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1. Bevezetés

A bioldgiai gyogyszerek, vagy mas néven bioterapids készitmények napjainkban egyre
nagyobb teret hoditanak a gyodgyszerpiacon. Ezek a készitmények a rekombinans fehérjék
széles skalajat olelik fel, mint a kiilonb6z6 hormonok, vérkészitmények, ndvekedési faktorok,
antitest alapu termékek, fuzios proteinek vagy rekombinans oltéanyagok. Ezt jol szemlélteti,
hogy az elmult 10 évben a bioldgiai gydgyszerek piaca megkétszerezodott.

Az elsO rekombinans fehérjealapu gyogyszer az Eli Lilly nevii vallalat inzulinja volt, amit
a Genentech fejlesztett ki, és a ’80-as években vezetett be a piacra. Ezt par év elteltével
kiilonb6z6 betegségekre kifejlesztett bioterapids készitmények tucatjai kovették. Azonban
szamos olyan rekombinéns fehérjealapu gydgyszer van jelenleg a piacon, melyek szabadalmai
napjainkban lejarnak, megnyitva ezzel a lehetdséget a konkurens cégek szamdra, hogy azok is
kifejlessz€k a sajat valtozataikat, amelyeket biohasonlonak, vagy mas néven bioszimildrisnak
hivunk. Az &ltaldnosan elfogadott nevezéktan szerint bioszimilarisnak nevezziik azokat az
utolag kifejlesztett bioterapids készitményeket, amelyek nagymértékben hasonloak az
innovéator termékhez, de nem teljesen azonosak vele. Ezek a kiilonbségek abbol adodnak, hogy
gyartasuk sordn az eredetitdl kiilonb6zd sejtvonalakat, illetve eltérd gyartasi és tisztitdsi
technoldgidkat hasznalnak. Fejlesztésiik soran a kovetkezd megfontolasokat kell szem eldtt
tartani: (1) hasonldsag hitelesitése; (2) az eredeti — innovator — termékkel valo felcserélhetdség;
(3) egyedi nevezéktan a megkiilonboztethetdség jegyében; (4) hatdsdgi szabélyozéasok; (5)
hatosagi irdnyelvek, amelyek segitik a gyartot a termékfejlesztésben; (6) szellemi
tulajdonjogok; végiil, de nem utols6 sorban pedig (7) a biztonsag.

A kovetkezd oldalakon szeretném Gsszefoglalni a bioldgiai hasonlosag sajatossagait a
hatosagi irdnyelvek tekintetében. Ezt kovetden az egyik kiemelten fontos mindségi jellemzot,
az N-glikozilaciot fogom targyalni, kiilonds tekintettel annak szabalyozasara és vizsgélatara

vonatkozoan.



2. Célkitiizések

Mivel a kritikus min6éségi attributumok részletes, ortogonalis modszerekkel torténd vizsgalata
sarokpontja a biologiai gyogyszerek gyartasanak, ezért doktori munkam sordn az alabbi célokat
tliztem ki:

(1) Egy hagyomanyos bioterapeutikum (adalimumab) glikomikai analizise, illetve
modszerfejlesztés a pontos kiértékelhetdséghez,

(2) Egy fuzioés fehérje (etanercept) innovator és bioszimilaris verzidjanak kvantitativ
Osszehasonlitasa glikoszimilaritasi szempontbdl,

(3) Az analizisekhez egy ortogonalis mddszer alkalmazasa a gyogyszeriparban leginkabb
elterjedt UPLC helyett

(4) A CGE-LIF mérésekkel elért eredmények nagy mintaszamra torténd adaptalasa

multikapillaris elektroforézis késziilékkel, valamint ehhez egy 1) glikan adatbazis felallitasa



