genetsko
predisponiranih osebah, je posledica napacen in premocan imunski odziv na neskodljive
znotraj ¢revesne antigene bakterij, kar se kaze v aktivaciji T celic. Citokini, ki jih izlo¢ajo

aktivirane T celice spodbujajo makrofage, da izlo¢ajo velike koli¢ine TNF-a, IL-1 in IL-6.



Poleg aktivacije specifiénega imunskega sistema, pa pride tudi do disregulacije prirojene
imunosti, kjer naravne celice ubijalke NK (angl. natural Kkiller cells) z direktnim
citotoksi¢nim ucéinkom prispevajo k destrukciji tkiv in izloajo provnetne citokine.
Destrukcijo tkiv povzro¢ijo NO (dusikov oksid), kisikovi radikali, proteaze, prostaglandini,
endopeptidaze (3,16,17).

1.2 KLINICNE ZNACILNOSTI ULCEROZNEGA KOLITISA IN
CROHNOVE BOLEZNI

Bolezenski znaki KVCB so odvisni od lokalizacije in razsirjenosti bolezni. Ni specifi¢nih
simptomov za KVCB, zato se za postavitev diagnoze pogosto potrebuje nekaj mesecev do
nekaj let. Za UK so znacilne ponavljajoce se epizode vnetja, omejenega le na sluznico
debelega Crevesa. Znacilen znak je krvava driska s sluzjo ali brez sluzi. Klini¢ni znaki CB
so veliko bolj raznovrstni od tistih pri UK. Znadilni so utrujenost, dolgotrajna driska s

krvjo ali brez krvi, bolec¢ina v trebuhu, hujsanje in povisana telesna temperatura (3).

CROHNOVA BOLEZEN ULCEROZNI KOLITIS
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Slika 1: Nekatere razlike med Crohnovo boleznijo in ulceroznim kolitisom (18)



1.2.1 ULCEROZNI KOLITIS

Ulcerozni kolitis (UK) je kroni¢na bolezen, ki poteka v nekaj tedenskih ali nekaj mese¢nih
zagonih krvavih drisk, remisije so lahko dolge tudi po ve¢ let. Znacilni simptomi UK so
driska, krvavitve iz danke, Stevilna odvajanja krvavkastega sluzavega blata, kréevite
bolecine v trebuhu, lazni pozivi k odvajanju, povisana telesna temperatura, slabokrvnost in
hujsanje (3). UK prizadene le debelo ¢revo. Vnetje se lahko razsiri na preostale predele
debelega ¢revesa in je omejeno le na sluznico ¢revesa (19). Priblizno 67 % bolnikov ima v
10 letih od postavitve diagnoze vsaj $e en zagon vnetja. V 5 letih od postavitve diagnoze se
vnetje razsiri proksimalno pri > 20 % bolnikov. Pri do 20 % bolnikih je potrebna
kolektomija zaradi zapletov bolezni ali zaradi iz¢rpanega zdravljenja z zdravili (20).

Glede na razsirjenost bolezni lo¢imo (21):

Preglednica I: Razdelitev ulceroznega kolitisa (Montrealska klasifikacija) (21)

El Ulcerozni proktitis: prizadeta sluznica rektuma

E2 Levostranski ulcerozni kolitis: prizadeta sluznica distalno od lienalne fleksure

E3 Razsirjen ulcerozni kolitis (pankolitis): prizadeta sluznica proksimalno od lienalne
fleksure, vnetje lahko zajame celotno debelo érevo

V klini¢ni praksi je velikega pomena opredelitev teze vnetne aktivnosti UK, saj se lahko le
na ta nacin izbere pravilno zdravljenje bolezni. Glede na Montrealsko klasifikacijo, UK

opredelimo kot (22):

e Blago potekajoc¢i UK — bolniki odvajajo mehkejse/tekoce blato do stirikrat dnevno,
znaki sistemskega vnetja so odsotni.

e Zmerno potekajo¢i UK — bolniki odvajajo vec kot stirikrat dnevno, blato je tekoce,
krvavo-sluzasto, obcutijo nezne bolecine v trebuhu, prisotni so znaki blago
izrazenega sistemskega vnetja s porastom telesne temperature.

e Tezko potekajo¢i UK — znacilna so Stevilna odvajanja krvavo-sluzastega blata.
Bolniki tozijo zaradi krcevitih bole¢in v trebuhu, izrazeni so znaki sistemskega
vnetja s porastom telesne temperature preko 37,5 °C in tahikardijo. Zaradi izgube
vode, elektrolitov in krvi, nastopi progresivna izsusenost, slabokrvnost, hujSanje in

hipoalbuminemija.



1.2.2 CROHNOVA BOLEZEN
Crohnova bolezen (CB) je kroni¢na bolezen, ki lahko prizadene katerikoli del prebavne
cevi. Vnetje zajame vse plasti prebavne cevi in se $iri tudi v sosednje organe. Najpogoste;jsi
Crevesni simptomi so dlje ¢asa trajajoca driska, bole¢ine v trebuhu, ter simptomi zaradi
zapletov, kot so fistule in abscesi. Od splosnih simptomov so znacilni utrujenost, hujsanje,
ki je ali posledica malabsorbcije ali zmanjsanega vnosa hrane zaradi strahu bolnika pred
bole¢inami in blago povisana telesna temperatura, Ki je posledica ali vnetnega dogajanja v
¢revesu ali nastajanja zapletov. Pogost zaplet je ognojek (absces). Ce se vnetje §iri skozi
vse plasti ¢revesne stene in prodre v sosednje organe, nastane med njimi nenormalna
povezava — fistula (3). Mlajsi kot so bolniki ob pricetku tezav, tezji je potek njihove

bolezni in ve¢ zapletov imajo (23).

Klini¢ne znacilnosti CB opredeljuje Montrealska klasifikacija na osnovi starosti bolnika ob

postavitvi diagnoze, lokalizacije bolezni in tipa vnetnega izrazanja (preglednica Il) (22).

Preglednica Il: Razdelitev Crohnove bolezni (Montrealska klasifikacija) (22)

Starost ob odkritju bolezni Lokalizacija Oblika bolezni
_ L1 | Terminalni ileum Nepenetrantna,
Al 16 let in mlajsi B1
L2 | Kolon nestenozantna
A2 17 do 40 let L3 | Heum in kolon B2 | Stenozantna
A3 nad 40 let L4 | Zgornja prebavna cev | B3 | Penetrantna

Klini¢ne znacilnosti CB so odvisne od lokalizacije in razsirjenosti vnetnega dogajanja. Pri
30 % bolnikov vnetje zajame le ileum, pri 50 % ileum in kolon, pri 20 % kolon in le redko
tudi zgornji prebavni trakt (24).

e Crohnov kolitis — bolniki imajo enake simptome kot bolniki z UK; Stevilna
odvajanja krvavkastega sluzavega blata, krevite bolecCine v trebuhu in lazne pozive

k odvajanju.



e CB terminalnega ileuma — kaZe se z znaki malabsorbcije, z drisko, z bole¢inami v
trebuhu, s hujsanjem in anoreksijo, ki je pri teh bolnikih posledica strahu pred
uzivanjem hrane, zaradi tezav povzrocenih s hrano.

e CB ustne votline — nanjo pomislimo pri bole¢ini in globokih aftoidnih razjedah v
ustih.

e CB poziralnika — kaze se z odinofagijo in disfagijo.

e Gastro-duodenalna CB - redka oblika; bolniki opisujejo bole¢ino v zli¢ki, lahko
imajo tudi pasazne ovire na nivoju zelodca.

e Perianalna CB - prizadetih je do 30 % bolnikov s CB. Kaze se lahko z
zadebeljenimi perianalnimi koznimi gubami, z analnimi fisurami in razjedami, z
abscesi, s fistulami, s strikturo, vnetje se lahko razsiri tudi v perinej. Bolniki
opisujejo bolecino, izcedek iz danke, motnje spanja, spolne motnje, ob neugodnem
poteku je mogo¢ razvoj sepse. Je oblika CB, ki drastiéno zmanjSa kakovost

bolnikovega zivljenja (24,25).

1.3 ZDRAVLJENJE KRONICNE VNETNE CREVESNE BOLEZNI

V preteklosti smo KVCB zdravljenje usmerili zgolj na lajsanje simptomov (klini¢na
remisija), vendar pa se je izkazalo, da tak nacin zdravljenja ni ustrezen, saj ne zmanjSa
Stevila hospitalizacij in operacij in ne prepreci trajne okvare prebavil, zato je danes jasno,
da je cilj zdravljenja popoln nadzor vnetja, tj. popolna odsotnost klini¢nih znakov bolezni,
popolnoma normalni vnetni oznacevalci in odsotnost vnetnih sprememb na sluznici

¢revesa, kar imenujemo globoka remisija (3).

Zdravljenje KVCB sestavljata dve fazi, in sicer indukcija remisije in vzdrZevanje remisije.
V ta namen se za zdravljenje uporabljajo aminosalicilati, lokalni in sistemski
kortikosteroidi, imunosupresivi in bioloska zdravila (zaviralci TNF-a), pri otrocih pa se za

indukcijo remisije uporablja $e popolna enteralna prehrana (26).
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Slika 2: Algoritem uporabe zdravil pri KVCB (27)

1.3.1 AMINOSALICILATI
Aminosalicilati (ASA) so skupina zdravil, ki kot zdravilno uéinkovino vsebujejo 5-
aminosalicilno kislino (5-ASA) ali njene derivate. Eden glavnih u¢inkov aminosalicilatov
je zaviranje kemotakse makrofagov in zaviranje u¢inkov TNF-a (28). V terapiji KVCB se
najpogosteje uporabljata mesalazin in sulfasalazin, ki pa na zalost povzrocata tudi dolocene
nezelene ucinke, kot so: diareja, slabost, bruhanje, glavobol, Sibkost in mialgija (29).
Aminosalicilati so prva izbira pri zdravljenju UK, tako za indukcijo kot za vzdrzevanje
remisije. Pri zdravljenju CB aminosalicilati naceloma niso ucinkoviti, izjema je le blag

Crohnov kolitis, ki se biolosko vede podobno kot UK (30).



1.3.2 KORTIKOSTEROIDI

Sistemski kortikosteroidi (metilprednizolon) se uporabljajo za zdravljenje akutnih
zagonov, vendar zaradi $tevilnih nezelenih ucinkov (osteopenija, hipertenzija, glukozna
intoleranca, edemi) niso primerni za vzdrZzevanje remisije. Veckrat so tudi pokazali, da
sistemski sterodi samo omilijo simptome bolezni, ne vplivajo pa na zacelitev sluznice, kar
je moderni cilj zdravljenja. So zdravilo izbora pri zmerni do hudi obliki KVCB (31,32). Za
indukcijo klini¢ne remisije se uporablja metilprednizolon v odmerku 0,5-1 mg/kg telesne
mase, saj s takSnim rezimom po 3 tednih ve¢ kot 90 % bolnikov doseze klini€no remisijo
(33). Pri blagi do zmerni CB, omejeni na ileocekalno podro¢je se lahko uporablja
budezonid (topikalni kortikosteroid), ki ga po 4 tednih, ¢e je odziv neustrezen zamenja
metilprednizolon, ki je drugace prva izbira za indukcijo remisije pri zmerni CB (26,34).
Pri UK kot tudi CB se po indukciji remisije s sistemskimi kortikosteroidi pri vecini
bolnikov uvede vzdrzevalno zdravljenje s tiopurini, metotreksatom in/ali zaviralci TNF-o
(35).

1.3.3 IMUNOSUPRESIVI
Tiopurinski imunosupresivi kot sta azatioprin (AZA) in 6-merkaptopurin (6-MP) so
pomembne in uspe$ne zdravilne ucinkovine pri bolnikin s KVCB. Uporabljajo se
predvsem pri tistih bolnikih, ki so razvili odpornost na kortikosteroide (36). Mehanizem
delovanja ni povsem jasen, vendar naj bi aktivni tiopurinski metaboliti ovirali sintezo
proteinov in nukleotidov celic, vpletenih v patogenezo KVCB, in povzrocali apoptozo
aktiviranih limfocitov T (37). Tiopurini so uéinkovita zdravila za vzdrzevanje remisije,
medtem ko za indukcijo remisije niso primerni, saj se njihov polni ucinek izrazi Sele po 3—

4 mesecih zdravljenja (38).

Alternativa tiopurinskim imunosupresivom je metotreksat (MTX), antagonist dihidrofolat-
reduktaze, ki se vpleta v sintezo purinskih in pirimidinskih prekurzorjev za DNA in RNA.
S tem zavira aktivacijo in proliferacijo limfocitov T, protivnetni u¢inek pa gre tudi na
ratun zaviranja ekspresije nekaterih adhezijskih molekul in moduliranja sekrecije
citokinov, monocitov in makrofagov (39). Metotreksat je ucinkovit tako za indukcijo kot
tudi za vzdrzevanje remisije pri bolnikih s CB, pri bolnikih z UK pa ni uéinkovit. Kljub
zacetnemu uspehu in pogosti uporabi pri zdravljenju CB, pa pogosto pride do potrebe po

povisanju odmerka zdravila, ker metotreksat na dolgi rok izgubi u¢inkovitost (40,41).



