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Izvlecek

Pri¢ujoca raziskava predstavlja odziv na biolosko kompleksnost, terapevtske omejitve in javnozdravstveno
breme, povezano z zdravljenjem HER2-pozitivnega raka dojk.

Osredniji cilj je bil poiskati kanidatne u¢inkovine za repozicioniranje in ovrednotiti potencial repozicioniranja
kot racionalne in stro$kovno u¢inkovite strategije za premagovanje odpornosti na terapijo, zmanj$anje ¢asovnih
in sistemskih ovir pri dostopu do zdravil ter razsiritev terapevtskih moznosti. Pri tem je raziskava pokazala,
da lahko z zdruzevanjem razli¢nih znanstvenih disciplin oblikujemo hiter in u¢inkovit raziskovalni model,
ki poleg znanstvenih rezultatov poudarja tudi pomen interdisciplinarnega sodelovanja in novih nacinov
povezovanja v boju proti raku.

Taksen okvir presega zgolj biolosko razumevanje bolezni, saj hkrati naslavlja vprasanja udinkovitosti
zdravljenja, ekonomske trajnosti in dostopnosti terapij. Pomen za klini¢no prakso je v tem, da odpira pot k
cenej$im in hitreje dostopnim terapevtskim moznostim, kar je Se posebej relevantno v kontekstu odpornosti
na standardne tar¢ne terapije in omejenih zdravstvenih virov.

Uvod

Pri¢ujota raziskava predstavlja odziv na biolosko kompleksnost, terapeviske omejitve in
javnozdravstveno breme, povezano z zdravljenjem HER2-pozitivnega raka dojk. Osrednji cilj je
bil poiskati kanidatne udinkovine za repozicioniranje in ovrednotiti potencial repozicioniranja
kot racionalne in stroskovno ucinkovite strategije za premagovanje odpornosti na terapijo,
zmanj$anje ¢asovnih in sistemskih ovir pri dostopu do zdravil ter raziritev terapevtskih moznosti.
Pri tem je raziskava pokazala, da lahko z zdruzevanjem razli¢nih znanstvenih disciplin oblikujemo
hiter in udinkovit raziskovalni model, ki poleg znanstvenih rezultatov poudarja tudi pomen
interdisciplinarnega sodelovanja in novih na¢inov povezovanja v boju proti raku. Taksen okvir presega
zgolj biolosko razumevanje bolezni, saj hkrati naslavlja vprasanja u¢inkovitosti zdravljenja, ekonomske
trajnosti in dostopnosti terapij. Pomen za klini¢no prakso je v tem, da odpira pot k cenej$im in
hitreje dostopnim terapevtskim moznostim, kar je $e posebej relevantno v kontekstu odpornosti na
standardne tar¢ne terapije in omejenih zdravstvenih virov.

Zakaj preucevati HER2-pozitivni rak dojk?

HER2-pozitiven rak dojk predstavlja priblizno 15 % vseh primerov raka dojk in je povezan z
agresivnej$im potekom bolezni ter slab$o prognozo.! Humani receptor za epidermalni rastni faktor 2
(HER?2) je transmembranski receptor tirozin—kinaze, ki ga kodira gen ERBB2. HER2 spada v druzino
receptorjev HER/EGFR, v katero sodijo $¢ HER1 (EGFR, kodiran z genom ERBB1), HER3 (kodiran
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z genom ERBB3) in HER4 (kodiran z genom ERBB4). Za razliko od drugih ¢lanov te druzine,
HER?2 nima znanega liganda in ostaja v konstitutivno aktivni konformaciji, v kateri tvori homo- in
heterodimere ter sproza signalne kaskade, ki spodbujajo celi¢no proliferacijo, prezivetje, angiogenezo
in invazijo tumorja."” Amplifikacija gena ERBB2 vodi v prekomerno izrazenost proteina HER2, kar
lahko pri tumorskih celicah pomeni tudi do 1-2 milijona kopij receptorja na povrsini posamezne

celice.” Tako povecano izrazanje povzro¢i hiperaktivacijo proliferativnih in antiapoptotskih signalnih
poti, zlasti kaskad PI3K/AKT/mTOR in MAPK.!?

