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[.eki biopodobne

Badania przedkliniczne in vitro

STRESZCZENIE | Szacuje sie,

ze do 2015 r. Swiatowy rynek lekow
biologicznych osiagnie warto$¢ blisko
170 mld dolaréw. Biorac pod uwage fakt,
ze terapie oparte na lekach biologicznych
sa zwykle bardzo kosztowne, na $wiecie
rosnie zainteresowanie ich potencjalnie
tanszymi odpowiednikami, tzw. lekami
biopodobnymi. Zainteresowanie

to stymulowane jest zaréwno przez
potencjalnych producentéw lekow
biopodobnych, jak i przez rzady

panstw, w szczegdlnosci USA,

ktorych strategicznym celem jest
obnizenie kosztow terapii. W artykule
przedstawiono zarys wymagan

agencji regulacyjnych w zakresie

badan poréwnawczych in vitro lekow
biopodobnych na etapie przedklinicznym.
SLOWA KLUCZOWE |

leki biopodobne, badania

przedkliniczne, farmakodynamika

SUMMARY | It is estimated that

by 2015 the world biological drugs
market will be worth nearly $ 170 bn.
For the reason that a therapy based

on biological drugs is usually high-priced,
an increasing attention is being paid

to the potentially cheaper equivalent
versions of biological drugs, so called
biosimilars. This increasing interest

is inspired both by the prospective
biosimilar medicinal products drug
makers, as well as by the governments,
particularly the US administration,
whose strategic goal is to decrease the
cost of such treatment. In this paper

a regulatory view on comparative studies
of biosimilar medicinal products at the
preclinical in vitro phase is presented.
KEY WORDS | biosimilars, preclinical
studies, pharmacodynamics
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eki biologiczne (biofarmaceutyki)

definiuje si¢ jako farmaceutyki wy-

produkowane metodami biotech-
nologicznymi z wykorzystaniem zywych
organizméw lub ich aktywnych skladni-
kéw (w tym sekwencji biatek/gendw).
Zgodnie z wyzej wymieniong defi-
nicja w sktad lekéw biologicznych
wchodza: przeciwciata monoklo-
nalne, bialka rekombinowane, szcze-
plonki oraz produkty pochodzenia
komérkowego (skladniki osocza/suro-
wicy, hodowle komorkowe lub tkankowe).
Leki biologiczne pod wieloma wzgledami
zdecydowanie ro6znig sie od standardo-
wych lekéw pochodzenia chemicznego.
Podstawowa réznicy jest rozmiar. Czg-
steczki lekéw biologicznych s3 zdecydo-
wanie wigksze niz czasteczki chemiczne,
a co za tym idzie - charakteryzuja sie
ztozong strukturg oraz réznorodnoscig
(heterogenno$¢). Dodatkowo, ze wzgledu
na ztozong strukture tréjwymiarowa, leki
biologiczne najcze$ciej podawane s3 do-
zylnie, podczas gdy leki matoczasteczko-
we - w postaci form doustnych.

Charakterystyczng grupa lekéw bio-

logicznych s3 leki biopodobne, zwane
takze biogenerykami. Wedtug wytycz-
nych Europejskiej Agencji Lekow (EMA)
leki biopodobne to leki biologicznie
podobne do leku juz zarejestrowanego
1 dopuszczonego do obrotu. Produkty
biopodobne, nalezace do lekéw biolo-
gicznych, podlegaja innym regulacjom
niz leki oparte na syntezie chemicznej,
z uwagi na ztozono$¢ ich struktury i pro-
dukeje w zywych komérkach. Podczas
gdy substancja czynna tradycyjnych lekéw
generycznych stanowi dokladng kopie
substancji czynnej lekéw oryginalnych
(jest to po prostu ta sama czasteczka),
w przypadku lekéw biopodobnych ich
heterogeniczno$¢ oraz proces produkeji
wykluczaja sprecyzowanie jednoznacz-
nych kryteriéw identycznoéci. Dlatego tez

badania przedkliniczne lekéw biopodob-
nych s3 niezbedne, ale niewystarczajace
do udowodnienia podobienstwa leku
badanego oraz referencyjnego.