1.3.4 TNF-a ZAVIRALCI
Bioloska zdravila iz skupine zaviralcev TNF-a, zavirajo spros¢anje in delovanje vnetnih
citokinov. Najpomembnej§i mediator vnetja pri bolnikih s KVCB je dejavnik tumorske
nekroze alfa (TNF-a). Zaviralci TNF-a vezejo topni TNF-a kot glavni vnetni mediator in
na ta nacin zmanj$ajo vnetje, poleg tega se z vezavo na membransko vezani TNF-a sprozi
apoptoza 0z. programirana celi¢na smrt vnetnih celic, kar vodi v zmanjSanje vnetja.
Biologka zdravila so trenutno namenjena skupini bolnikov s KVCB, ki so neodzivni na
standardno zdravljenje ali pa se pri njih pojavijo hudi nezeleni uéinki ob jemanju
standardnih zdravil in so tako v fazi hudega UK ali hude CB (26,31). Za zdravljenje
KVCB sta v Evropi registrirana dva zaviralca TNF-o, infliksimab in adalimumab, v ZDA

in Svici pa $e certolizumab (42).

Zaradi visoke cene teh zdravil (10.000-15.000 EUR letno) in moZnih resnih nezelenih
ucinkov se zaviralec TNF-o v Sloveniji in ve€ini drZzav po svetu lahko uvede v zdravljenje
samo kadar je dokazano, da je konvencionalno zdravljenje neucinkovito in/ali imajo
bolniki kontraindikacije (26). Pri teh bolnikih s KVCB konzilij odlo¢a o primernosti
uvedbe bioloske terapije, na podlagi sprejetih smernic. Odloc¢itev o uvedbi bioloske
terapije sprejemata Konzilij za KVCB v UKC Ljubljana ali Konzilij za KVCB v UKC
Maribor (3).

1.3.4.1 VLOGA TNF-a V PATOGENEZI KVCB

Vnetni citokin TNF-a ima dokazano klju¢no vlogo v kroni¢nem vnetnem procesu ¢revesa
pri KVCB (43). TNF-a izlogajo z antigeni stimulirani limfociti T, celice NK in mastociti.
Pod vplivom TNF-o zacnejo aktivirani makrofagi proizvajati sinergisticno delujoca
interlevkin 1 (IL-1) in interlevkin 6 (IL-6). TNF-o tudi poveca migracijo levkocitov preko
prozenja ekspresije adhezijskih molekul na povrsini endotelijskih celic in levkocitov tekom
vnetja, ter spodbuja Stevilne ostale vnetne signale, ki igrajo glavno vlogo v patogenezi
KVCB. Med drugim poveéuje $tevilo nevtrofilcev na mestih vnetja, aktivira koagulacijo in
fibrolizo in sprozi tvorbo granulomov (4,44). V in vitro Studijah so v ¢revesni sluznici
KVCB bolnikov, $e posebej pri CB odkrili poviano proizvodnjo TNF-o (45). V tkivu
bolnikov s CB je bil TNF-a najden globoko v lamini proprii, medtem ko je bila lokacija

TNF-a pri UK predvsem v subepitelijskih makrofagih (46).



1.3.4.2 INFLIKSIMAB

Infliksimab (IFX) kot tudi drugi zaviralci TNF-a so makromolekule v obliki ¢rke Y in so
sestavljeni iz dveh identi¢nih lahkih in tezkih verig (Slika 3). IFX je mis$je-Clovesko (25 %
misje, 75 % ¢lovesko) IgG1 himerno monoklonsko protitelo, ki se s fragmentom Fab veze

tako na topni kot na membransko vezani TNF-a (47,48).

LAHKI VERIGI
.-' ,. —-
— MISJI VARIARI NI DEL
Fab -
—  CLOVESKI KONSTANTNI DEL
Fc —
_ -+ _
TEZEI VERIGI

Slika 3: Zgradba infliksimaba (47)

IFX nevtralizira biolosko aktivnost TNF-a tako, da prepreci njegovo vezavo na specifi¢ne
receptorje TNFR1 in TNFR2 pri membranski in na STNFR pri topni obliki TNF-o, ¢emur
sledi blokada provnetnih signalov, ki naj bi sledili po aktivaciji TNF-a (Slika 4) (27,49).
IFX deluje na TNFR1 tako, da prepreci aktivacijo kaspaz (endoproteaze), ki drugace
povzro¢ijo programirano celicno smrt ali apoptozo, z vezavo na TNFR2 pa prepreci
aktivacijo jedrnega transkripcijskega dejavnika NF-kB in s tem prepre¢i njegov pomik v
celi¢no jedro in sproZenje razli€nih genov, ki so pomembni za nastanek in vzdrZevanje

vnetja ¢revesja (50).
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Slika 4: Mehanizem delovanja infliksimaba proti TNF-a. (49)

Legenda: tmTNF-a — membransko vezani TNF-a; STNF-a — topni TNF-a; TNFR1 — receptor 1
za membransko vezani TNF-a; TNFR2 — receptor 2 za membransko vezani TNF-a; STNFR —
receptor za topni TNF-a; TRAF (angl. TNFR associated factors group of protein) — skupina
proteinov, ki uravnavajo signalizacijo TNF receptorja; TRADD (angl. TNFR1 associated death
domain protein) — protein, ki uravnava signalizacijo celi¢ne smrti; MEKK (angl. mitogen-
activated protein kinase kinase) — kinaza, ki povzro¢i fosforilacijo IkB in posledi¢no propad IkB;
NIK (angl. NF-xkB-inducing kinase) — kinaza, ki povzroci aktivacijo alternativne poti in tako
pomik NF-kB v jedro; IkB (angl. inhibitor of kB) — xB zaviralec, NF-kB (angl. nuclear
transcription factor kB) — jedrni transkripcijski dejavnik B
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1.3.4.2.1 Serumska koncentracija infliksimaba

Serumska koncentracija 0z. serumski nivo bioloSkega zdravila je t. i. trough
level/concentration (TL), ki nam pove najniZjo koncentracijo zdravila med vzdrzevalnim
zdravljenjem. To¢na optimalna serumska koncentracija, ki jo med zdravljenjem z IFX
zelimo doseci, Se ni znana, so pa v eni izmed $tudij dokazali, da so se bolniki, ki so dosegli
TL med 3 in 5 pg/mL dlje ¢asa uspesno odzivali na IFX v primerjavi z bolniki, ki takSnega

TL niso dosegli (51).

V eni izmed $tudij so dokazali, da je zaznavni TL IFX najpomembnejsi napovednik za
klini¢no remisijo ne glede na aktivnost bolezni, medtem ko nezaznavni TL moc¢no poveca
Stevilo bolnikov s potrebo po kolektomiji. V §tudiji so potrdili tudi strategijo povisanja TL
IFX, in sicer pri 2/3 bolnikov so zvisali TL in dosegli remisijo z zvisanjem odmerka IFX iz
5 na 10 mg/kg TM (telesne mase) ali s skrajSanjem odmernega intervala (52,53). Vzrokov
za pojav nezaznavnih serumskih koncentracij in posledi¢no sekundarno odpoved terapije je
veliko, najveckrat pa je kriv nastanek protiteles proti IFX (ATI; angl. antibodies to

infliximab), ki povzrocijo hitrejSe odstranjevanje zdravilne u¢inkovine iz telesa (54).

1.3.4.3 SEKUNDARNA ODPOVED ZAVIRALCEV TNF-a

Na terapiji z IFX pride v priblizno 40 % primerih glede na studijo ACCENT 1, kljub
uspes$nemu zacetnemu zdravljenju, pri vzdrzevalnem zdravljenju do izgube odziva na IFX,
0z. do sekundarne odpovedi terapije (55). Do sekundarne odpovedi IFX pride takrat, ko
pride do popuScanja ulinka zdravila po tem, ko je bolnik odgovoril na indukcijsko
zdravljenje. Loc¢imo med delno in popolno odpovedjo ucinka zdravila. O delni odpovedi
govorimo takrat, ko kljub dokazanemu zagonu bolezni, bolniki odreagirajo na optimizacijo
odmerka zaviralca TNF-a, medtem ko o popolni odpovedi govorimo takrat, ko kljub
optimizaciji odmerka pride do popolne izgube uc¢inka, zato je potrebno zdravilo ukiniti in
preiti na drug nacin zdravljenja (56). Za primarno rezistenco na zaviralec TNF-a naj bi bile
odgovorne predvsem genetske razlike med bolniki (genetski polimorfizmi, razli€na
ekspresija genov v Crevesni sluznici pred uvedbo terapije), medtem ko naj bi bili za
sekundarno odpoved krivi farmakokinetski mehanizmi, predvsem imunogenost zaviralcev
TNF-a (57).
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1.3.4.3.1 Farmakokinetika zaviralcev TNF-a

Na farmakokineti¢ne lastnosti zaviralcev TNF-a vpliva aktivnost bolezni, koncentracija

albuminov, telesna masa in imunogenost zaviralcev TNF-a.

Bolniki z visokim vnetnim bremenom bolezni imajo nizje serumske koncentracije
zaviralcev TNF-o, saj mo¢no vnetje poveca katabolicno aktivnost retikuloendotelijskega
sistema, kar poveca ocistek IFX kot tudi albuminov. Slednje tudi pojasni enega izmed
razlogov za pojavnost nizkih koncentracij albuminov, kar $e¢ dodatno vodi do nezaznavnih
koncentracij IFX. Zanimiv je tudi vpliv telesne mase na ocistek IFX in posledi¢no nizke
koncentracije IFX v serumu. Kljub enakemu rezimu odmerjanja IFX, je ocistek bolnikov z
nizko telesno maso izrazito visji kot pri tezjih bolnikih, kar je problem predvsem pri
otrocih, saj so ti poslediéno veckrat poddozirani (58—60). Znaéilno za bolnike s KVCB je
tudi veja izguba IFX v blatu, ker se zdravilna ucinkovina pospeseno izloca skozi

poskodovano sluznico ¢revesa (61).

1.3.4.3.1.1 Imunogenost zaviralcev TNF-a

Protitelesa s svojimi nevtralizirajo¢imi in vezalnimi sposobnostmi vplivajo na
farmakokinetiko pri presnovi bioloskih zdravil, ter tako zmanjSajo njihovo ucinkovitost
(62). Protitelo z vezavo na Fab podenoto zdravilne u¢inkovine onemogo¢i vezavo TNF-a, z
vezavo na ostale dele pa pospesi imunsko pogojeno odstranjevanje zdravilne uéinkovine preko
retikuloendotelijskega sistema (63). Povecano izloc¢anje IFX je za kar 30 % vecje pri bolnikih
s prisotnimi protitelesi (64). Na sliki 5 vidimo kako prisotnost protiteles vpliva na znizanje

serumskih koncentracij IFX (65).

FarmaKoKineti¢ni serumskKi profil infliksimaba

Odsotnost protiteles (ATI) Prisotnost protiteles (ATI)

BO .

-+ inflilsimab » Infliksimab ATI ?n <+ infliksimab * Infliksimab ATI
8 { ;
=
n &0
% 20
= g N .

2

Slika 5: Farmakokineti¢ni profil serumskih koncentracij infliksimaba glede na prisotnost
protiteles proti infliksimabu pri ¢loveku (65)

E

infliksimab mg/1
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Na podro¢ju genetike naj bi prisotnost polimorfizmov citokinov, imunoglobulinov in
drugih celic imunskega sistema povecalo imunogenost in povzro¢ilo tvorbo protiteles (66).
Velikega pomena v imunogenosti ima tudi struktura bioloSkih zdravil, na katero vplivajo
okoljski dejavniki, katerim je zdravilo izpostavljeno tekom sinteze, prevoza, priprave,
apliciranja. Nepravilna izpostavljenost svetlobi, ekstremnim temperaturam, nepravilnemu
mesSanju (agitaciji) raztopine bioloSkega zdravila vodi do tvorbe agregatov in razpada na
Stevilne delce, kar samo $e poveca imunogenost zdravila (54,67). Pomembno naj bi bilo
tudi, da bolniki na redni, vzdrzevalni terapiji z IFX razvijejo neke vrste toleranco na
zdravilno u¢inkovino v smislu imunogenosti in ne razvijejo toliko protiteles kot ¢e je

zdravljenje epizodi¢no oz. SO med zdravljenjem prisotne prekinitve (68).

1.4 ARGUMENTI ZA RAZISKAVO

Glede na razhajanja v Stevilnih raziskavah je Se vedno veliko zme$njave glede koristnosti
spremljanja in merjenja TL in ATI (69). Tako v eni izmed $tudij Maser (59) ni nasel
nobene razlike v trajanju klini¢ne remisije pri bolnikih z nezaznavnimi TL IFX, ki so imeli
prisotna ATI in pri tistin kjer ATI niso bila prisotna. Po drugi strani so v Stevilnih
raziskavah na bolnikih s KVCB potrdili, da viji kot je bil TL IFX, dlje ¢asa so bili bolniki
v klini¢ni remisiji (53,70,71). Ceprav se zdi povezava med nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX in posledi¢no izgubo klini¢nega uc¢inka in pomembnostjo prisotnosti
protiteles proti IFX smiselna, pa zaenkrat v literaturi ni dovolj podatkov, da bi dolocanje

koncentracije IFX lahko vpeljali v redno klini¢no prakso (69).

Tako je bil namen nase raziskave ugotoviti, ali lahko z dolo¢anjem TL in ATI predvidimo
uspesnost zdravljenja z IFX, tj. moznost za dokonéno odpoved IFX in ali lahko predvidimo
uspesnost optimizacije odmerka IFX enkrat, ko so serumski koncentracijami IFX

nezaznavni in/ali so prisotna anti-infliksimabna protitelesa.
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Namen naSega dela je ugotoviti, ali je pojav enkrat ali veckrat nezaznavnih serumskih
koncentracij infliksimaba povezan z ve¢jo moznostjo za doko¢no odpoved infliksimaba pri
bolnikih s KVCB. Namen je tudi ugotoviti, ali pojav protiteles proti infliksimabu v
razli¢nih titrih (nizkih vs. visokih) vpliva na moznost uspe$ne optimizacije odmerka

infliksimaba in s tem na moznost dokon¢ne odpovedi infliksimaba.