HER2-pozitivni tumorji se klini¢no pogosto odlikujejo po hitri rasti in vedji verjetnosti prizadetosti
regionalnih bezgavk Ze ob postavitvi diagnoze. Poleg tega je pri teh bolnicah pogostejsa pojavnost
oddaljenih zasevkov.’ V primerjavi z drugimi podtipi raka dojk so HER2-pozitivni tumorji manj
odzivni na standardne kemoterapije. Ceprav so zdravila proti HER2, kot so trastuzumab, lapatinib
ali T-DM1, bistveno izboljsala prezivetje, se pri Stevilnih bolnicah s¢asoma razvije pridobljena
odpornost na ta zdravila.* Na primer, skrajsane variante, kot je p9SHER2, ali mutacije, kot je
HER2-L755S, zmanjfajo vezavo trastuzumaba ali obcutljivost na zaviralce kinaz.® Poleg tega
standardne terapije, usmerjene proti HER2, morda niso dostopne v vseh zdravstvenih sistemih zaradi
visoke cene in zapletenih regulatornih postopkov, kar $e dodatno povecuje globalne neenakosti
zdravljenja raka.>¢

Znanstveni okvir: repozicioniranje zdravil kot racionalna strategija

Repozicioniranje zdravil, pri katerem se obstojeca, Ze odobrena zdravila uporabijo za nove terapevtske
indikacije, predstavlja stratesko alternativo konvencionalnemu razvoju zdravil (Slika 1). V primerjavi
z 10-15 leti in milijardnimi investicijami, potrebnimi za razvoj novih uéinkovin, je prednost
repozicioniranih zdravil v tem, da so njihova farmakokinetika, varnostni profil in proizvodni procesi
ze znani, kar bistveno skrajsa ¢as do klini¢ne uporabe pri novi indikaciji ter zmanjsa stroske in tveganja,
povezana z razvojem novih u¢inkovin.”® Ta strategija je Se posebej pomembna v onkologiji, kjer zaradi
visoke stopnje odpadlih kandidatov pri razvoju novih zdravil obstaja nujna potreba po hitrejsih in

stroskovno ugodnejsih resitvah.’
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Slika 1: Priloznosti in moZnosti repozicioniranja zdyavil v onkologiji.

V tej raziskavi smo koncept repozicioniranja ponazorili z iz silico pristopom, pri katerem smo
uporabili molekulsko sidranje na tar¢o HER2 kot modelni primer. Namen ni bil le podrobna analiza
posameznih uéinkovin, temve¢ vzpostavitev raziskovalnega okvira, ki omogoca hitro prednostno
razvrcanje potencialnih kandidatov za nadaljnjo validacijo. Taksen pristop zdruzuje metodologije
molekularne biologije in bioinformatike ter se smiselno povezuje s farmakoekonomskimi vidiki
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izvedljivosti in dostopnosti zdravljenja. Na ta nadin raziskava sluzi kot dokaz koncepta, saj omogoca
prehod od teoreti¢nih izhodis¢ do preverljivih hipotez, ki jih je mogo¢e nadgraditi z eksperimentalnimi
in klini¢nimi raziskavami.

Bioinformacijska analiza — metodologija in rezultati

Cilj raziskave je bil s pomo¢jo bioinformacijskih pristopov identificirati potencialne kandidate za
repozicioniranje zdravil pri zdravljenju HER2-pozitivnega raka dojke. Nase hipoteze so temeljile na
predpostavki, da med izbranimi ligandi obstajajo spojine s primerljivo ali vi$jo vezavno afiniteto kot
jo izkazujeta referené¢ni zdravili lapatinib (-11 kcal/mol) in gefitinib (-8 kcal/mol), zaradi ¢esar bi bile
primerne za nadaljnjo obravnavo. Prav tako smo predvidevali, da se dolo¢ene spojine v vezavni zep
HER?2 receptorja ne umescajo zaradi njihove prevelike molekulske mase ali nezmoznosti vzpostavitve
zadostnega Stevila stabilnih interakcij z aminokislinami v vezavnem mestu.