Tak jak w przypadku kazdego nowego
leku pochodzenia chemicznego (i niektd-
rych generycznych), testy przedkliniczne
dla produktéw biopodobnych sa réwniez
wymagane w procesie rejestracji biofar-
maceutykéw, przed przeprowadzeniem
badan klinicznych. Szeroko dyskutowa-
ny, zarébwno w UE, jak 1 USA, jest zakres
badan klinicznych niezbednych do pro-
cesu rejestracji biogeneryku. Przyjeto,
ze wszystkie badania 1 testy, zwigzane
z procesem rozwoju 1 wprowadzenia
nowych lekéw biopodobnych, musza
wykaza¢ podobiefistwo w zakresie ja-
kosci, bezpieczenstwa 1 skutecznosci
do zarejestrowanego referencyjnego leku
biopodobnego. Badania te s3 badaniami
czysto poréwnawczymi i przeprowadza sig
je w celu wykrycia réznic w odpowiedzi
pomiedzy podobnymi produktami biolo-
gicznymi a ich referencyjnymi odpowied-
nikami, a nie ich aktywnosci jako takiej
(bezwzglednych wartosci okreslanych pa-
rametrdw). Zakres analizy zalezy od rodza-
ju testowanych produktéw medycznych
1 jest zaplanowany w oparciu o znajo-
mo$¢ ich charakterystyki i aktywnosci.
Wybrane testy moga catkowicie r6zni¢ sie
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w przypadku
rekombinowa-
nej insuliny ludzkiej, ludz-
kiego hormonu wzrostu, czynnikéw
krzepnigcia, czynnikdéw wzrostu, erytro-
poetyn czy wreszcie najbardziej obiecu-
jacych w perspektywie kilku najblizszych
lat preparatéw opartych na przeciwciatach
monoklonalnych.

Podstawowe pordwnawcze badania
przedkliniczne lekéw biopodobnych
mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy,
tj. analize struktury lekéw badanego 1 re-
ferencyjnego metodami z zakresu bioche-
mii analitycznej oraz analize aktywnosci
obu preparatéw przy zastosowaniu badan
farmakodynamicznych z zakresu biologii
molekularnej 1 komo6rkowe;.

Celem pierwszej grupy badan, tj. ba-
dan opartych na metodach bioche-
mii analitycznej, jest poroéwnanie leku
biopodobnego z lekiem referencyjnym
na poziomie identyfikacji, struktury oraz
whasciwosci fizykochemicznych. Po raz
kolejny nalezy podkresli¢, ze z uwagi
na stopien skomplikowania struktural-
nego lekéw biologicznych, w poréwna-
niu z lekami matoczasteczkowymi, lek
biopodobny oraz referencyjny nigdy nie
beda identyczne. Dopuszczalne sa np.
niewielkie réznice strukturalne, jednak
musza by¢ one doktadnie przebadane.
Stad zakres testow analitycznych jest zwy-
kle duzo szerszy niz w przypadku lekow
matoczasteczkowych. W badaniach lekéw
biopodobnych nalezy uzywa¢ najnowo-
cze$niejszych obecnie dostepnych me-
tod analitycznych, zaréwno dla samego

produktu, jak 1 dla substancji aktywnej,
w celu wykazania podobienistw do pro-
duktu referencyjnego. Chociaz dobor
testow moze sie r6zni¢ w zalezno$ci
od badanej substancji czy produktu,
zwykle oprocz standardowych testéw,
takich jak np.: wyglad, rozpuszczalnosé,
zawarto$¢, osmolarno$é, testy czystosci
mikrobiologicznej, duza grupe testow sta-
nowig badania czystosci i struktury, takie
jak: badanie rozkladu masowego za po-
mocy technik saczenia molekularnego,
elektroforeza 2D, izoogniskowanie,
dichroizm kotowy, mapowanie
peptydowe technikami HPLC
oraz LC/MS, sekwencjonowanie
N-terminalne oraz C-terminalne,
wreszcie badanie struktury technikami
dyfrakeji rentgenowskiej czy magnetycz-
nego rezonansu jadrowego. Na etapie
badawczo-rozwojowym projektu nie jest
konieczna walidacja metod analitycznych,
jednak przed pierwszym badaniem kli-
nicznym produktu wszystkie metody
powinny by¢ zwalidowane.