V ta namen smo si zastavili $tiri hipoteze:

HIPOTEZA 1: Bolniki z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami infliksimaba
imajo manj$o moznost za dokon¢no odpoved infliksimaba kot tisti, ki imajo vsaj enkrat

nezaznavne serumske koncentracije infliksimaba.

HIPOTEZA 2: Veckrat kot imajo bolniki nezaznavne serumske koncentracije infliksimaba

vedja je moznost za dokon¢no odpoved infliksimaba.

HIPOTEZA 3: Prisotnost protiteles proti infliksimabu zmanj$sa moznost uspesne

optimizacije odmerka infliksimaba in pove¢a mozZnost za dokon¢no odpoved infliksimaba.

HIPOTEZA 4: Povisanje odmerka infliksimaba privede do povisanja serumskih
koncentracij infliksimaba pri bolnikih brez prisotnih protiteles proti infliksimabu, ne pa
tudi pri bolnikih s prisotnimi anti-infliksimabnimi protitelesi.
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3 METODOLOGIJA

3.1 PREISKOVANCI

Slo je za raziskavo 146 bolnikov s kroni¢no vnetno &revesno boleznijo (KVCB), ki so
prejemali vzdrzevalno zdravljenje z infliksimabom (IFX), na Klinicnem oddelku za
gastroenterologijo (KOGE), UKC Ljubljana. V raziskavi smo s podrobnim pregledom
elektronskih klini¢nih izvidov bolnikov iz celotnega obdobja zdravljenja na KOGE zbirali
klini¢ne podatke. Zbirali smo demografske podatke (spol, starost ob postavitvi diagnoze),
podatke o fenotipu bolezni (CB, UC, IS) ter podatke o zdravljenju z IFX (odmerek ob prvi
in zadnji infuziji IFX, trajanje zdravljenja (¢as na IFX), izid bolnikov ob koncu raziskave)
in o aktivnosti bolezni skozi ¢as. Aktivnost bolezni je bila ocenjena pred vsako aplikacijo

IFX klini¢no, ter v¢asih $e s pomocjo biomarkerjev (CRP, kalprotektin) in endoskopije.

3.2 ZDRAVLJENJE Z INFLIKSIMABOM

Na kliniénem oddelku za gastroenterologijo (KOGE), UKC Ljubljana se zdravljenje z
infliksimabom (IFX) po postavitvi diagnoze KVCB, za¢ne z zaetnim odmerkom 5 mg/kg
TM (telesne mase) v obliki intravenske infuzije, ki bolniku tece v zilo priblizno dve uri.
Bolniki so v tem €asu v posebni sobi, kjer jih po koncani infuziji zadrzijo Se kratek Cas
zaradi nevarnosti pojava infuzijskih reakcij. Zacetnemu odmerku sledita e dodatni infuziji
zdravila v odmerku 5 mg/kg TM v 2. tednu po prvi infuziji in nato $e ena infuzija v istem
odmerku 6 tednov po prvem odmerku zdravila (oz. 4 tedne po drugem odmerku), ¢emur
nato sledijo infuzije na vsakih 8 tednov. Pri zdravljenju tako lo¢imo obdobje indukcije (5
mg/kg TM ob tednu 0-2-6) in obdobje vzdrzevalnega zdravljenja (5 mg/kg TM/8 tednov).
Pri vzdrzevalnem zdravljenju pred vsako ponovno aplikacijo IFX bolnika pregleda
zdravnik gastroenterolog, sledi tudi kratek pogovor o bolnikovem pocutju in morebitnih

tezavah.
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Farmakokineti¢ni serumski profil infliksimaba

infliksimab mg/1

Slika 6: Farmakokineti¢ni serumski profil infliksimaba po vec¢kratni aplikaciji infliksimaba
pri ¢loveku (65)

Legenda: Trough level — najnizja serumska koncentracija zdravila v telesu; Peak level —
najvisja serumska koncentracija zdravila v telesu; Drug level — serumske koncentracije

zdravila izmerjene med najvi§jo in najnizjo koncentracijo zdravila v serumu

3.3 DOLOCANJE SERUMSKIH KONCENTRACIJ INFLIKSIMABA IN
ANTI-INFLIKSIMABNIH PROTITELES

V raziskavo je bilo vkljuenih 146 bolnikov s kroni€no vnetno crevesno boleznijo
(KVCB), ki se ze ve¢ let zdravijo na KOGE. Raziskava je obsegala as od zacetka
zdravljenja bolnikov z IFX do konca decembra 2014 (Mediana: 27 mesecev; interkvartilni
razpon: 14-44 mesecev). Magistrska naloga je del te raziskave v okviru katere se je
pridobivanje klini¢nih podatkov bolnikov zakljucilo decembra 2014. V nalogo smo
vkljucili podatke o zdravljenju bolnikov in serumske koncentracije IFX in anti-
infliksimabnih protiteles, ki so bile izmerjene v Belgiji do konca decembra 2014, in smo
jih pridobili s pomo¢jo pregleda elektronskih kartonov bolnikov. Del magistrske naloge je
bilo tudi prakti¢no doloc¢anje serumskih koncentracij IFX in anti-infliksimabnih protiteles,
ki pa je potekalo marca 2016 na Institutu za klinicno kemijo in biokemijo Ljubljana in
sicer po principu novejSega ELISA kita, ki pa ga na inStitutu uporabljajo Sele od zacetka
leta 2016. Namen merjenja je bila seznanitev s protokolom in postopkom merjenja, ¢eprav
teh meritev v magistrsko nalogo nismo vkljucili. Skozi celotno raziskavo so bili vzorci
serumov bolnikov odvzeti na dan infuzije IFX, tik pred naslednjo aplikacijo zdravila ali pa

tekom hospitalizacije bolnikov.
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V analizo nase raziskave smo za vsakega bolnika vkljucili vsaj 1 serumski vzorec, ¢e pa so
bili na voljo smo vkljuéili ve¢ vzorcev. Skupno smo imeli na voljo 301 serumski vzorec.

Bolnike smo analizirali glede na zastavljene hipoteze.

1. Zahipotezo 1 in 2 smo vse bolnike (N = 146) razdelili na tiste z vedno zaznavnimi
serumskimi koncentracijami (TL) IFX (N = 106) in tiste z vsaj enkrat
nezaznavnimi (N = 40), te pa smo razdelili na bolnike z enkrat (N = 27) in dvakrat
(N = 10) nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX. Bolnike s 3-krat, 4-krat
in 5-krat nezaznavnimi koncentracijami smo iz analize izkljucili, saj je §lo vsakié¢
samo za enega bolnika. Glede na zastavljeni hipotezi 1 in 2 smo bolnike ob koncu
raziskave razdelili na tiste, ki so bili ob koncu oprazovanja $e vedno na IFX; torej v

remisiji bolezni in na tiste z dokon¢no odpovedjo terapije z IFX. (Slika 7).

~
@ MERJENJE TL
HIPOTEZA 1 HIPOTEZA 2
e - e
106 VEDNO ZAZNAVEN TL 1-krat NEZAZNAVEN /1 2-krat NEZAZNAVEN
(>0,3 pg/mL) TL (< 0,3 pug/mL) TL(< 0,3 pg/mL)
v v

Konec raziskave (december 2014) — DOKONCNA ODPOVED IFX?

l l I / \ 4 \ 4 \ 4
DA NE @ DA NE @ DA NE

BOLNIK NADALUJUJE Z IFX BOLNIK NADALJUJE Z IFX BOLNIK NADALJUJE Z IFX
IN JE V KLINICNI REMISUI IN JE V KLINIENI REMISII IN JE V KLINIENI REMISUI

) ) ®

Slika 7: Shema poteka raziskave (hipoteza 1 in 2)
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2. Za hipotezo 3 in 4 smo se od vseh bolnikov (N = 146) osredotocili samo na tiste
bolnike z nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX (N = 40). Te bolnike smo
nato razdelili na tiste s prisotnimi anti-infiksimabnimi protitelesi (ATI) (N = 17) in
tiste pri katerih ATI niso bila prisotna (N = 23). Tudi pri hipotezi 3 smo bolnike ob
koncu raziskave razdelili na tiste v remisiji ob zdravljenju z IFX in na tiste z
dokonéno odpovedjo IFX. Pri hipotezi 4 smo bili osredotoceni predvsem na
uspesnost dviga serumskih koncentracij IFX po optimizaciji odmerka zdravila iz 5
mg/kg TM (telesne mase) na 10 mg/kg TM glede na prisotnost protiteles proti IFX
pred optimizacijo odmerka (Slika 8). Prisotnost protiteles proti IFX smo definirali s
titrom; ko je bil titer pod 10 pg/mL smo $teli, da so protitelesa neprisotna, ko je bil

titer nad 10 pg/mL pa da so protitelesa prisotna.

~

146 ] MERJENJE TL

HIPOTEZA 3 HIPOTEZA 4
\ 4 \ 4

e Ve
40 NEZAZNAVEN TL
(< 0,3 pg/mL)
N

\ A y (- Y (+ (-

—Y@ © S 20

17 |ATI>10pg/mL| | 23 | ATI<10pg/mL Qﬁ@o pg/mL %o pg/mL
A

A\ 4 \4

NEZAZNAVEN TL
(< 0,3 pg/mL)

)
%A

DVIG ODMERKA IF
pri 9 od 17 in pri 16 od 23 bolnikih.
ALI JE PRISLO do DVIGA TL IFX?

v v \ 4 v l

Konec raziskave (december 2014) —
DOKONCNA ODPOVED IFX?

(14)DA NE| (10)DA| NE DA
Ki)
BOLNIK NADALIUJE Z IFX BOLNIK NADALIUJE Z IFX
IN JE V KLINIENI REMISUI IN JE V KLINIENI REMISUI
‘@ ‘@ Pri skupno 5 bolnikih dviga TL nismo mogli oceniti
ker ni bilo na voljo kontrolnih nivojev.

Slika 8:Shema poteka raziskave (hipoteza 3 in 4)
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3.3.1 MERITVE SERUMSKIH KONCENTRACIJ
INFLIKSIMABA

Meritve serumskih koncentracij zdravila se izvajajo tik pred naslednjo aplikacijo zdravila,
ko je koncentracija zdravila v serumu najnizja, kar s kratico ozna¢imo kot TL oziroma
angl. trough level (63). Meritve TL se pri vsakem bolniku za¢nejo takoj po indukcijskem
obdobju in se nato izvajajo dvakrat letno ne glede na klini¢no stanje bolnika. Tak$nemu
na¢inu merjenja pravimo angl. proactive na¢in 0z. preventivno merjenje TL bolnika. Drug
na¢in merjenja TL je angl. reactive nacin, kjer gre za dodatna merjenja serumskih

koncentracij zdravila zaradi ponovnih simptomov aktivne bolezni (72).

Za dolocanje serumskih koncentracij IFX smo v nasi raziskavi uporabili validirano ELISA
metodo, ki so jo razvili v laboratoriju za terapevtska in diagnosti¢na protitelesa na Univerzi
v Leuvnu v Belgiji. Pri metodi ELISA so plosc¢e prekrite z rekombinantnim TNF-a, na
katere se veze IFX iz seruma bolnikov. Za detekcijo je pomembno sekundarno protitelo,
specificno za IFX. (73). Natancen opis materialov in potek metode je predstavljen v

laboratorijskem delu.

3.3.2 MERITVE SERUMSKIH KONCENTRACIJ ANTI-
INFLIKSIMABNIH PROTITELES

Protitelesa proti IFX dolo¢amo le kadar je serumska koncentracija IFX nezaznavna, tj. pod
0,30 pg/mL. To je izrednega pomena, saj prisotnost IFX v vzorcu seruma med meritvijo
protiteles pomeni tvorbo kompleksov med IFX in protitelesi in povzroc¢i oviranje detekcije

protiteles, kar imenujemo inerferenca zdravila (angl. drug interference).

Protitelesa proti IFX smo izmerili z dvojno antigensko ELISA metodo, ki je bila prav tako
razvita in validirana v laboratoriju na Univerzi v Leuvnu v Belgiji. Gre za metodo pri
kateri so ELISA plosce prekrite z IFX, na katerega se nato vezejo protitelesa proti IFX iz
seruma bolnika. Anti-infliksimabna protitelesa se dolocijo s pomoc¢jo IFX oznacenega S
peroksidazo (73). Natancen opis materialov in potek metode je predstavljen v

laboratorijskem delu.
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3.4 LABORATORIJSKI DEL DOLOCANJA SERUMSKIH
KONCENTRACIJ INFLIKSIMABA IN ANTI-INFLIKSIMABNIH
PROTITELES

3.4.1 DOLOCANJE SERUMSKIH KONCENTRACIJ
INFLIKSIMABA

Za kvantitativno doloc¢anje IFX (Remicade®, anti-TNF-a) v ¢loveskem serumu in plazmi

smo uporabili encimsko imunoadsorpcijsko preiskavo apDia IFX ELISA.