Za metodoloski okvir (Slika 2) smo uporabili pristop molekulskega sidranja, ki predstavlja uveljavljeno
racunalnisko orodje za oceno interakcij med ligandi in proteinskimi taréami.'® Kot referen¢no zdravilo
smo uporabili lapatinib, klini¢no potrjen inhibitor HER2, ki je ustrezna primerjalna kontrola za
validacijo rezultatov. Poleg njega je bil vkljuc¢en tudi gefitinib, inhibitor EGFR in soroden ¢lan druzine
HER receptorjev, ki je sluzil kot dodatna kontrola zaradi strukturne sorodnosti. Tukatinib, odobren
za zdravljenje HER2-pozitivnega raka dojke, je bil uporabljen izklju¢no kot validacijska tocka in zato
ni obravnavan kot kandidat za repozicioniranje.

DrugBank
Online
f— Lapatinibu
in gefitinibu 1. Orodje
podobne CB-Dock2
strukture —_— Molekulsko
sidranje —. Rezultati
Model za 2. Orodje
receptor AutoDock S\E’ZI .
HER2 Vina
PDB

Slika 2: Shematski prikaz poteka raziskovalnega dela.

Identifikacijo strukturno podobnih spojin lapatinibu in gefitinibu smo izvedli v zbirki DrugBank
Online", kjer smo uporabili prag podobnosti 0,5 in iskanje omejili na odobrene udinkovine.
Pridobljene zapise molekul v formatu SMILES smo nato prenesli v zbirko PubChem' ter poiskali
njihove tridimenzionalne strukture. Molekule, za katere tridimenzionalni model ni bil na voljo, zaradi
prevelike kompleksnosti niso bile vklju¢ene v nadaljnje analize.

Kristalografsko strukturo receptorja HER2 smo pridobili iz zbirke Protein Data Bank" in izbrali
model 3PP0", ki predstavlja neaktivno konformacijo proteina z lo¢ljivostjo 2,80 A. Strukturo smo
pripravili z odstranitvijo odve¢nih verig, ligandov in molekul vode ter dodajanjem polarnih vodikov
in Kollmanovih nabojev, kar je omogo¢ilo pripravo za molekulsko sidranje.

Molekulsko sidranje smo izvedli z dvema programoma, CB-Dock2" in AutoDock Vina.'® Prvi je
spletno orodje, ki omogoca hitro in uporabniku prijazno izvedbo, medtem ko je AutoDock Vina
naprednejSe in zanesljivejSe orodje, primerno za natanéno kvantitativno oceno vezavne afinitete.
Vrednotenje rezultatov smo zato oprli predvsem na analize pridobljene z AutoDock Vina, medtem ko
so bili rezultati CB-Dock2 uporabljeni za okvirno primerjavo. Pri dolo¢anju vezavnega mesta smo se
oprli na predhodne raziskave', kjer so bile opredeljene kljuéne aminokisline v interakeiji z ligandom

(Slika 3).
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Slika 3: Kristalografska struktura receptorja HER2 v neaktivni obliki (3PP0)."

