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Souhrn

Vetchy O. Vyroba biologickych Iécivych pfipravkd:
proces, hodnoceni, divergence a prikaz konzistence
kvality pfipravku Humira. Farmakoterapie 2016;

U biologickych lécivych pfipravkl je obtizné zjistit pres-
nou strukturu monoklondlnich protilatek, které jsou jakozto
produkt Zivych organismd pfirozené proménlivé. Pro pre-
vaznou vétsinu biologickych 1€k je k dispozici velmi malo
poznatkl tykajicich se kvality vyroby, ojedinélé dostupné
Udaje pfitom svédci o pomérné Siroké variabilité. Nedavno
publikovana studie hodnotici sérii kvalitativnich vlastnosti
Humiry svéd¢i o konzistentnim a pfisné kontrolovaném vy-
robnim profilu v pribéhu vice nez deseti let vyroby.
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Summary

Vetchy O. Production of biological medicinal
products: the process, evaluation, divergence and
consistency proof for Humira. Farmakoterapie

Biological medicinal products (biologicals) make it
difficult to find out about the exact structure of monoclonal
antibodies that are products of living organisms and
therefore naturally variable. Rather limited knowledge is
available for the vast majority of biologicals regarding the
quality of their production, though sporadically available
data indicate a rather broad range of variability. A recently
published study that evaluated a series of qualitative
properties of Humira revealed a consistent and rigorously
controlled manufacturing profile over more than a decade
of production.
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Proces vyroby biologickych lécivych
pripravk(

Proces vyroby biologickych lécivych pripravkd (BLP) za-
¢ind vyjmutim zamrazené bunécné kultury, ptvodné vyvi-
nuté pro produkci dané biologické lécivé latky (BLL), z bu-
nécné banky. Jedna se o stejnou bunécnou kulturu, kterd
produkovala BLL pro klinické hodnoceni pozadované pro
registracni fizeni. Jen diky tomuto pfistupu je mozné v ko-
necné fazi ziskat z biologického materidlu produkt, ktery
mé zadané kvalitativni parametry. Uvadi se, Ze farmaceutic-
ké firmy mivaji zamrazenych tolik pdvodnich kultur, aby
jejich mnozstvi vystacilo priblizné na padesat let vyroby.'
Z bezpecnostnich dlvodu jsou tyto plvodni kultury usklad-
néné alespori na dvou mistech v rlznych ¢astech svéta.
PFedpokIédé se, ie za padesét let jiZ budou vyvinuty nové,
dostatecne. Vlastni vyrobm proces |ze rozdélit na dve faze.
V prvni fazi dochdzi k mnoZeni kultury, zvétSovani jejiho
objemu a produkci BLL, tzv. upstream. Druha faze, tzv.
downstream, pak spociva v oddéleni, ¢isténi a koncentro-
vani BLL az do konecné podoby BLP. ProtoZe vétSina BLP je
ur¢ena k parenteralni aplikaci a jedinou moznou steriliza¢ni
metodou je aseptické filtrace pracuje se se sterilnim mate-

Upstream — mnozeni ptvodni kultury,
zvétsovani jejiho objemu a produkce BLL

K vyrobé jedné Sarze BLP je vétSinou potfeba rozmrazit
dvé ampule pavodni bunécné kultury (obrazek 1A). Bé-
hem roku se tak pro vyrobu spotfebuje nékolik desitek
téchto ampuli s pdvodni bunécnou kulturou.! PGvodni bu-
nécna kultura se nejdfive kultivuje v miskdch (obrazek 1B),
dokud se nevytvori souvisla vrstva bunék. Nasledné se témi-
to burtkami naockuji bariky umisténé na tfepacim zafizeni,
kde se dale zmnozi a objem bunécné kultury se zvétsi
(obrazek 1C). NamnoZenou kulturou se poté naockuje
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I obrazek 1 Upstream (Blizsi vysvétleni v textu)

O3

maly, péti- aZ desetilitrovy bioreaktor (obrazek 1D). Zde se
bunéc¢nd kultura mnoZi, dfive nez je prevedena do konec-
ného velkého vyrobniho bioreaktoru (obrazek 1E). Ve vy-
robnim bioreaktoru dochdazi k nardstu bunék do maximalni
hustoty s maximalni produkci BLL.