3.4.1.1 Princip apDia IFX ELISA metode

Mikrotitrske plosce, ki so prekrite s TNF-a, inkubiramo isto¢asno s kalibratorji, kontrolami
in razred¢enimi vzorci bolnika. Med postopkom inkubacije se IFX specificno veze na
TNF-o na trdnem nosilcu. Sledi proces spiranja nevezanih serumskih proteinov in nato
detekcija kompleksa antigen-protitelo s pomocjo specificnega monoklonskega protitelesa
(clone 6B7) oznacenega s peroksidazo in usmerjenega proti IFX. Po odstranitvi nevezanih
konjugatov, plos¢e inkubiramo s kromogeno raztopino, ki vsebuje tetrametilbenzidin in
vodikov peroksid. Pride do razvoja modre barve v sorazmerju glede na koli¢ino vezanega

imunokompleksa v vdolbinah mikrotitrske plosce.

Po prekinitvi encimske reakcije z dodatkom 0,5 M H2SOs, sledi meritev absorbance pri

valovni dolzini 450 nm.

Standardno krivuljo dobimo z nanasanjem vrednosti absorbanc kalibratorjev glede na
pripadajoce koncentracije kalibratorjev. Koncentracijo IFX v vzorcu bolnika dolo¢imo z

interpolacijo iz kalibratorske krivulje (standardna krivulja).
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3.4.1.2 Uporabljeni reagenti in pripomocki

Preglednica I11: Reagenti in pripomoc¢ki uporabljeni v apDia IFX ELISA metodi

Komponente

Ime + simbol

1 x mikrotitrska plosca (12 x 8 vdolbinic)

Vdolbinice prevlecene s ¢lovesko TNF-a

Prevlecene vdolbinice

(Precoated Strips)

MTH]

6 x viala, 1300 uL, pripravljene za uporabo

Vsaka viala vsebuje kalibratorsko raztopino z N slede¢imi
vrednostmi: CALO: 0 ng/mL; CAL5: 5 ng/mL; CAL10: 10 ng/mL
; CAL20: 20 ng/mL; CAL60: 60 ng/mL: CAL120: 120 ng/mL
Viale vsebujejo 0,09 % NaN3z *

Kalibrator
(Calibrator)

1 x viala, 1300 pL, pripravljena za uporabo

Viala vsebuje pozitivno kontrolo za IFX s koncentracijo 3 ng/mL;
vsebuje 0,09 % NaNsz *

Pozitivna kontrola 1
(Positive Control 1)

CTL

H

1 x viala, 1300 pL, pripravljena za uporabo

Viala vsebuje pozitivno kontrolo za IFX s koncentracijo 7 ng/mL,
vsebuje 0,09 % NaNsz *

Pozitivna kontrola 2
(Positive Control 2)

CTL

&

1 x 100 mL steklenica za razredcenje vzorca

Proteinski vzorec.
Vsebuje 0,09 % NaN3z *

Razredéevalec vzorca

(Sample Diluent)

1 x 12 mL steklenica, pripravljena za uporabo

1 x viala, vsebuje specifi¢na anti-IFX monoklonska protitelesa

(clone 6B7) oznacena s peroksidazo

Konjugat
(Conjugate)
CON

C

1 x 12 mL viala, pripravljena za uporabo

Viala vsebuje raztopino substrata (H20) in kromogena

(tetrametilbenzidin)

Raztopina kromogena
(Chromogen Solution)
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1 x 50 mL steklenica, 20 x koncentrirano Raztopina za spiranje

(Wash Solution)

Vsebuje detergent v pufrni raztopini fosfata \Wash 20x

1 x 6 mL steklenica, pripravljena za uporabo Raztopina za

prekinitev reakcije
(Stop Solution)

Vsebuje 0,5 M H2S04
STOP

2 x pokrivalo mikrotitrske plosce

Dodaten zahtevan material

Precizne mikropipete in standardne laboratorijske pipete

Cista standardna laboratorijska volumetri¢na steklovina

Ciste steklene ali plasti¢ne epruvete za redéenje vzorcev

Citalec mikrotitrskih plos¢, s sposobnostjo merjenja absorbanc pri
450 nm

*Nekatere komponente opreme vsebujejo natrijev azid (NaNs) kot konzervans. Za

preprecitev nastanka eksplozivnih azidov po zlitju v odtok, moramo odtok temeljito sprati.

3.4.1.3 PrenaSanje in priprava vzorca

1. Priporo¢ena je uporaba epruvet namenjenih shranjevanju seruma z dodanim

aktivatorjem koagulacije in gelnim lo¢evalcem.

Lipemi¢ni in hemoliti¢ni vzorci lahko povzro€ijo lazne rezultate.

3. Vzorce shranjujemo pri temperaturi 2—8 °C, 3—4 dni ali pa jih zamrznemo za daljse
obdobje.

4. Izogibamo se veCkratnemu zamrzovanju in odtajanju VZorcev.

5. Vzorce red¢imo z razredcevalcem po navodilih.
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3.4.1.4 Postopek apDia IFX ELISA metode

1. Osnovna navodila

Pri prenasanju vzorcev za vsak vzorec uporabljamo lo¢eno konico, da prepre¢imo

kontaminacijo vzrorcev med sabo.

e Pred uporabo vse reagente hranimo na sobni temperaturi. Pazimo da pri mesanju

reagenta ne pride do penjenja.

e Ko enkrat za¢nemo s postopkom metode vse korake izpeljemo do konca brez

prekinitev.

e Priporocena je uporaba ELISA spiralca, vendar lahko postopek spiranja

prilagodimo glede na uporabljeno aparaturo.

2. Priprava reagentov

Raztopina za spiranje: z destilirano vodo razredéimo 50 mL koncentrirane
raztopine za spiranje na 1000 mL. Tako pripravljeno raztopino hranimo
priblizno en mesec na temperaturi 2-8 °C. Ce hranimo koncentrirano
raztopino pri vis§ji temperaturi, le-ta lahko postane motna, vendar ne izgubi

ucinka. Po razredc¢itvi je raztopina znova bistra.

3. Postopek testa

Pipetiramo 100 uL raztopine kalibratorjev, kontrol in razred¢enih vzorcev,
vsako v dve sosednji vdolbinici na plos¢i.

Inkubiramo pokrite mikrotitrske plosée za 60 +/- 2 min na 37 °C (+/- 2 °C)
Poskusimo popolnoma izprazniti vdolbine na plos¢i z izsesavanjem.
Vdolbinice popolnoma napolnimo z 350-400 pL razred¢ene raztopine za
spiranje in pri tem pazimo na izlivanje tekocine iz ene vdolbinice v drugo.
Spiranje ponovimo $e 2-krat, skupno spiramo 3-krat. Na koncu popolnoma
izsesamo vsebino vdolbin in odstranimo preostanek tekoCine z rahlim
obraanjem vdolbinic na vpojen papir. Pomankljivo spiranje negativno
vpliva na izid poskusa.

Dodamo 100 pL raztopine konjugata in inkubiramo pokrite mikrotitrske
plosée za 30 +/- 2 min na 37 °C (+/- 2 °C).

Po inkubaciji zopet ponovimo postopek spiranja.
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e 'V vsako vdolbinico dodamo 100 pL raztopine kromogena.

e Inkubiramo za 10 +/- 1 min na 37 °C (+/- 2 °C), zas¢iteno pred svetlobo.

e V vsako vdolbinico dodamo 50 uL raztopine za prekinitev reakcije.

e Znotraj 30 min po ustavitvi reakcije z dodatkom H2SOs, pomerimo

absorbanco vsake vdolbinice pri 450 nm.

3.4.1.5 Faktor red¢enja vzorca

Pri pomerjanju trough level (TL) IFX 14 tednov ali ve¢ po zadnjem odmerku Remicade®
vzorce red¢imo 1:100. Priporoceno je, da vzorce, ki jih pomerjamo dva tedna po zadnjem
odmerku Remicade® red¢imo 1:400, po Sestih tednih pa 1:250. Pri dolo¢anju koncentracije
IFX v vzorcih obvezno upostevamo faktor razredcitve, zato je koncentracija IFX izrazena
v ug/mL, medtem, ko so vrednosti kalibratorjev in kontrol v ng/mL (nerazredceni,

pripravljeni za uporabo).
Spodnja meja detekcije koncentracije IFX je priblizno 2,5 ng/mL, z upostevanjem faktorja
red¢enja 1:100 pa 0,25 pg/mL.

3.4.1.6 Rezultati

Za dolocitev koncentracije IFX v vzorcu bolnikov uporabimo povpre¢no vrednost
absorbance vsakega vzorca (y 0s) in jo interpoliramo glede na kalibracijsko krivuljo na x
0s. Dobljeno vrednost nato pomnozimo s faktorjem razredcitve.

Standardna krivulja absorbance kalibratorjev v odvisnosti
od koncentracije kalibratorjev

A3
2,5
INTERPOLACIA
AIFX-==f========ommm o memeeebeeeeeeandos
! Clng/ml) | A
1,5 I o 0,007
. 5 0,104
1 : 10 0,212
! 20 0,453
0,5 ! &0 1,357
. 120 2,508
0 i
0 20 40 &0 I 100 120 140

C(ng/ml) IFXv
bolnikovem serumu

C (ng/ml)

Slika 9:Teoreti¢ni primer dolo¢itve koncentracije IFX v serumu z interpolacijo
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3.4.1.7 Veljavnost testa
Za veljavnost testa morajo biti dosezene dolo¢ene specifikacije:
Vrednost Absorbance nic¢elnega kalibratorja (CALO): < 0.080
Vrednost Absorbance najvisjega kalibratorja (CAL120): > 1.400
Vrednost koncentracije pozitivne kontrole 1 (CTL1): 3 ng/mL, obmocje 2—4 ng/mL
Vrednost koncentracije pozitivne kontrole 2 (CTL2): 7 ng/mL, obmocje 5-10 ng/mL

Ce specifikacije niso doseZene je potrebno test ponoviti. V primeru visokega signala

ozadja (CALO > 0.080) je krivec nezadostno spiranje, kar upoStevamo pri ponovitvi testa.

3.4.2 DOLOCANJE SERUMSKIH KONCENTRACIJ ANTI-
INFLIKSIMABNIH PROTITELES

Za kvantitativno dolocanje protiteles proti IFX (ATI) v ¢loveskem serumu in plazmi smo

uporabili encimsko imunoadsorpcijsko preiskavo apDia anti-1FX ELISA.

3.4.2.1 Princip apDia anti-IFX ELISA metode

Pri metodi uporabljamo za kalibratorje in kontrole visoko specificno monoklonsko

protitelo (clone 10F9), razvito na Univerzi v Leuvnu, ki prepozna izklju¢no samo IFX.

Mikrotitrske plosce, ki so prekrite z IFX (Remicade®) inkubiramo istoc¢asno s kalibratorji,
kontrolami in razred€enimi vzorci bolnika. Med postopkom inkubacije se ATI specificno
vezejo na IFX na trdnem nosilcu. Sledi proces spiranja nevezanih serumskih proteinov in
nato inkubacija z IFX, ki je konjugiran z biotinom (vitamin H) (sekundarno protitelo), ki se
veze direktno na kompleks antigen-protitelo. Po odstranitvi nevezanega biotinskega
konjugata plosc¢o inkubiramo s peroksidazo konjugirano s streptavidinom. Streptavidin ima
veliko afiniteto vezave na biotin. Po odstranitvi nevezanih peroksidaznih konjugatov,
plos¢e inkubiramo s kromogeno raztopino, ki vsebuje tetrametilbenzidin in vodikov
peroksid. Pride do razvoja modre barve v sorazmerju glede na koli¢ino vezanega
imunokompleksa v vdolbinah mikrotitrske plosce. Po prekinitvi encimske reakcije z

dodatkom 0,5 M H2SOs4, sledi meritev absorbance pri valovni dolzini 450 nm.
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Standardno krivuljo dobimo z nanasanjem vrednosti absorbanc kalibratorjev glede na
pripadajoce koncentracije kalibratorjev. Koncentracijo ATl v vzorcu bolnika dolo¢imo z

interpolacijo iz kalibratorske krivulje (standardna krivulja).

3.4.2.2 Uporabljeni reagenti in pripomocki

Preglednica IV: Reagenti in pripomocki uporabljeni v apDia anti-IFX ELISA metodi

—
Komponente Ime + simbol

1 x prevlecena mikrotitrska plos¢a (12 x 8 vdolbinic) Previeene vdolbinice

(Precoated Strips)
Vdolbinice prevlecene z IFX MTPI

6 x viala, 1300 uL, pripravljene za uporabo

Vsaka viala vsebuje kalibratorsko raztopino z N slede¢imi Kalibrator
vrednostmi: CALO: 0 ng/mL; CALS5: 5 ng/mL; CAL10: 10 ng/mL (Calibrator)
; CAL20: 20 ng/mL; CAL60: 60 ng/mL; CAL120: 120 ng/mL |CAL N

anti-IFX clone 10F9
Viale vsebujejo 0,09 % NaN3z *

1 x viala, 1300 puL, pripravljena za uporabo Pozitivna kontrola 1
Viala vsebuje pozitivno kontrolo za ATI s koncentracijo 0,375 (Positive Control 1)
ng/mL anti-1FX clone 10F9. ICTLl

Viala vsebuje 0,09 % NaNz*

1 x viala, 1300 pL, pripravljena za uporabo Pozitivna kontrola 2
Viala vsebuje pozitivno kontrolo za AT s koncentracijo 3 ng/mL (Positive Control 2)
anti-1FX clone 10F9. |CTL2

Viala vsebuje 0,09 % NaNs *

1 x 100 mL steklenica, pripravljena za uporabo Razredéevalec vzorca

(Sample Diluent)

Pufrna raztopina razredéevalca vzorcev, vsebuje 0,09 % NaNz * in

inertno oranzno barvo
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1 x 12 mL steklenica, pripravljena za uporabo

Vsebuje IFX konjugiran z biotinom.