3. Eredmények és megbeszélés

1.1 Az adalimumab mennyiségi értékelése

Az adalimumab APTS-szel jelolt N-kotott glikanjait CGE-LIF segitségével analizaltam. Ezek
koziil 72%-o0s aranyban jelenlévd glikoforma egy mag-fukozilalt biantennaris oligoszacharid
(FA2), amely nem rendelkezik terminalis galakt6zzal. Szintén nagy aranyban talalhatok meg
benne, ugyanezen szénhidratvaz 6-0s (12%), illetve 3-mas (4.5%) pozicioban
monogalaktozilalt formai. Tovabba, a Man5, mint oligomanndz struktura 2.47%-ban van jelen.
Mivel a rheumatoid arthritis (RA) kezelésének hatasmechanizmusaban a CDC és ADCC
effektor funkciok nem vesznek részt, ezért az ezekre hatd struktirdk (galaktozilacid és
fukozilacio) nem képezik részét az analizisnek. Ugyanakkor a Man5 szerkezet szignifikdnsan
befolyasolja a szérumbol valo kiiiriilést, igy ezen struktira mennyiségi analizise kiemelt
fontossagu (CQA). Ezért az adalimumab mintakrél PNG4az F segitségével lehasitott cukrokhoz
egyre novekvo mennyiségben adtam Man5 sztenderdet még az APTS-szel valo jelolés elott.
Annak érdekében, hogy a sztenderddel megndvelt csucsok egymassal dsszevethetdk legyenek,
belsd és bracketing sztenderdeket hasznaltam (DP2, DP3 és DP15) a GU értékek szamitdsahoz.
Ezt a megkdzelitést hasznalva a GU értékek %RSD értéke 0.05% alatt volt, tehat nagy
pontossagot sikeriilt elérnem. A manndz-5 és az A2 komplex glikdnok kozotti megfeleld
felbontas érdekében 50 cm-es effektiv hosszusagu (teljes hossz: 60 cm) kapillarist alkalmaztam.
Az RFU értékeket az elektroferogram legnagyobb, vagyis FA2 cstucsara normalizaltam. Ezek a
normalizacids lépések (mindkét tengelyen) lehetévé teszik a futtatdsok kozotti egyszerii
Osszehasonlitast, illetve a pontos csucsteriiletszamitast az elektroferogramok alapjan timogatva
ezzel a kantitativ CQA kiértékelést.

A Man5-koncentraciok és a megfeleld csucsteriiletek kozotti pontos és reprodukalhato
Osszefiiggés megallapitasa érdekében vizsgaltam az elektrokinetikus injektaldsi paramétereket,
valamint a mintakoncentracio és -térfogat hatasat is. E10szor az injektalési fesziiltséget és 1dot
valtoztattam 1.0 és 3.0 kV, illetve 1.0 és 3.0 s kozott 50 és 100 pliteres (0.5 ng/ul koncentracio)
mintatérfogat kozott. Egy kombindlt injektaldsi paramétert vezettem be, amelyet a
befecskendezési fesziiltség €s az id0 szorzataval hataroztam meg. Erre injektalasi egyiitthatonak
referdlok a koncentracidszamitasi vizsgalat sordn. A csucs alatti teriileteket az injektéalasi
paraméterck fliggvényében abrazolva igen pontos, linearis Osszefliggést talaltam. Annak
érdekében, hogy alacsony ¢és magas koncentraci6é tartomanyban is megfeleléen ki tudjam
értékelni a Man5 csucshoz tartozo teriileteket, a fenti, linedris 0sszefliggés alapjan igyekeztem

egy olyan injektalasi paramétert valasztani, amelyhez kozepes nagysdgu cstcsteriiletek
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tartoznak. Igy a sztenderdek analizaldsaval vizsgalt koncentraciofiiggést a 4-es injektalasi
egytitthatohoz tartozo 2.0 kV 2.0 s-es injektalasi paraméterekkel mellett végeztem.

Emellett a pontos ¢és reprodukalhatd kvantitativ meghatarozas érdekében vizsgaltam,
hogy milyen hatassal van a koncentracié a Man5 csucs alatti teriileteire. A Man5 sztenderdbol
késziilt torzsoldat koncentracioja 0.5 ng/uL volt. Ebbdl HPLC tisztasagu vizzel sorozathigitast
készitettem, amelynek végére 50-szeres higitast értem el, majd 2.0 kV, 2.0 s injektalési
paraméterekkel mértem a  mintdkat. Fontos megjegyezni, hogy ebben a
koncentraciotaromanyban nagyon jo jelintenzitdsokat kaptam alacsonyabb koncentracioknal,
emellett magasabb koncentraciok mellett sem szaturaltak a csiicsok. A minta mennyiségeket és
a csucsteriileteket 0sszevetve exponencialis Osszefliggést kaptam.