Downstream — oddéleni, ¢isténi
a koncentrovani BLL

Po dosazeni maximalni koncentrace BLL nasleduje jejf
primarni zachyceni. Od BLL, ktera je rozpusténa ve vodném
médiu, se centrifugaci a filtraci oddéluji nerozpusténé ¢as-
tice, jako je naprl. bunécna kultura. Poté se médium Ccisti
a BLL se koncentruje. Pro odstranéni zbytk aminokyselin,
anorganickych solf, vitamind, glukdzy a dal3ich organickych
latek, doplrikl pro rlst bunék, jako je hovézi sérum a pro-
teiny, celych bunék, jejich ¢asti i bunécnych proteint, nuk-
leovych kyselin, tukl, endotoxinG, virG a dalsich latek
z média se pouziva fada chromatografickych a filtra¢nich
technik. Proces cisténi a koncentrovani BLL musi odstranit
viechny znedistujici latky a zabranit vstupu znecistujicich
latek. Musi zajistit, Ze BLL bude ve spravné konformacni
struktufe, nebude poskozena, bude ve spravném roztoku
a spravné koncentraci k uchovdvani a podavani injekci.
K dosazeni uvedeného cile se vyuZzivd zména pH, teploty
a michani média. Vétsinou je snaha dosahnout 95% cistoty
BLL o koncentraci 1-10 g v jednom litru média.’

Specifickou a velice kritickou ¢asti této faze je provede-
ni technologické operace k inaktivaci nebo oddélenf vird.
Viry mohou byt pfitomny v savcich kulturdch, protoze tyto
kultury typicky vyzaduji hodné Zivin a tim vytvareji vhodné
podminky pro existenci virll, samotny geneticky modifiko-
vany organismus muze skryvat endogenni retroviry, a také
procedury zkousejici vstupni buriky a material nemusi viry
odhalit vzhledem k detekénim limitm. Proto je tato cast
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regula¢ni instituci povinné vyZadovana. Inaktivace vird se
provadi snizenim pH, které je viak nepfiznivé pro proteino-
vou strukturu pfitomné BLL." Postup, jak provést inaktivaci
vird a zdroveri vyznamné neposkodit pritomnou BLL, si
kazda farmaceuticka firma drzi v tajnosti.

Vyrobni proces je ukoncen pfidanim dalsich pomoc-
nych latek a stabilizatord a pInénim do konecnych vialek.
Pro stabilizaci je vétSinou vyzadovédna lyofilizace. Jak jiz
bylo fe¢eno, BLP obecné nemdze byt sterilizovan ve final-
ni Iékové formé, a proto jedinou moznou cestou je asep-
ticka filtrace.

Hodnoceni biologickych IéCivych
Horavke

Postup hodnoceni BLP je zaloZen na tom, Ze v soucasné
dobé neni mozné do detailu zjistit strukturu ziskanych slo-
Zitych molekul typu monoklonalnich protilatek podobné,
jako je tomu u jednoduchych chemickych molekul. Proto se
analyza ziskané BLL provadi souborem testd zaloZenych
na c¢aste¢né analyze struktury BLL a na analyze jejich fyzi-
kalné-chemickych vlastnosti. Myslenka analyzy vychazi
z toho, Ze pouziji-li se nejcitlivéjsi analytické pfistroje pro
charakterizaci BLL v rdmci predepsaného souboru testd
a ziskaji-li se data, kterd budou leZet v povoleném rozptylu,
je mozné konstatovat, Ze BLP obsahuje ocekdvanou BLL.
V ramci analyzy struktury se zjistuji sekvence a sloZeni
aminokyselin, koncova aminokyselinova sekvence, peptido-
vd mapa po rozlozeni specifickymi enzymy, posttranslacni
modifikace, thiolové skupiny a disulfidické mustky, struk-
tura navazanych sacharidd a daldi. Analyza fyzikalné-che-
mickych vlastnosti zjistuje ndboj molekuly, jeji velikost
a molekulovou hmotnost, molarni absorp¢ni koeficient,
spektrofotometricky profil (UV, NMR), analyzuji se vzorky
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(Podle 2) vyznamna je analyza izoforem lisicich se rozdilnymi post-
transla¢nimi modifikacemi ¢i alternativnim splicingem
(sestrihem).