Rezultati analize so pokazali, da se je od 28 testiranih u¢inkovin le 14 ligandov umescalo v vezavni
zep receptorja HER2 (Slika 4). Najvisjo afiniteto je izkazal lapatinib (-11 kecal/mol), kar je skladno
z njegovo znano farmakolosko aktivnostjo. Med spojinami, ki so se vezale na ustrezno mesto, so
se posebej izkazali inavolisib (-9,9 kcal/mol), belumosudil (-9,8 kcal/mol), doxazosin (-9,6 kcal/
mol), dacomitinib (-9,5 kcal/mol), terazosin (-8,4 kcal/mol), prazosin (-8,2 kcal/mol), afatinib
(-8,1 kcal/mol) in trimetreksat (-8 kcal/mol). Na podlagi primerjave z referen¢nima zdraviloma
lapatinib in gefitinib so navedene spojine opredeljene kot potencialni kandidati za nadaljnjo validacijo.
Posebej velja izpostaviti belumosudil, ki je inhibitor ROCK-kinaze in ze odobren za zdravljenje
bolezni presadka proti gostitelju (angl. graft-versus-host) (GVHD)", kar dodatno potrjuje njegovo
farmakolosko relevantnost.

Slika 4: Uspesne vezave vseh ligandov v Zep receptorja 3PPO v programu AutoDock Vina.

Kljub obetavnim rezultatom je potrebno poudariti, da ra¢unalnisko napovedane afinitete ne zados¢ajo
za neposredno klini¢no aplikacijo. Molekulsko sidranje je izjemno uporabno kot orodje za prednostno
razvr§¢anje spojin in oblikovanje testabilnih hipotez, vendar zahteva eksperimentalno validacijo
z in vitro in in vive $tudijami, preden lahko vodi do klini¢nih preiskusanj.'”'® Nadaljnja integracija
proteomskih in metabolomskih podatkov bi lahko v prihodnje dodatno izboljsala natanénost in
zanesljivost bioinformacijskih napovedi.'”*
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Repozicioniranje onkoloskih zdravil: priloznosti in omejitve

Povecevanje pojavnosti raka in vzporedno nara$¢ajoce ekonomsko breme zdravljenja ustvarjata mocan
pritisk na zdravstvene sisteme in pla¢nike. Izdatki za onkoloska zdravila rastejo hitreje od incidence
bolezni, medtem ko Stevilne nove terapije prinasajo majhne, postopne izboljsave izida v primerjavi
s standardom zdravljenja.>*' V tem okolju se repozicioniranje zdravil uveljavlja kot racionalna
dopolnitev klasi¢nega razvoja: presko¢i del predklini¢nega in zgodnjega klini¢nega tveganja, skrajsa
¢as do trga ter zmanj$a stroske, hkrati pa ohranja regulativne standarde kakovosti, varnosti in
ucinkovitosti.”

Agregirani podatki dosledno kazejo, da povprecni stro$ek razvoja novega zdravila znasa priblizno
2,5 milijarde EUR ob ¢asovnici 10-15 let, medtem ko repozicioniranje praviloma zahteva 300
milijonov do 1,5 milijarde EUR in 3-12 let.”?! Klini¢ne faze, ki predstavljajo najve¢ji del stroskov
(okvirno 44-66 %), so klju¢ni vir prihrankov, saj repozicioniranje pogosto omogoc¢a preskok faz I/11;
posledi¢no je verjetnost regulatorne odobritve visja (=30 % proti ~8—12 % pri novih entitetah), ker so

varnostni profili Zze dobro poznani.*'**

Tudi regulatorni vidik dodatno podpira izvedljivost taksnih projektov. Za repozicionirane indikacije
so na voljo pospesene oziroma sorazmerno manj zahtevne poti, kar skrajsa ¢as do trga, ¢eprav zahteve
glede dokazov u¢inkovitosti ostajajo nespremenjene.” Trzni potencial repozicioniranih zdravil je sicer
praviloma nizji kot pri novih entitetah zaradi konkuren¢nega okolja in omejene ekskluzivnosti, vendar
je poslovni primer lahko zelo prepricljiv v indikacijah z neizpolnjenimi terapevtskimi potrebami.®’