Vsebuje antimikrobno sredstvo in inertno modro barvo.

Konjugat 1
(Conjugate 1)
CONJ 1

H

1 x 12 mL steklenica, pripravljena za uporabo

Vsebuje peroksidazo konjugirano s strepavidinom.

Vsebuje antimikrobno sredstvo in inertno rdeco bravo.

Konjugat 2
(Conjugate 2)
CONJ 2

H

1 x 12 mL viala, pripravljena za uporabo

Viala vsebuje raztopino substrata (H202) in kromogena

(tetrametilbenzidin).

Raztopina kromogena

(Chromogen Solution)

1 x 50 mL steklenica, 20 x koncentrirano

Vsebuje detergent v pufrni raztopini fosfata in antimikrobno

sredstvo.

Raztopina za spiranje
(Wash Solution)
\Wash 20x

1 x 6 mL steklenica, pripravljena za uporabo

Vsebuje 0,5 M H2S04

Raztopina za
prekinitev reakcije
(Stop Solution)

STOP

4 x pokrivalo mikrotitrske plosce

Dodaten zahtevan material

Precizne mikropipete in standardne laboratorijske pipete

Cista standardna laboratorijska volumetri¢na steklovina

Ciste steklene ali plasticne epruvete za red€enje vzorcev

Citalec mikrotitrskih plo¢, s sposobnostjo merjenja absorbanc pri

450 nm

*Nekatere komponente opreme vsebujejo natrijev azid (NaNs) kot konzervans. Za

preprecitev nastanka eksplozivnih azidov po zlitju v odtok, moramo odtok temeljito sprati.
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3.4.2.3 PrenaSanje in priprava vzorca

Priporo¢ena je uporaba epruvet namenjenih shranjevanju seruma z dodanim
aktivatorjem koagulacije in gelnim lo¢evalcem.

Lipemi¢ni in hemoliti¢ni vzorci lahko povzro¢ijo lazne rezultate.

Vzorce shranjujemo pri temperaturi 2-8 °C 3—4 dni ali pa jih zamrznemo za daljse
obdobije.

Izogibamo se veCkratnemu zamrzovanju in odtajanju vzorcev.

Vzorce red¢imo z razred¢evalcem po navodilih.

3.4.2.4 Postopek apDia anti-IFX ELISA metode

1. Osnovna navodila

Pri prenasanju vzorcev, za vsak vzorec uporabljamo loceno konico, da preprecimo
kontaminacijo vzrorcev med sabo.

Pred uporabo vse reagente hranimo na sobni temperaturi. Pazimo da pri meSanju
reagenta ne pride do penjenja.

Ko enkrat za¢nemo s postopkom metode vse korake izpeljemo do konca brez
prekinitev

Priporocena je uporaba ELISA spiralca, vendar lahko postopek spiranja

prilagodimo glede na uporabljeno aparaturo

2. Priprava reagentov

e Raztopina za spiranje: z destilirano vodo razred¢imo 50 mL koncentrirane
raztopine za spiranje na 1000 mL. Tako pripravljeno raztopino hranimo
priblizno en mesec na temperaturi 2-8 °C. Ce hranimo koncentrirano
raztopino pri visji temperaturi le-ta lahko postane motna vendar ne izgubi

ucinka. Po razredc¢itvi je raztopina znova bistra.
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3. Redcenje vzorcev

Pred samim postopkom najprej red¢imo vzorce bolnikov 1:25 in 1:200.

Za dolocanje koncentracij ATI med 2,5 in 125 ng/mL, red¢imo vzorce 1:25.

Postopek: V 600 uL raztopine za red¢enje dodamo 25 pL bolnikovega vzorca.

Za dolocanje koncentracij ATI med 20 in 1000 ng/mL, red¢imo vzorce
1:200.

Postopek: V 700 uL raztopine za red¢enje dodamo 100 pL 1:25 razredéene raztopine.

4. Postopek testa

Pipetiramo 100 uL raztopine Kalibratorjev, kontrol in razred¢enih vzorcev, v
vdolbinice na mikrotitrski plos¢i.

Inkubiramo pokrite mikrotitrske plo$¢e za 60 +/- 2 min na 37 °C (+/- 2 °C)
Poskusimo popolnoma izprazniti vdolbine na plos¢i z izsesavanjem.
Vdolbinice popolnoma napolnimo z 350-400 pL razred¢ene raztopine za
spiranje in pri tem pazimo na izlivanje tekocine iz ene vdolbinice v drugo.
Spiranje ponovimo S§e dvakrat, skupno spiramo trikrat. Na koncu
popolnoma izsesamo vsebino vdolbinic in odstranimo preostanek tekocine z
rahlim obra¢anjem vdolbinic na vpojen papir. Pomankljivo spiranje
negativno vpliva na izid poskusa.

Dodamo 100 uL raztopine konjugata 1 in inkubiramo pokrite mikrotitrske
plosce za 30 +/- 2 min na 37 °C (+/- 2 °C).

Po inkubaciji zopet ponovimo postopek spiranja.

Dodamo 100 uL raztopine konjugata 2 in inkubiramo pokrite mikrotitrske
plosce za 15 +/- 1 minna 37 °C (+/- 2 °C).

Po inkubaciji zopet ponovimo postopek spiranja.

V vsako vdolbinico dodamo 100 pL raztopine kromogena.

Inkubiramo pokrite mikrotitrske plosée za 15 +/- 1 min na 37 °C (+/- 2 °C)
zaSciteno pred svetlobo.

V vsako vdolbinico dodamo 50 uL raztopine za prekinitev reakcije.

Znotraj 30 min po ustavitvi reakcije z dodatkom H>SOs, pomerimo

absorbanco vsake votlinice pri 450 nm.
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3.4.2.5 Rezultati

Za dolocitev koncentracije ATl v vzorcu bolnikov uporabimo povpreéno vrednost
absorbance vsakega vzorca (y 0s) in jo interpoliramo glede na kalibracijsko krivuljo na x

os. Dobljeno vrednost nato pomnozimo s faktorjem razredcitve.

Standardna krivulja absorbance kalibratorjev v odvisnosti
od koncentracije kalibratorjev

A 3
70
T INTERPOLACIIA
N 1 MU hdodfifogondiyi U :
pl i
= i
|
1,5 || Cing/ml) | A
~ ' 0 0,031
i 0,1 0,083
1 | Q,5 0,269
! 1 0,542
0,5 ! 2,5 1,529
| 5 2,685
0 !
0 1 2 3 aw 5 &
C (ng/ml) ATlv

Cing/ml) *
bolnikovem serumu

Slika 10:Teoreti¢ni primer dolo¢itve koncentracije ATI v serumu z interpolacijo

3.4.2.6 Veljavnost testa
Za veljavnost testa morajo biti dosezene dolo¢ene specifikacije:
Vrednost Absorbance ni¢elnega kalibratorja (CALO): < 0.080
Vrednost Absorbance najvisjega kalibratorja (CAL120): > 1.400

Ce specifikacije niso doseZene je potrebno test ponoviti. V primeru visokega signala

ozadja (CALO > 0.080) je krivec nezadostno spiranje, kar upoStevamo pri ponovitvi testa.
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3.5 DEFINICIJE KLINICNIH IZIDOV

3.5.1 KLINICNA REMISIJA
Vsi bolniki, ki so bili vkljuceni v naso raziskavo, so bili pred vsako aplikacijo infliksimaba
(IFX) pregledani s strani specialista gastroenterologa, ki je na osnovi pregleda in
laboratorijskih izvidov ocenil aktivnost bolezni. Ce po pregledu ni bilo klini¢nih znakov,
da gre za aktivno bolezen (driska, krvavo blato, bolecine v trebuhu, vroc¢ina) in so bili
glede na laboratorijske izvide vnetni kazalci (kalprotektin, CRP) nizki, je bil bolnik v

klini¢ni remisiji in je tako nadaljeval rezim vzdrzevalnega zdravljenja.

3.5.2 ZAZNAVNA IN NEZAZNAVNA SERUMSKA
KONCENTRACIJA INFLIKSIMABA

Pri vseh bolnikih, ki so imeli med zdravljenjem kadarkoli izmerjeno serumsko
koncentracijo infliksimaba (IFX), smo bolnike razdelili na tiste, ki so imeli serumsko
koncentracijo vedno nad 0,3 pg/mL in tiste, ki so imeli vsaj enkrat pod 0,3 pg/mL.
Koncentracijo nad 0,3 pg/mL smo definirali kot zaznavna serumska koncentracija
infliksimaba, koncentracijo pod 0,3 pg/mL pa kot nezaznavna serumska koncentracija
infliksimaba. Pri teh bolnikih smo tudi doloc¢ili Stevilo nezaznavnih serumskih

koncentracij.

3.5.3 PRISOTNOST PROTITELES
Pri bolnikih z nezaznavnimi serumskimi koncentracijami infliksimaba (IFX) smo doloc¢ali
koncentracijo protiteles proti IFX (ATI). Ce je bila izmerjena koncentracija protiteles pod
10 pug/mL protitelesa niso bila prisotna. Vrednosti nad 10 pg/mL pa smo definirali kot

prisotnost protiteles.

3.5.4 DELNA ODPOVED INFLIKSIMABA
Ce je specialist gastroenterolog ob ponovnem obisku bolnika zaznal znake aktivne bolezni
(klini¢no, laboratorijsko in v primeru dvomov tudi endoskopsko oziroma radiolosko), je bil
cilj povisanje serumskih koncentracij infliksimaba (IFX), bodisi tako, da so povisali
odmerek IFX (iz 5 mg/kg TM (telesne mase) vsakih 8 tednov na 10 mg/kg TM vsakih 8
tednov) ali pa skrajsali interval aplikacij (iz 5 mg/kg TM vsakih 8 tednov na 5 mg/kg TM
vsake 4 tedne). Ce je tak3ni optimizaciji zdravljenja sledil dvig serumskih koncentracij IFX

in klini¢no izboljSanje je bilo to opredeljeno kot delna odpoved infliksimaba.
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3.55 DOKONCNA ODPOVED INFLIKSIMABA
Ce kljub optimizaciji zdravljenja, bodisi povisanju odmerka infliksimaba (IFX) ali
skrajSanju intervala aplikacij ni sledil dvig serumskih koncentracij IFX in izbolj$anje in je
bila bolezen Se vedno aktivna, je bila potrebna ukinitev IFX in prehod na drugo zdravilo
(Humira (adalimumab)) ali pa operativno zdravljenje. To je bilo definirano kot dokon¢na
odpoved infliksimaba.

3.6 STATISTICNE METODE

Dolgoro¢ni klini¢ni izid bolnikov smo analizirali s pomo¢jo analize prezivetja (metoda
Kaplan-Meier, test Log-Rank ter Coxova regresija). UspeSnost dviga serumskih
koncentracij IFX smo analizirali s Hi-kvadrat testom ali Fisherjevim eksaktnim testom

glede na velikost vzorca.

Za hipotezo 1 smo bolnike najprej analizirali kot celoto, torej bolnike s CB, UK in IS
skupaj. Za vsakega bolnika posebej smo izracunali ¢as zdravljenja z IFX in bolnike nato
razdelili v dve skupini na osnovi serumskih koncentracij IFX (TL). Tako smo imeli dve
skupini bolnikov in sicer prvo skupino z zaznavnimi TL in drugo z vsaj enkrat
nezaznavnimi TL IFX. Nato je sledila analiza bolnikov razdeljenih na tiste s CB in UK,
bolnikov z IS je bilo Steviléno premalo zato jih posebej nismo ovrednotili zaradi

pomanjkanja statisticne moci.

Za hipotezo 2 smo bolnike zopet najprej analizirali kot celoto (CB,UK,IS), nato pa posebej
bolnike s CB in UK, bolnikov z IS iz enakega razloga kot pri hipotezi 1 posebej nismo
ovrednotili. Analiza je potekala enako kot pri hipotezi 1, le da so bili v tem primeru bolniki
razdeljeni v tri skupine in sicer na bolnike z vedno zaznavnimi TL IFX, bolnike z enkrat

nezaznavnimi TL in na bolnike z dvakrat nezaznavnimi TL IFX.

Za hipotezo 3 kjer smo zeleli ovrednotiti negativen vpliv protiteles proti IFX na prognozo
bolnikov, smo bolnike analizirali razdeljene na tiste z vedno zaznavnimi koncentracijami
IFX, in na tiste z vsaj enkrat nezaznavnimi koncentracijami, te pa smo razdelili ¢ na
podskupini glede na osnovi titra protiteles, in sicer na ATI < 10 pg/mL (odsotnost
protiteles) in ATI > 10 pg/mL (prisotnost protiteles). Bolnike smo v tem primeru analizirali

samo kot celoto (CB,UK,IS), saj bi bile skupine bolnikov sicer premajhne za analizo.

33



Pri hipotezi 4 nas je zanimal vpliv titra protiteles proti IFX na poviSanje TL IFX po
povisanju odmerka IFX. Bolnike smo razdelili na tiste z ATl < 10 pg/mL in ATI > 10
ug/mL. Znotraj teh dveh skupin so nas zanimali samo bolniki pri katerih je Slo za dvig
odmerka IFX in ali je po dvigu odmerka priS§lo do dviga TL IFX. Analizirali smo vse
bolnike tudi tiste z IS.