Podsumowujac, poréwnanie whasciwo-
$ci fizykochemicznych dla leku biopo-
dobnego oraz referencyjnego ma na celu
zbadanie sktadu, whasciwosci fizycznych,
struktury pierwszorzedowej oraz struk-
tur wyzszych rzedéw substancji czynnej
produktu, a takze badan zanieczyszczen.
Profil zanieczyszczeti produktu gotowe-
g0 musi zosta¢ oceniony w kategoriach
jakosciowych, jak réwniez ilo$ciowych.
Nalezy takze przeprowadzi¢ badania
degradacyjne, ktére pomoga w uzyska-
niu kompletnych informacji, a takze
identyfikacji zanieczyszczefi produktu
biopodobnego.

Druga, o wiele bardziej obszerna 1 zto-
zona grupe testow stanowia badania
aktywnosci biologicznej poréwnywa-
nych preparatow technikami biologii
molekularnej i komoérkowej. Zadaniem
farmakodynamiki jako dziatu farmakolo-
gil jest okreslenie mechanizmu dziatania
leku na poziomie molekularnym oraz
zbadanie jego efektéw fizjologicznych
1 biochemicznych na organizm. Badania
farmakodynamiczne odpowiadaja wiec
na pytanie, w jaki sposob badany lek wy-
wiera efekt farmakologiczny. W zaleznosci
od struktury oraz aktywnosci fizjologicz-
nej badanego leku biopodobnego badania
farmakodynamiczne mogg wykorzystywaé
rozne techniki oraz podejécia badawcze.
Dobér odpowiedniego panelu farmako-
dynamicznych badan przedklinicznych

in vitro wymaga wnikliwej analizy oraz
doktadnego zrozumienia mechanizmu
dziatania badanego leku biopodobnego
w uktadach komoérkowych. Metoda-
mi naukowymi najczeiciej uzywanymi
w badaniach farmakodynamicznych
biogenerykoéw sa: testy wiazania radio-
ligandu okreslajace wigzanie leku bada-
nego 1 referencyjnego przez receptory
btonowe, regulacja aktywnosci kluczo-
wych enzyméw szlakéw metabolicznych
oraz regulatorowych, poréwnawcza ana-
liza przekazu sygnalu poprzez badanie
produkeji wtérnych przekaznikéw oraz
fosforylacje kluczowych biatek (auto-
fosforylacja receptoréw czy fosforylacja
kinaz 1 czynnikéw transkrypcyjnych)
czy tez badanie zmian ekspresji biatek.
Zdecydowana wigkszo$¢ wymienionych
testow zaliczana jest czesto do tzw. funk-
cjonalnych testow komorkowych 1 prze-
prowadzana jest na odpowiednio dobra-
nych modelach komérkowych. Co wiecej,
metody 1 techniki badawcze z zakresu
wspOlczesnej genomiki i proteomiki, jak
tancuchowa reakcja polimerazy w czasie
rzeczywistym oraz mikromacierze, moga
takze by¢ bardzo przydatne w wykrywa-
niu niewielkich réznic w biologicznej
odpowiedzi komérek na poréwnywane
biologiczne substancje aktywne. Ponadto,
zgodnie z dyrektywami EMA, powyzsze
badania powinny by¢ zgodne z wymaga-
niami 1 wytycznymi dotyczacymi testdw
biologicznych zawartymi w Farmakopei
Europejskiej.

Nalezy podkresli¢, iz poréwnawcze
badania przedkliniczne lekéw biopo-
dobnych maja ogromne znaczenie, gdyz
decyduja niejednokrotnie o ramach
1 zakresie badai klinicznych. Im blizsze
sa podobienstwo strukturalne, profile
farmakodynamiczny (PD) czy wyzna-
czany w fazie badan iz vivo profil far-
makokinetyczny (PK) biogeneryku oraz
leku referencyjnego w badaniach przed-
klinicznych, tym bardziej skrécony jest
program badan klinicznych.

Badania kliniczne leku biopodobnego
leza poza obszarem tematycznym niniej-
szego artykutu, trzeba jednak podkresli¢
znaczenie testéw immunogennosci (badan
reakcji uktadu immunologicznego pacjen-
téw na podanie leku biopodobnego), ana-
lizy zanieczyszczen wynikajacych z procesu
produkgji (zawartos¢ obeych biatek i DNA)
oraz konieczno$¢ Scistego monitorowania
powyzszych badaft w ramach programu
czujnoéci farmakologiczne;j. d
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