A kiilonb6z6é injektalasi paraméterekkel, Man5 koncentraciokkal és valtozo

mintatérfogatokkal kapott eredmények alapjan az adalimumab mintdban 1évé Man5

crer

1.2 Innovator és bioszimilaris etanercept 6sszehasonlitasa N-glikan profiljaik
alapjan

A glikoszimilaritas kiértékelésénél az altalanosan elfogadott +20% toleranciakiiszobot
alkalmaztam. Munkam soran kizéarolag az 1%-nal nagyobb csucsteriilettel rendelkez6 csticsokat
értékeltem ki glikoszimilaritdsi szempontbdl, minden szerkezet estében 6 mérés atlagat vettem
alapul.

Az 1%-nal nagyobb relativ csucsteriilet-kritériumot teljesitd 0sszes di- és monoszialsavas
szerkezet csucsteriilete kisebb volt az innovator termék bioszimilarisaban. A diszialsavas
glikanok kiesnek a 20%-0s os toleranciaablakbol (-30, illetve -35%), ezzel szemben a jelentds
monoszialsavas termékek a hataron beliill (-16 —14%) esnek. Mivel az emlitett termékek
gyulladascsokkentd tulajdonsagainak nem volt MOA jelentdsége, igy az atlagos ~33%-0s
eltérésiik sem jelentett CQA problémat. Hasonloképpen, az afukozilalt semleges glikanok
nagyobb mennyiségben voltak jelen a bioszimilarisban, ezek ugyan joval a tliréshataron kiviil
esnek (+63 és +130%), azonban mivel az ADCC effektor funkcidra van hatasuk, adalimumab
esetén ennek nincs relevancidja, mert nem része a hatdsmechanizmusnak. Mindkét
elektroferogramon a legnagyobb cstcs egy mag-fukozilalt biantennaris glikan (FA2), mely az
innovator termékben, tobb mint 36%-kal nagyobb mértékben van jelen a bioszimildrishoz
képest. Az emlitett szerkezet CDC modulatori szereppel bir, amely a fentiekhez hasonléan nem

képezi részét a hatdsmddnak, azaz nem tekinthetd glikoszimilaritdsi kritériumnak. A



bioszimilaris esetében megfigyelheté az erdsen galaktozilalt cukorszerkezetek erdteljesebb
jelenléte (+130 és +124%), azonban glikoszimilaritas szempontjabol ezeknek sincs jelentsége.
Erdekes médon ezzel szemben a monogalaktozillalt glikianok nagyon hasonld aranyban vannak
jelen az innovétorral dsszehasonlitva (+7 és +10%). Ugyanez érvényes a manndzban gazdag
szerkezetekre, ahol a kiilonbség szintén tolerancia hataron beliil esik (—13 and +19%). Tekintve,
hogy emberben az Fc-régié mannozilacioja befolyassal bir a szérum kiiiriilési sebességre, a
magas manndz tartalmt glikanok jelenléte (ha van ilyen) és annak mértéke fontos kritikus
mindségi attributumnak tekinthet6é a glikoszimilaritds aspektusaban. Mindezek alapjan
kijelenthetd, hogy mint ortogonalis technikaval, CGE-LIF mddszerrel mért N-glikozilacios
profilok 0Osszehasonlitdsdnal szintén alatamaszthaté az etanercept két valtozatanak

biohasonldsaga.

1.3 N-glikan adatbazis felallitisa nagy mintaszam analiziséhez

Nagy mintaszam analizisére alkalmas multikapillaris gélelektroforézis késziilékkel kiilonb6zo
N-glikan konyvtarakat analizaltam, hogy felallitsak egy uj gliikdzegység adatbazist, amelynek
megfeleldségét az N-glikdn konyvtarakkal egyszerre analizalt bioterapeutikumokkal
(etanercept ¢s adalimumab) igazoltam.