Pri vseh analizah smo za statisti¢no znacilno rezultat $teli, kadar je bila p vrednost < 0,05.

Za analize smo uporabili programski paket SPSS 17.0 (IBM Inc.).

3.7 ETICNI VIDIKI

Vse informacije, ki smo jih pridobili v okviru retrospektivne analize so anonimne. Nobena
informacija, ki je bila kakorkoli posredovana v okviru raziskave ni bila osebno

razpoznavna v javnosti dostopnih analizah ali v raziskovalnih porocilih.

Eti¢na vloga je bila oddana v sklopu SirSega projekta, ki je potekal na Klinicnem oddelku

za gastroenterologijo (KOGE), UKC Ljubljana.

Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko je tako na seji 13. maja 2014 ocenila, da

je raziskava eti¢no sprejemljiva in s tem podala soglasje (St. 45/5/14).
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4 REZULTATI

4.1 Bolniki

Demografski podatki bolnikov so prikazani v Preglednici V.

Preglednica V: Demografski podatki bolnikov

Bolniki vkljuceni v raziskavo Zaz_lr_lle_lven Nezaznaven TL
ATI + ATI -
(N=17) (N=23)
Starost bolnikov v letih ob
postavitvi diagnoze kroni¢ne 24 (18-33)
vnetne ¢revesne bolezni
(mediana, interkvartilni razpon)
Starost bolnikov v letih ob prvem
odmerku infliksimaba (mediana, 32 (23-43)
interkvartilni razpon)
Spol Moski 64 (60 %) 9 (53 %) 8 (35 %)
Zenske 42 (40 %) 8 (47 %) 15 (65 %)
Fenotip bolezni Crohnova bolezen 66 (62 %) 6 (35 %) 16 (70 %)
Ulcerozni kolitis 36 (34 %) 10 (59 %) 6 (26 %)
Intermediarni sindrom 4 (4 %) 1 (6 %) 1 (4 %)
Klini¢ni izid na koncu raziskave | Remisija na IFX 82 (77 %) 3 (18 %) 13 (57 %)
Dokon¢na odpoved 24 (23 %) 14 (82 %) | 10 (43 %)
IFX
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4.2 Kaplan-Meier analiza dokoné¢ne odpovedi infliksimaba (IFX) skozi ¢as
glede na prisotnost vsaj enkrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX

Vv primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX

4.2.1 Bolniki s kroni¢no vnetno érevesno boleznijo (KVCB)
Pri celotnem §tevilu bolnikov s KVCB (N = 146) smo izra¢unali mediano &asa do ukinitve
IFX ali do konca raziskave za bolnike pri katerih ni prislo do dokon¢ne odpovedi IFX in je
znasala 29,0 mesecev (95 % interval zaupanja: 22,9-35,1). Bolniki z vedno zaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX so imeli signifikantno daljsi ¢as do dokon¢ne odpovedi
IFX kot bolniki, ki so imeli vsaj enkrat nezaznavne serumske koncentracije IFX, saj so
imeli skozi ¢as manjSo ogrozenost za dokon¢no odpoved IFX (HR, 0,35; 95 % interval
zaupanja: 0,20-0,61; P < 0,0001). Izracunani ¢as do dokonéne odpovedi IFX po metodi
Kaplan-Meier pri bolnikih z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX je bil v
povprecju 75,4 mesecev (95 % interval zaupanja: 66,6-84,3), pri bolnikih z vsaj enkrat
nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX pa je znasal v povpre¢ju 37,6 mesecev (95

% interval zaupanja: 28,5-46,7).

Preglednica VI: Dokonéna odpoved IFX pri bolnikih s KVCB glede na zaznavnost serumskih
koncentracij IFX

. Bolniki z Bolniki brez
Stevilo dokonéno .
bolnik dokoncne
olnikov ;
odpovedjo odpovedi IFX do
(N) IFX do konca | | ;¢ raziskave
raziskave
Bolnik je imel vedno zaznavne serumske koncentracije
106 24 (22,6 %) 82 (77,4 %)
IFX
Bolnik je imel vsaj enkrat nezaznavne serumske
koncentracije IFX 40 24 (60,0 %) 16 (40,0 %)
Skupno §tevilo bolnikov s KVCB 146 48 (32,9 %) 98 (67,1 %)

Preglednica VI prikazuje Stevilo bolnikov z dokonéno odpovedjo IFX in brez dokoncne
odpovedi IFX, glede na zaznavnost serumskih koncentracij IFX. Bolniki z vedno
zaznavnimi serumskimi koncentracijami (N = 106) so imeli manjse stevilo dokon¢nih
odpovedi IFX (24/106, 22,6 %) kot bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi

koncentracijami (24/40, 60,0 %) (P < 0,0001).
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Slika 11 prikazuje bolnike s KVCB z verjetnostjo za dokonéno odpoved/ukinitev 1FX
skozi cas raziskave. Modra krivulja prikazuje bolnike z vedno zaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX, medtem ko zelena krivulja prikazuje bolnike z vsaj enkrat

nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX.
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Slika 11: Vpliv vedno zaznavnih ter vsaj enkrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX na
uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikinh s KVCB

4.2.2 Bolniki s Crohnovo boleznijo (CB)

Pri celotnem Stevilu bolnikov s CB (N = 88) smo izra¢unali mediano ¢asa do ukinitve IFX
ali do konca raziskave za bolnike pri katerih ni prislo do dokonéne odpovedi IFX in je
znasala 29,0 mesecev (95 % interval zaupanja: 21,4-36,6). Bolniki s CB z vedno
zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX so imeli signifikantno daljsi ¢as do dokon¢ne
odpovedi IFX kot bolniki, ki so imeli vsaj enkrat nezaznavne serumske koncentracije IFX,
saj so imeli skozi ¢as bistveno manjSo ogrozenost za dokon¢no odpoved IFX (HR, 0,28; 95
% interval zaupanja: 0,13-0,60; P = 0,001).
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Izracunani ¢as do dokon¢ne odpovedi IFX po metodi Kaplan-Meier pri bolnikih s CB z
vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX je bil v povpre¢ju 77,0 mesecev (95%
interval zaupanja: 65,7-88,2), pri bolnikih z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX pa je znaSal v povprecju 29,9 mesecev (95 % interval zaupanja: 21,0—
38,9).

Preglednica VII: Dokon¢na odpoved IFX pri bolnikih s CB glede na zaznavnost serumskih
koncentracij IFX

o Bolnikiz | goniki brez
Stevilo dokonéno »
bolnik dokon¢ne
olnikov i
odpovedjo odpovedi IFX do
(N) IFX dokonca | o4 raziskave
raziskave
Bolnik je imel vedno zaznavne serumske koncentracije
66 14 (21,2 %) 52 (78,8 %)
IFX
Bolnik je imel vsaj enkrat nezaznavne serumske
koncentracije IFX 22 13 (59.1%) 9 (40.9 %)
Skupno Stevilo bolnikov s CB 88 27 (30,7 %) 61 (69,3 %)

Preglednica VII prikazuje $tevilo bolnikov s CB z dokon¢no odpovedjo IFX in brez
dokonéne odpovedi IFX, glede na zaznavnost serumskih koncentracij IFX. Bolniki s CB z
vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami (N = 66) so imeli manjse Stevilo dokon¢nih
odpovedi IFX (14/66, 21,2 %) kot bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami (13/22, 59,1 %) (P = 0,001).

Slika 12 prikazuje bolnike s CB z verjetnostjo za dokon¢no odpoved/ukinitev IFX skozi
Cas raziskave. Modra krivulja prikazuje bolnike s CB z vedno zaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX, medtem ko zelena krivulja prikazuje bolnike s CB z vsaj enkrat

nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX.
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Slika 12:Vpliv vedno zaznavnih ter vsaj enkrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX na
uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikih s CB

4.2.3 Bolniki z ulceroznim kolitisom (UK)
Pri celotnem Stevilu bolnikov z UK (N = 52) smo izracunali mediano ¢asa do ukinitve IFX
ali do konca raziskave za bolnike pri katerih ni prislo do dokonéne odpovedi IFX in je
znasala 33,0 mesecev (95 % interval zaupanja: 00,0-71,6). Med bolniki z UK z vedno
zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX ni bilo signifikantne razlike v ogrozenosti za dokon¢no
odpoved IFX (HR, 0,43; 95% interval zaupanja: 0,16-1,11; P = 0,082). Izrac¢unani ¢as do
dokonéne odpovedi IFX po metodi Kaplan-Meier pri bolnikih z UK z vedno zaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX je bil v povpre¢ju 74,4 mesecev (95 % interval zaupanja:
60,7-88,2), pri bolnikih z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX pa je

znasal v povprec¢ju 44,5 mesecev (95 % interval zaupanja: 30,0-58,9).
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Preglednica VII1: Dokon¢na odpoved IFX pri bolnikih z UK glede na zaznavnost serumskih
koncentracij IFX

o Bolnikiz | Boiniki brez
Stevilo dokonéno »
bolnik dokonc¢ne
olnikov ;
odpovedjo odpovedi IFX do
(N) IFX dokonca | | raziskave
raziskave
Bolnik je imel vedno zaznavne serumske koncentracije
36 8 (22,2 %) 28 (77,8 %)
IFX
Bolnik je imel vsaj enkrat nezaznavne serumske
koncentracije IFX 16 9 (56,3%) 7(43.8 %)
Skupno stevilo bolnikov z UK 52 17 (32,7 %) 35 (67,3 %)

Preglednica VIII prikazuje stevilo bolnikov z UK z dokon¢no odpovedjo IFX in brez
dokonéne odpovedi IFX, glede na zaznavnost serumskih koncentracij IFX. Bolniki z UK z
vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX (N = 36) niso imeli signifikantno
manjSe Stevilo dokonénih odpovedi IFX (8/36, 22,2 %) kot bolniki z vsaj enkrat

nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX (9/16, 56,3 %) (p = 0,072).

Slika 13 prikazuje bolnike z UK z verjetnostjo za dokon¢no odpoved/ukinitev IFX skozi
Cas raziskave. Modra krivulja prikazuje bolnike z UK z vedno zaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX, medtem ko zelena krivulja prikazuje bolnike z UK z vsaj enkrat

nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX.
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Slika 13:Vpliv vedno zaznavnih ter vsaj enkrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX na
uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikih z UK

4.3 Dokoné¢na odpoved infliksimaba (IFX) glede na prisotnost vsaj enkrat
nezaznavnih serumskih koncentracij IFX v primerjavi z vedno zaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX pri bolnikih s kroni¢no vnetno ¢revesno

boleznijo (KVCB)

Slika 14 prikazuje bolnike s KVCB ob koncu raziskave glede na to, ali je prislo do
dokon¢ne odpovedi IFX, ali pa so bili bolniki v remisiji, glede na zaznavnost serumskih
koncentracij IFX. Delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX je bil statisticno znaéilno
vi§ji med bolniki, ki so imeli med zdravljenjem vsaj enkrat nezaznavne serumske
koncentracije (24/40, 60 %) v primerjavi z bolniki, ki so imeli vedno zaznavne serumske
koncentracije IFX (24/106, 23 %) (P < 0,0001).
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Slika 14: Dokon¢na odpoved IFX glede na prisotnost vsaj enkrat nezaznavnih serumskih
koncentracij IFX v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX pri
bolnikih s KVCB

4.4 Kaplan-Meier analiza dokoné¢ne odpovedi infliksimaba (IFX) skozi ¢as
glede na prisotnost enkrat in dvakrat nezaznavnih serumskih
koncentracij IFX v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi

koncentracijami IFX

4.4.1 Bolniki s kroni¢no vnetno érevesno boleznijo (KVCB)
Bolniki s KVCB z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX so imeli
signifikantno daljsi ¢as do dokon¢ne odpovedi IFX kot bolniki, ki so imeli enkrat
nezaznavne serumske koncentracije IFX (HR, 0,87; 95 % interval zaupanja: 0,80-0,94; P =
0,01) in dvakrat nezaznavne serumske koncentracije IFX (HR, 0,84; 95 % interval
zaupanja: 0,74-0,94; P = 0,03), saj so imeli skozi ¢as manjSo ogrozenost za dokon¢no
odpoved IFX. Med bolniki s KVCB z enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami
IFX in bolniki z dvakrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX ni bilo
signifikantne razlike v ogrozenosti za dokon¢no odpoved IFX (HR, 1,12; 95 % interval
zaupanja: 0,46-2,70; P = 0,80). Izrac¢unani ¢as do dokon¢ne odpovedi IFX po metodi
Kaplan-Meier pri bolnikih s KVCB z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX
je bil v povprecju 75,4 mesecev (95 % interval zaupanja: 66,6-84,3), pri bolnikih z enkrat
nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX je znasal v povpreéju 33,8 mesecev (95 %
interval zaupanja: 24,1-43,5), pri bolnikih z dvakrat nezaznavnimi serumskimi

koncentracijami IFX pa v povprec¢ju 32,6 mesecev (95 % interval zaupanja: 17,1-48,1).
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Slika 15 prikazuje bolnike s KVCB z verjetnostjo za dokonéno odpoved/ukinitev IFX
skozi Cas raziskave. Modra krivulja prikazuje bolnike z dvakrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX, zelena krivulja prikazuje bolnike z enkrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX, vijolicna krivulja pa prikazuje bolnike z vedno zaznavnimi

koncentracijami IFX.
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Slika 15:Vpliv vedno zaznavnih, ter enkrat in dvakrat nezaznavnih serumskih koncentracij
IFX na uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikih s KVCB
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4.4.2 Bolniki s Crohnovo boleznijo (CB)
Bolniki s CB z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX so imeli signifikantno
daljsi ¢as do dokoncne odpovedi IFX kot bolniki, ki so imeli enkrat nezaznavne serumske
koncentracije IFX (HR, 0,87; 95 % interval zaupanja: 0,78-0,97; P = 0,01) in dvakrat
nezaznavne serumske koncentracije IFX (HR, 0,80; 95 % interval zaupanja: 0,68-0,94; P =
0,008), saj so imeli skozi ¢as manj$o ogrozenost za dokon¢no odpoved IFX. Bolniki s CB z
enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX niso imeli signifikantno daljsi ¢as
do dokon¢ne odpovedi IFX kot bolniki, ki so imeli dvakrat nezaznavne serumske
koncentracije IFX, saj niso imeli skozi ¢as manj$o ogrozenost za dokon¢no odpoved IFX

(HR, 1,48; 95 % interval zaupanja: 0,44-4,93; P = 0,52).