Osrednje omejitve pristopa izvirajo iz intelektualne lastnine in financiranja poznih klini¢nih
faz. Ker repozicionirane molekule pogosto ne omogocajo robustnih patentov na sestavo snovi
(angl. composition-of-matter), se podjetja opirajo na patente uporabe in podatkovno/zakonsko
ekskluzivnost, kar zmanj$uje izklju¢itveno mo¢ pravic intelektualne lastnine in stopnjo zas¢ite pred
konkurenco, posledi¢no pa zavira zasebne investicije.”** Zato pridobivajo pomen partnerstva med
industrijo, akademijo in neprofitnimi akterji ter alternativni finan¢ni modeli (patentni skladi, odprte
licence), usmerjeni v sofinanciranje faz IT/1I1.5%%-33

Metodolosko integracija bioinformacijskih orodij, od racunalniSkega presejanja in molekulskega
sidranja do metod umetne inteligence, pospesuje identifikacijo kandidatov in oblikovanje hipotez za
poznejso eksperimentalno verifikacijo. V kombinaciji s sodobnimi dostavnimi tehnologijami lahko tak
pristop izboljsa terapevtski indeks repozicioniranih terapij in zmanjsa toksi¢nost, vendar ne odpravlja
potrebe po strogem, fazno ustreznem klini¢nem preverjanju.”?** Pri interpretaciji ekonomskih
rezultatov je smiselna previdnost, saj so ocene obcutljive na predpostavke o diskontiranju, izidnih
merah, cenovni regulaciji in povradilih ter na dinamiko konkurence; dodatno negotovost vnasajo
omejitve IP in potencialna off-label uporaba generikov.>¢

Sklepno je repozicioniranje v povpre¢ju stroskovno udinkovitejSe in casovno hitrej$e od
konvencionalnega razvoja, z vi$jo verjetnostjo uspeha in nizjim zgodnje-klini¢nim tveganjem. Kljub
nizjemu povpreénemu trznemu potencialu in izzivom intelektualne lastnine ostaja repozicioniranje
stratesko pomemben instrument za izboljSanje dostopnosti onkoloskih terapij, zlasti tam, kjer so
potrebe bolnikov izrazito neizpolnjene. Za realizacijo potenciala v praksi so smiselni: (i) spodbujevalni
mehanizmi za pozne klini¢ne faze, (ii) standardizacija ekonomskih metodologij za primerljivost med
trgi ter (iii) sistemska spodbuda odprtih inovacij in dostopa do “neuspelih” molekul. Taksen sklop
ukrepov na presecis¢u ekonomike zdravja, regulatorike in bioinformatike predstavlja pragmati¢no pot
do hitrejsih in Sir$e dostopnih terapevtskih resitev.>73

Interdisciplinarna zasnova in prenos znanja: reproducibilen model za prihodnje
raziskave

Raziskava ponazarja sodoben interdisciplinarni pristop, ki presega okvire posameznih ved. Integracija
molekularne biologije, bioinformatike, farmakologije in farmakoekonomike je omogo¢ila oblikovanje
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celostnega modela, ki HER2-pozitiven rak dojk obravnava kot bioloski, farmacevtski, ra¢unalniski in
zdravstveno-ekonomski izziv.

Posebnost projekta je lastna iniciativnost raziskovalcev (angl. investigator—initiated), neodvisna od
formalnih razpisnih mehanizmov, kar poudarja znanstveno motivacijo in druzbeno relevantnost teme.
Poleg znanstvenih rezultatov je imel projeke izrazit izobrazevalni ué¢inek: vklju¢il in opolnomodil je
mlajse raziskovalce, okrepil mentorski prenos znanja ter spodbujal zgodnje vstopanje v raziskovalno
delo. Predlagani interdisciplinarni okvir predstavlja reproducibilen model za prihodnje Studije in ¢ez-
sektorsko sodelovanje, usmerjeno v translacijo rezultatov v klini¢no prakso in $ir$i druzbeni ué¢inek.
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