M Divergence (rozd:lnost) biologickych

7 v
-------------------------------

Nahla odchylka (shift) . ; o
Po uvedeni BLP na trh je vyrobce ¢asto nucen provadét

zmény ve vyrobnim procesu, jako napfiklad prevést vyrobu
) o na vétsi vyrobni zafizeni z kapacitnich divodd, zménit do-
(simulované udaje)

------------------------------- davatele surovin, upravit pouZitou technologii podle ak-
tudlnich modernich poznatkl a podobné. V kombinaci
s pfirozenou proménlivosti BLL jakoZto produktu Zivého
organismu dojde ¢asem ke zméné v kvalité daného BLP?
° Tato zména se projevi jako ocCekdvand odchylka rozptylu
ziskanych dat po analyze vyrobeného BLP, tzv. evoluce,
° nebo jako neplanovand, nevysvétlitelna odchylka, tzv. drift.

|. I - Drift mze vykazovat systematicky trend v jednom sméru
Lepsi kontrola kvality, nebo nahly posun v kvalité BLP (obrazek 2). Pficinu

. oo odchylek v kvalité se bud podafi zjistit a odstranit, jak je

o0 o * °* . zobrazeno ve spodnf ¢asti obrazku 2, kdy byla odstranéna

° 4 ¢ pficina zvySeného vyskytu necistot, nebo se pficina nezjisti.
Pak je vyrobce povinen podle pokynd zhodnotit, zda zmé-
na v kvalité nema vyznamny vliv na bezpe¢nost a ucinnost
Rada vyrobnich Sarzi BLP* Po prokazani nevyznamného vlivu na bezpecnost

I obrazek 2 Drift (Blizsi vysvétleni v textu) po elektroforéze a po kapalinové chromatografii. Zvlast

Kumulativni odchylka (trend)

Uroven necistot

I obrazek 3 Divergence (Blizsi vysvétleni v textu) (Podle 2)

Rozdilnost

|  AUIDULly Kvality |

Cas (od schvaleni)
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a ucinnost mize vyrobce produkovat dalsi sarze s danou
zménou v kvalité.

| kdyZ se BLP se zménou kvality vyznamné nelisi z hle-
diska bezpecnosti a Ucinnosti od BLP beze zmény kvality,
pavodné biosimilarni produkt uz nemusi byt k BLP se zmé-
nou kvality biosimilarni, protoZe biosimilarita byla zkouma-
na v dobé registrace biosimilarniho pfipravku.? VV dasledku
driftu a evoluce se tak po ur¢ité dobé nakonec stane to, Ze
ptvodné biosimilarni pfipravky jiz nebudou biosimilarni.
Tento jev je zobrazen na obrazku 3 a nazyva se divergence
(rozdilnost) biologickych Iécivych pripravka.?

Divergence z hlediska ucinnosti zpUsobi rozdil v opti-
malnim davkovani pro konkrétniho pacienta. Oba schvale-
né pripravky budou stale ucinné, zaménovani mezi nimi
vsak muze zpUsobit naruseni davkovani. Z hlediska bezpe¢-
nosti bude jeden pfipravek pro daného pacienta méné
imunogenni nebo mUzZe byt Iépe snasen nez druhy a hrozi
negativni disledky pro pacienta pfechodem na hlre snase-
ny nebo vice imunogenni produkt. Velmi obtizné zhodnoti-
telnd je pak divergence u extrapolovanych indikaci vzhle-
dem k nedostatku klinickych dat.

Prikaz konzistence kvality
#oravky Humi

Vedle z jedné strany diskutované biosimilarity pdvodné
biosimildrnich pfipravkd je z druhé strany poukazovano

na fadu zmén provedenych u originalnich BLP po jejich
uvedeni na trh a na otdzku posunu v ucinnosti a bezpec-
nosti téchto BLP po provedenych zménach. Vyrobci origi-
nalnich BLP jsou si toho védomi a ve védecké literatufe se
zacinaji objevovat studie zabyvajici se posouzenim kvality
pavodnich BLP po provedenych zménach béhem jejich
existence na trhu, jako je tomu v publikované studii posu-
zujici kvalitu pripravku Humira.?

PFipravek Humira s ucinnou latkou adalimumabem byl
v Evropské unii registrovdn v roce 2003. Od té doby se
zvySovala jeho spotreba, z ¢ehoz vyplynula potfeba zvétSeni
objemu produkce a vzniku novych vyrobnich mist. S tim
souvisela cela fada provedenych zmén ve vyrobnim procesu.®
Zminéna publikovana studie® hodnoti strukturaini viastnos-
ti, Ucinnost a stabilitu 544 vyrobenych SarZi Humiry v prd-
béhu 12 let vyroby a zvétSovani objemu jeho produkce.