Izracunani ¢as do dokonéne odpovedi IFX po metodi Kaplan-Meier pri bolnikih s CB z
vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX je bil v povprecju 77,0 mesecev (95 %
interval zaupanja: 65,7-88,2), pri bolnikih z enkrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX je znasal v povprecju 32,4 mesecev (95 % interval zaupanja: 20,7—
44,2), pri bolnikih z dvakrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX pa v

povprecju 25,1 mesecev (95 % interval zaupanja: 19,3-31,0).

Slika 16 prikazuje bolnike s CB z verjetnostjo za dokon¢no odpoved/ukinitev IFX skozi
Cas raziskave. Modra krivulja prikazuje bolnike z enkrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX, zelena krivulja prikazuje bolnike z dvakrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX, vijolina krivulja pa prikazuje bolnike z vedno zaznavnimi

serumskimi koncentracijami IFX.
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Slika 16: Vpliv vedno zaznavnih, ter enkrat in dvakrat nezaznavnih serumskih koncentracij
IFX na uspes$nost zdravljenja z IFX pri bolnikih s CB

4.4.3 Bolniki z ulceroznim kolitisom (UK)
Bolniki z UK z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX so imeli signifikantno
daljsi ¢as do dokonéne odpovedi IFX kot bolniki, ki so imeli enkrat nezaznavne serumske
koncentracije IFX (HR, 0,86; 95 % interval zaupanja: 0,75-0,97; P = 0,016), saj so imeli
skozi ¢as manj$o ogrozenost za dokon¢no odpoved IFX in niso imeli signifikantno daljsi
¢as do dokoncne odpovedi IFX kot bolniki, ki so imeli dvakrat nezaznavne serumske
koncentracije IFX, saj niso imeli skozi ¢as manjSo ogrozenost za dokon¢no odpoved IFX
(HR, 0,90; 95 % interval zaupanja: 0,72-1,13; P = 0,36). Bolniki z UK z enkrat
nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX niso imeli signifikantno daljsi ¢as do
dokon¢ne odpovedi IFX kot bolniki, ki so imeli dvakrat nezaznavne serumske
koncentracije IFX, saj niso imeli skozi ¢as manjSo ogrozenost za dokon¢no odpoved IFX

(HR, 0,62; 95 % interval zaupanja: 0,13-2,98; P = 0,55).
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Izracunani ¢as do dokon¢ne odpovedi IFX po metodi Kaplan-Meier pri bolnikih z UK z
vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX je bil v povprecju 74,4 mesecev (95 %
interval zaupanja: 60,7-88,2), pri bolnikih z enkrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX je znasal v povprecju 33,7 mesecev (95 % interval zaupanja: 17,8
49,6), pri bolnikih z dvakrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX pa v

povprecju 45,3 mesecev (95 % interval zaupanja: 17,1-73,4).

Slika 17 prikazuje bolnike z UK z verjetnostjo za dokon¢no odpoved/ukinitev IFX skozi
Cas raziskave. Modra krivulja prikazuje bolnike z enkrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX, zelena krivulja prikazuje bolnike z dvakrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX, vijolicna krivulja pa prikazuje bolnike z vedno zaznavnimi

serumskimi koncentracijami IFX
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Slika 17:Vpliv vedno zaznavnih, ter enkrat in dvakrat nezaznavnih serumskih koncentracij
IFX na uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikih z UK
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45 Dokonéna odpoved infliksimaba (IFX) glede na prisotnost enkrat in
dvakrat nezaznavnih serumskih koncentracij IFX v primerjavi z vedno

zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX

4.5.1 Bolniki s kroni¢no vnetno revesno boleznijo (KVCB)

Slika 18 prikazuje bolnike s KVCB ob koncu raziskave glede na to ali je prislo do
dokon¢ne odpovedi IFX, ali pa so bili bolniki v remisiji, glede na zaznavnost serumskih
koncentracij IFX. Delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX je bil statisticno znacilno
vi§ji med bolniki, ki so imeli med zdravljenjem enkrat nezaznavne serumske koncentracije
IFX (16/27, 59 %) v primerjavi z bolniki, ki so imeli vedno zaznavne serumske
koncentracije IFX (24/106, 23 %) (P < 0,001). Delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX
ni bil statisticno znacilno vi§ji med bolniki, ki so imeli med zdravljenjem dvakrat
nezaznavne serumske koncentracije IFX (7/10, 70 %) v primerjavi z bolniki, ki so imeli
med zdravljenjem enkrat nezaznavne serumske koncentracije IFX (16/27, 59 %) (P =
0,55). Delez bolnikov z dokonéno odpovedjo IFX je bil statisticno znacilno visji med
bolniki, ki so imeli med zdravljenjem dvakrat nezaznavne serumske koncentracije IFX
(7/10, 70 %) v primerjavi z bolniki, ki so imeli med zdravljenjem vedno zaznavne
serumske koncentracije 1IFX (24/106, 23 %) (P = 0,001).
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Slika 18: Dokonéna odpoved IFX glede na prisotnost enkrat in dvakrat nezaznavnih
serumskih koncentracij IFX, v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami
IFX pri bolnikih s KVCB
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4.5.2 Bolniki s Crohnovo boleznijo (CB)
Slika 19 prikazuje bolnike s CB ob koncu raziskave glede na to ali je prislo do dokon¢ne
odpovedi IFX, ali pa so bili bolniki v remisiji, glede na zaznavnost serumskih koncentracij
IFX. Delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX je bil statisticno znacilno visji med
bolniki, ki so imeli med zdravljenjem enkrat nezaznavne serumske koncentracije IFX
(9/17, 53 %) v primerjavi z bolniki, ki so imeli vedno zaznavne serumske koncentracije
IFX (14/66, 21 %) (P = 0,009). Delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX ni bil
statistiéno znacilno vi§ji med bolniki, ki so imeli med zdravljenjem dvakrat nezaznavne
serumske koncentracije IFX (4/5, 80 %) v primerjavi z bolniki, ki so imeli med

zdravljenjem enkrat nezaznavne serumske koncentracije IFX (9/17, 53 %) (P = 0,28).

Delez bolnikov z dokonéno odpovedjo IFX je bil statisticno znacilno vi§ji med bolniki, ki
so imeli med zdravljenjem dvakrat nezaznavne serumske koncentracije IFX (4/5, 80 %) v
primerjavi z bolniki, ki so imeli med zdravljenjem vedno zaznavne serumske koncentracije
IFX (14/66, 21 %) (P = 0,004).
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Slika 19: Dokon¢na odpoved IFX glede na prisotnost enkrat in dvakrat nezaznavnih
serumskih koncentracij IFX, v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami
IFX pri bolnikih s CB
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4.5.3 Bolniki z ulceroznim kolitisom (UK)

Slika 20 prikazuje bolnike z UK ob koncu raziskave glede na to ali je prislo do dokon¢ne
odpovedi IFX, ali pa so bili bolniki v remisiji, glede na zaznavnost serumskih koncentracij
IFX. Delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX je bil statisticno znacilno visji med
bolniki, ki so imeli med zdravljenjem enkrat nezaznavne serumske koncentracije (7/10, 70
%) v primerjavi z bolniki, ki so imeli vedno zaznavne serumske koncentracije IFX (8/36,
22 %) (P = 0,004). Delez bolnikov z dokonéno odpovedjo IFX ni bil statisti¢no znacilno
vi§ji med bolniki, ki so imeli med =zdravljenjem dvakrat nezaznavne serumske
koncentracije (2/4, 50 %) v primerjavi z bolniki, ki so imeli med zdravljenjem enkrat
nezaznavne serumske koncentracije IFX (7/10, 70 %) (P = 0,48). Delez bolnikov z
dokon¢no odpovedjo IFX ni bil statisticno znacilno vi§ji med bolniki, ki so imeli med
zdravljenjem dvakrat nezaznavne serumske koncentracije (2/4, 50 %) v primerjavi z
bolniki, ki so imeli med zdravljenjem vedno zaznavne serumske koncentracije IFX (8/36,
22 %) (P =0,22).
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Remisija Dokon¢na odpoved IFX

Slika 20: Dokonéna odpoved IFX glede na prisotnost enkrat in dvakrat nezaznavnih
serumskih koncentracij IFX, v primerjavi z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami
IFX pri bolnikih z UK
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4.6 Kaplan-Meier analiza dokoné¢ne odpovedi infliksimaba (IFX) skozi ¢as
za bolnike s kroni¢no vnetno &revesno boleznijo (KVCB) glede na

prisotnost protiteles proti IFX

Bolniki s KVCB z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in ATl < 10
pg/mL IFX so imeli signifikantno daljsi ¢as do dokon¢ne odpovedi IFX kot bolniki z vsaj
enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in ATl > 10 pg/mL, saj so imeli
skozi ¢as bistveno manjS$o ogrozenost za dokon¢no odpoved IFX (HR, 0,45; 95 % interval
zaupanja: 0,20-1,01; P = 0,05). Izracunani ¢as do dokon¢ne odpovedi IFX po metodi
Kaplan-Meier pri bolnikih s KVCB z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX
je bil v povprecju 75,4 mesecev (95 % interval zaupanja: 66,6-84,3), pri bolnikih z vsaj
enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in ATl < 10 ug/mL je znasal v
povprecju 41,5 mesecev (95 % interval zaupanja: 30,3-52,7), pri bolnikih z vsaj enkrat
nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in ATI > 10 ug/mL pa v povpreéju 28,7
mesecev (95 % interval zaupanja: 17,5-39,9). Bolniki s KVCB z vsaj enkrat nezaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX in ATI < 10 pg/mL so bili tako v povpre¢ju 1,44-krat dlje
Casa zdravljeni z IFX kot bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami
IFX in AT > 10 pg/mL (Slika 21).

Slika 21 prikazuje bolnike s KVCB z verjetnostjo za dokonéno odpoved/ukinitev IFX

skozi ¢as raziskave.

50
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Slika 21:Vpliv vedno zaznavnih, ter vsaj enkrat nezaznavnih serumskih koncentracij 1FX
glede na prisotnost protiteles proti IFX na uspesnost zdravljenja z IFX pri bolnikih s KVCB

4.7 Dokonc¢na odpoved infliksimaba (IFX) glede na prisotnost protiteles

proti IFX pri bolnikih s kroni¢no vnetno &revesno boleznijo (KVCB)

Slika 22a prikazuje bolnike s KVCB ob koncu raziskave glede na to ali je prislo do
dokonéne odpovedi IFX, ali pa so bili bolniki v remisiji, glede na prisotnost protiteles proti
IFX. Delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX je bil statisticno znacilno vi§ji med
bolniki, ki so imeli med zdravljenjem vsaj enkrat nezaznavne serumske koncentracije IFX
in ATl < 10 pg/mL (10/23, 44 %) v primerjavi z bolniki, ki so imeli vedno zaznavne
serumske koncentracije IFX (24/106, 23 %) (P = 0,04). Delez bolnikov z dokon¢no
odpovedjo IFX je bil statisti¢no znacilno vi$ji med bolniki, ki so imeli med zdravljenjem
vsaj enkrat nezaznavne serumske koncentracije IFX in ATl > 10 ug/mL (14/17, 82 %), v
primerjavi z bolniki, ki so imeli med zdravljenjem vsaj enkrat nezaznavne serumske
koncentracije IFX in ATI < 10 pg/mL (10/23, 44 %) (P = 0,01).
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Delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX je bil statistino znacilno visji med bolniki, ki
so imeli med zdravljenjem vsaj enkrat nezaznavne serumske koncentracije IFX in ATI >
10 pg/mL (14/17, 82 %), v primerjavi z bolniki, ki so imeli med zdravljenjem vedno
zaznavne serumske koncentracije IFX (24/106, 23 %) (p < 0,0001).
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Slika 22a: Dokonéna odpoved IFX glede na bolnike z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX in ATl < 10 pg/mL in > 10 pg/mL v primerjavi z bolniki z vedno
zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX, pri bolnikih s KVCB

Slika 22b prikazuje 40 bolnikov s KVCB ob koncu raziskave, glede na to ali je prislo do
dokon¢ne odpovedi IFX, ali pa so bili bolniki v remisiji, glede na prisotnost protiteles proti
IFX. Od 40 bolnikov je imelo 23 bolnikov ATI < 10 pg/mL, 17 bolnikov pa ATI > 10
pg/mL. Delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX je bil statistiéno znaéilno vi§ji med
bolniki, ki so imeli med zdravljenjem vsaj enkrat nezaznavne serumske koncentracije IFX
in ATI > 10 pg/mL (14/17, 82 %) v primerjavi z bolniki, ki so imeli vsaj enkrat
nezaznavne serumske koncentracije IFX in ATI < 10 pg/mL (10/23, 44 %) (P = 0,01).
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Slika 22b: Dokonéna odpoved IFX glede na bolnike z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX in ATI < 10 pg/mL v primerjavi z bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX in AT1 > 10 pg/mL, pri bolnikih s KVCB

4.8 Uspesnost dviga serumskih koncentracij IFX po optimizaciji zdravljenja

glede na prisotnost protiteles proti IFX pred optimizacijo

Stevilo bolnikov z ATl < 10 ug/mL je bilo 23, od tega je imelo 16 bolnikov dvignjen
odmerek IFX po tem, ko je bil ugotovljena nezaznavna serumska koncentracija IFX. Za 4
od 16 bolnikov ni bilo na voljo kontrolnih koncentracij po optimizaciji odmerka, v analizo
smo torej vkljucili 12 bolnikov z nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in ATI <
10 pg/mL. Stevilo bolnikov z nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in ATI > 10
pug/mL je bilo 17, od tega je imelo 9 bolnikov dvignjen odmerek IFX. Za enega bolnika
nismo imeli na voljo kontrolne serumske koncentracije, v analizo smo torej vkljucili 8
bolnikov z nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in ATl > 10 pg/mL. Skupno
smo torej v analizo vkljucili 12 + 8 = 20 bolnikov, ki so imeli na voljo serumske

koncentracije pred in po optimizaciji odmerka IFX.

Preglednica 1X prikazuje uspesnost dviga serumskih koncentracij IFX po optimizaciji

odmerka IFX glede na prisotnost protiteles proti IFX pred optimizacijo.
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Preglednica IX: UspeSnost dviga serumskih koncentracij IFX glede na prisotnost protiteles
proti IFX pred optimizacijo odmerka IFX

* ATI > 10 pg/mL ATI <10 pg/mL
Uspesnost dviga TL IFX 1/8 (13 %) 8/12 (67 %)
Neuspesnost dviga TL IFX 7/8 (88 %) 4/12 (33 %)
*P = 0,028
P =0,028
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

ATI > 10 pg/ml ATI <10 pg/ml

m Uspesnost dviga TL IFX ~ ® Neuspesnost dviga TL IFX

Slika 23: Uspesnost dviga serumskih koncentracij IFX glede na prisotnost protiteles proti
IFX pred optimizacijo odmerka IFX
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5 RAZPRAVA

Rezultati nase raziskave so pokazali, da so bili bolniki z vedno zaznavnimi serumskimi
koncentracijami infliksimaba (IFX) dlje ¢asa uspe$no zdravljeni z IFX in so imeli manjSe
Stevilo dokon¢nih odpovedi IFX kot bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi koncentracijami.
Ugotovili smo, da se torej prognoza bolnikov bistveno poslabsa, ko se enkrat pojavijo
nezaznavni serumski koncentracijami IFX. V nekaterih primerih se da z optimizacijo
odmerka IFX (dvig odmerka ali skrajsanje odmernega intervala) vseeno ponovno doseci
dvig serumske koncentracije IFX in s tem uspeSen klini¢ni izid za bolnika. Ena
pomembnejsih ugotovitev nase raziskave je, da je uspeSnost optimizacije odmerka IFX
odvisna prav od titra protiteles proti IFX (ATI), saj je bila optimizacija neuspe$na
praktiéno pri vseh bolnikih z ATI > 10 pg/mL. To je izjemnega pomena za Kklini¢no
prakso, saj se lahko na osnovi poceni meritve (priblizno 40 EUR) pravilno odlo¢imo kako
obravnavati bolnika, torej bodisi dvig odmerka IFX ali prehod na drugo biolosko zdravilo.
Ker gre za izjemno draga zdravila je to tudi zelo u¢inkovito iz ekonomskega stali$ca, saj

lahko en sam odmerek IFX stane tudi do 2000 EUR.

Bolniki s KVCB z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX so bili v povpregju
2,0-krat dlje Casa uspe$no zdravljeni z IFX, kot bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX. Loceno smo analizirali tudi bolnike razdeljene na CB in
UK. Pri bolnikih s CB (N = 88) smo ugotovili enako kot pri analizi vseh bolnikov s
KVCB. Med bolniki s CB so imeli bistveno daljsi ¢as do dokonéne odpovedi IFX in
posledicno ob koncu raziskave manjSe Stevilo dokonénih odpovedi bolniki z vedno
zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX, napram tistim z vsaj enkrat nezaznavnimi
koncentracijami. Po drugi strani pa znotraj skupine bolnikov z UK (N = 52) nismo
dokazali razlike v ogrozenosti za dokon¢no odpoved IFX med bolniki z vedno zaznavnimi
in tistimi z enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX (P = 0,082), vendar pa
gre za jasen trend k statisti¢ni signifikanci zato ocenjujemo, da gre zgolj za pomanjkanje

statisticne moci zaradi premajhnega vzorca (N = 52).

V raziskavi smo zeleli tudi ovrednotiti vpliv veckrat (1-krat, 2-krat nezaznavna serumska
koncentracija) nezaznavnih serumskih koncentracij IFX na Cas trajanja zdravljenja z IFX

in na prognozo bolnikov s tak§nimi koncentracijami.
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Analiza je potekala enako kot pri bolnikih z vedno, napram bolnikom z vsaj enkrat
nezaznavnimi koncentracijami IFX. Najprej smo analizirali vse bolnike s KVCB in nato
bolnike razdeljene na tiste s CB in UK. Ker smo pri prej$nji analizi dobili razli¢en izid pri
bolnikih s CB in UK smo razdelitev ohranili tudi v primeru analize enkrat in dvakrat
nezaznavnih koncentracij IFX, saj nas je zanimalo, ¢e bo razlika prisotna tudi v tem
primeru. Ugotovili smo naslednje: v primeru analize bolnikov s KVCB z vedno
zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX, napram tistim z enkrat in dvakrat
nezaznavnimi koncentracijami, so imeli bolniki z vedno zaznavnimi koncentracijami
pricakovano daljsi ¢as do dokon¢ne odpovedi IFX in ob koncu raziskave tudi manjse
Stevilo bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX. Vendar pa nismo uspeli dokazati razlike pri
analizi med bolniki z enkrat in dvakrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX.
Tudi delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX ni bil statisticno znacilno razlicen med
tema dvema skupinama bolnikov. Pricakovano nismo razlike dokazali niti v primeru, ko
smo bolnike s KVCB analizirali razdeljene na CB in UK. To je verjetno posledica
neuspesne optimizacije odmerka IFX pri bolnikih z enkrat nezaznavnimi koncentracijami
IFX, kar dodatno govori v prid so¢asnemu dolocaju protiteles proti IFX, kadar so serumski

koncentracijami IFX nezaznavni.

V nasi raziskavi smo velik pomen namenili prisotnosti protiteles proti IFX (ATI). Ker
lahko dolo¢amo protitelesa samo takrat, ko so vrednosti serumskih koncentracij IFX
nezaznavne, smo imeli skupno 40 bolnikov s KVCB z nezaznavnimi koncentracijami pri
katerih smo analizirali ATL Ce bi te bolnike razdelili $e naprej na CB in UK, bi bilo v obeh
skupinah izrazito malo bolnikov in bi bile te skupine premajhne za smiselno statisti¢no
analizo, zato smo analizirali bolnike s KVCB brez delitve. Tako smo s Kaplan-meier
analizo ugotovili, da so imeli bolniki s KVCB z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX in ATl < 10 ug/mL (odsotnost protiteles) IFX daljsi ¢as do dokon¢ne
odpovedi IFX, kot bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in
ATI > 10 pg/mL (prisotnost protiteles), saj so imeli skozi ¢as bistveno manjso ogrozenost
za dokon¢no odpoved IFX. Tudi delez bolnikov z dokon¢no odpovedjo IFX, je bil
statisti¢no znacilno nizji med bolniki z odsotnostjo protiteles (10/23, 44 %) v primerjavi z
bolniki, ki so imeli prisotna protitelesa proti IFX (14/17, 82 %) (P = 0,01) (slika 22b).
Izrazita je bila razlika v delezu bolnikov z dokonéno odpovedjo IFX med bolniki z vedno

zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX (23 %) in bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi
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serumskimi koncentracijami in ATl > 10 pg/mL (82 %). Nase ugotovitve so skladne s
podobnimi mednarodnimi raziskavami (71,74,75).

V na8i raziskavi smo tudi analizirali uspeSnost dviga serumskih koncentracij IFX po
optimizaciji zdravljenja (dvig odmerka IFX) glede na prisotnost protiteles proti IFX pred
optimizacijo. Skupno smo v analizo vkljucili 20 bolnikov, za katere smo imeli na voljo
serumske koncentracije IFX pred in po optimizaciji zdravljenja. Ugotovili smo, da je bila
uspesnost dviga serumskih koncentracij IFX pri bolnikih z ATI > 10 ug/mL samo 13 %,
pri bolnikih z ATl < 10 pg/mL pa kar 67 %, na podlagi ¢esar lahko zaklju¢imo, da kadar
imajo bolniki prisotna protitelesa v pomembnem titru ( > 10 pg/mL), je nesmiselna
optimizacija odmerka IFX, saj se ta v ve€ini primerov ne bo odrazila tudi v dvigu
serumskih koncentracij IFX. Nasa ugotovitev se tako sklada tudi z izsledki $tudije, kjer je
Afif (76) ugotavljal klinicno Korist merjenja serumskih koncentracij IFX in ATI pri
bolnikih s sekundarno odpovedjo IFX. Dokazal je, da vecina bolnikov s prisotnimi ATI ni
odgovorila na povisanje odmerka IFX, medtem ko so bolniki, ki protiteles niso imeli
prisotnih, imeli korist od povisanja odmerka. Zanimiva ugotovitev nase raziskave pa je, da
je bil dvig serumske koncentracije IFX tudi v primeru bolnikov z odsotnostjo protiteles
proti IFX kar v 33 % primerov neuspesen, saj smo pri¢akovali nizji odstotek neuspesnosti.
To je verjetno posledica nase metode za dolocanje ATI, saj metoda verjetno ne zazna
nizjih koncentracij ATI, ki pa so verjetno vseeno prisotna vsaj pri dolo¢enem delezu

bolnikov z nezaznavnimi koncentracijami IFX.

Rezultati nase raziskave podpirajo uvedbo dolo¢anja serumskih koncentracij IFX in ATI,
tako iz staliS¢a klini¢ne, kot tudi stroskovne ucinkovitosti. Takoj, ko se pojavijo
nezaznavni serumski koncentracijami IFX, se moznost, da bo pri bolniku prislo do
dokocéne odpovedi IFX podvoji. Bistvo je, da se bolnikom z nezaznavnimi koncentracijami
IFX dolocijo se ATI, saj lahko na ta nacin izberemo bolnike pri katerih bo dvig odmerka

IFX uspesen in bo vodil v ponovno remisijo bolezni.
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6 SKLEP

Na podlagi nase raziskave smo ugotovili:

1

I

|wo

|+~

Bolniki z vedno zaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX, so bili dlje ¢asa
uspesno zdravljeni z IFX in so imeli manjse $tevilo dokonénih odpovedi IFX, kot
bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX. Hipotezo 1
smo tako potrdili.

Pri analizi bolnikov z veckrat nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX (1-
krat, 2-krat nezaznavna serumska koncentracija) ne moremo potrditi hipoteze 2, saj
nismo uspeli dokazati, da so imeli bolniki z dvakrat nezaznavnimi serumskimi
koncentracijami IFX vec¢jo ogrozenost za dokon¢no odpoved IFX in da so imeli
ve¢je Stevilo dokonénih odpovedi IFX, v primerjavi z bolniki z enkrat
nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX.

Prisotnost protiteles proti IFX (ATI) ima klju¢no vlogo pri uspesnosti zdravljenja
bolnikov s KVCB. Ugotovili smo, da so imeli bolniki s KVCB z vsaj enkrat
nezaznavnimi serumskimi koncentracijami IFX in ATI > 10 pg/mL (prisotnost
ATI) skozi cas bistveno vecjo ogrozenost za dokonéno odpoved IFX in vecje
Stevilo dokonénih odpovedi IFX (82 %), kot bolniki z vsaj enkrat nezaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX in ATl < 10 pg/mL (odsotnost ATI) (44 %).
Hipotezo 3 smo tako potrdili.

V raziskavi smo analizirali uspe$nost dviga serumskih koncentracij IFX po
optimizaciji zdravljenja (dvig odmerka IFX), glede na prisotnost protiteles proti
IFX pred optimizacijo. Ugotovili smo, da so imeli bolniki z nezaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX in ATl < 10 pg/mL po optimizaciji odmerka IFX
ve¢jo (67 %) uspesnost dviga TL IFX, v primerjavi z bolniki z nezaznavnimi
serumskimi koncentracijami IFX in ATl > 10 pg/mL (13 %). Hipotezo 4 smo tako

potrdili.

Nase ugotovitve imajo velik klini¢éni pomen, saj smo ugotovili, da pojav nezaznavnih

serumskih koncentracij infliksimaba poveca moznost dokonéne odpovedi infliksimaba, Se

posebej kadar so prisotna protitelesa proti infliksimabu v visokem titru.
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