K hodnoceni konzistence vyrobnich procest se nejcas-
t&ji vyuZivaji elektricky naboj molekuly a glykosylace, nebot
jsou citlivé na zmény ve vyrobnim procesu. Zmény naboje
mohou mit dopad na vazebnou afinitu protildtky, tvorbu
agregatd, plazmaticky polocas nebo stabilitu b&hem skla-
dovani.” Glykosylace ma vliv na vazbu protilatky na Fc re-
ceptory, ¢imz ovliviiuje také jeji clearance, cytotoxicitu za-
vislou na protildtkdch i na komplementu a plazmaticky
polocas.” "0

Ve studii se homogenita 3arZi z hlediska elektrického
naboje hodnotila slabou katexovou vysokoucinnou kapali-

I obrazek 4 Hodnocenf lysinovych izoforem pripravku Humira (Blizsi vysvétleni v textu) (Podle 5)
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I obrazek 5 Hodnoceni glykosylace pfipravku Humira (Blizsi vysvétleni v textu) (Podle 5)
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Rok vyroby lécivé latky

novou chromatografii (WCX-HPLC), kterd byla schopna
oddélit izoformy lysinu. Profil lysinovych izoforem pfipravku
Humira v pribéhu 12 let na trhu je zndzornén na obraz-
kku 4, kde KO-K2 znamend pocet kyselych, C-termindlnich
izoforem lysinu (obrazek 4A a 4D). Z obrazku je patrna
minimalni variabilita, coz doklada, Ze ani v souvislosti se
zvy3ovanim objemu produkce (obrazek 4B), ani postupné
béhem 12 let vyroby adalimumabu (obrazek 4C) nedoslo
z tohoto hlediska k Zadnym podstatnym zménam.

Hodnocena byla také homogenita riznych 3arzi pfi-
pravku Humira z hlediska druhu a vyskytu jednotlivych
oligosacharidli, v tomto pfipadé pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s normaini fazi (NP-HPLC).
Z obrazku 5A a 5D je patrné, Ze relativni mnoZzstvi agalak-
tosylovanych fukosylovanych oligosacharid (GOF), fukosy-
lovanych oligosacharidt obsahujicich galaktézu (G1F, G2F)
i glykan s vysokym obsahem mandzy (M5, M6) zUstalo
béhem zvysovéani objemu produkce (obrazek 5B) i v case
(obrazek 5C) konzistentni. Pfitomnost glykand s vysokym
obsahem mandzy v Fc oblasti monoklondlnich protildtek
stimuluje jejich clearance, a je proto povazovédna za ddlezi-
ty atribut kvality produktu.®

Vedle analyzy strukturdlnich vlastnosti adalimumabu
byla posuzovdna také jeho schopnost vazat TNF> K tomu
byla vyuZita metoda anti-TNF ELISA s rekombinantnim lid-
skym TNF. Konzistence z hlediska vazby ligandu a afinity
pro solubilni TNF se promita do funkéni schopnosti protilat-
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ky branit cytotoxicité indukované TNF. Schopnost vazby
TNF se béhem celého sledovaného obdobi pohybovala
v rozmezi 7 % v porovnani se zavedenym referencnim
standardem. Vazebnd kapacita Humiry pro TNF s pramér-
nou disociacni konstantou 7,66 x 10-'" M byla konzistentni
v Case (obrazek 6A) i béhem zvySovani objemu produkce
(obrazek 6B).

Zjistovéna byla rovnéz stabilita Humiry v podminkach
normalniho skladovani (pfi 5 °C) a v podminkach zrychle-
ného testovani (25 °C) prostrednictvim zmén mnozstvi lysi-
novych variant. U vzorkd skladovanych po dobu 24 mésicl
pfi teploté 5 °C byla prokdzdana stabilita z hlediska mnoZzstvi
lysinovych variant (obrazek 6C); pfi vy3si teploté byla po-
zorovana akcelerace zmén vzniklych v souvislosti se sklado-
vanim (pokles mnoZstvi lysinovych variant, obrazek 6D),
které pfitom byly konzistentni pro vsechny hodnocené
vzorky.

Z4ve

V soucasné dobé neni mozné detailné zjistit strukturu
slozitych  monoklondlnich protildtek, které jsou jakozto
produkt Zivych organism0 pfirozené proménlivé, coz vyvo-
lava fadu otdzek tykajicich se kvality a podobnosti BLP ob-
sahujiciho tyto velké molekuly. Pro prevaznou vétsinu bio-
logickych 1€kl je k dispozici velmi malo poznatkd tykajicich
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I obrazek 6 Hodnoceni vazebné schopnosti a stability pripravku Humira (Blizsi vysvétleni v textu) (Podle 5)
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Skladovani pfi 5 °C (mésice)

se kvality vyroby, ojedinélé dostupné Udaje pfitom svédci
0 pomérné 3Siroké variabilité. Vysledky uvedené studie hod-
notici sérii kvalitativnich vlastnosti Humiry svédc¢i o konzis-
tentnim a pfisné kontrolovaném vyrobnim profilu v pribé-
hu vice neZ deseti let vyroby, b&hem zvySovani objemu jeji
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