Az analizis soran APTS-szel jelolt harom neutralis (fukozilalt biantennaris, afukozilalt
biantennaris és oligomanndz) N-glikan konyvtarat és hat szializaltat (a bi-, tri- és tertaantennaris
a(2-3), illetve o(2-6) iranyultsagu szialsavakkal) vizsgaltam. A maradék harom helyen
maltooligoszacharid 1étra volt az Gj GU adatbazis felallitasa érdekében, illetve egy fazids
fehérje (etanercept, Enbrel®) és egy monoklonalis antitest (adalimumab, Humira®).
Kiemelném, hogy a 12 minta a multikapillaris gélelektroforézis késziilékkel egyszerre volt
mérhetd kevesebb, mint 10 perc alatt (beleértve a két bioterapeutikumot).

A fukozilalt, az afukozilalt és a mannézgazdag konyvtarak esetén 15-15 és 9 szerkezetet sikertilt
azonositanom, mig a bi- , tri- és tertaantennaris o(2-3) pozicidoban kapcsolodo szialsavas
konyvtarak esetén, 17-6-6 N-glikanszerkezetet hataroztam meg. A bi-, tri- és tetraantennaris
szerkezetekhez a(2-6) orientacioban kapcsolodd szialsavas szerkezeteknél pedig 18-6-6
struktarat azonositottam.

Minden glikdn neve koveti az Offord nomenklaturat, amelyek www.GlycoStore.org oldalon
megtalalhatok, a hozzajuk tartozo, szamitott GU értékek 25°C-on pedig az uj GU adatbazist
képezik a multikapillaris gélelektorforézissel torténd elvalasztasokhoz. A kalkulacidhoz a

www.GUcal.hu weboldalrol ingyenesen letolthetd szoftvert hasznaltam.
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A GU adatbazis létrehozasat kovetden az etanerceptrél és az adalimumabrol PNGaz F-fel
lehasitott, APTS-szel jelolt az N-glikanok analizisének kiértékelését végeztem el. Kilenc
cukorstruktarat sikeriilt azonositani az adalimumab, mig 17-et az etanercept mintabol. Utobbi
a CGE-LIF mérésekhez képest 1-gyel kevesebb csticsot azonositott, ami tekintve a kapillarisok

hosszusagat €s a modszer gyorsasagat, megfeleld kezdeti eredménynek mondhato.



4. Osszefoglalas

Munkdm soran eldszor egy olyan ortogonalis analitikai moddszeren (CGE-LIF) alapulo
mennyiségi kiértékelést fejlesztettem ki, amellyel bioterapeutikumok N-glikan profiljaban
talalhato CQA relevanciaval bird cukorszerkezetek pontos mennyiségei konnyen
meghatarozhatok. Ehhez adalimumabot hasznaltam, fel melyhez kiilonb6z0 mennyiségben
adtam Man5 cukorsztenderdet. Az elektrokinetikus injektalas paramétereinek kombinaciojaval
definialt injektalasi egyiitthato és a csucsteriiletek kozott nagy pontossagi (R?=0.9990) linearis
Osszefiiggés mutatkozott. Ezenkiviil vizsgaltam a koncentracid hatasat a cstcs alatti teriiletekre,
itt szintén nagyon akkuratus (R?=0.9995) exponencialis Osszefiiggést kaptam. Mindezek
alapjan megallapitottam az adalimumab mintdban 1év6 eredeti Man5 mennyiségét (2.94 ng).
A kovetkezd 1épésben az etanercept nevii fuzios fehérje innovator és bioszimilaris
verzidjanak mennyiségi Osszehasonlitasat végeztem el, melyhez a relativ csucsteriileteket
hasznaltam. Kezdetben exoglikoziddzos emésztéssel azonositottam az etanercepthez
kapcsolodo N-glikanokat, majd meghataroztam az elvalasztas hémérsékleti optimumat. Ezutan
megallapitottam, hogy a két N-glikozilacidés mintdzat kozott ugyan nincs mindségbeli eltérés,
azonban az egyes strukturdk eltérd mennyiségben vannak jelen. Ezutan a glikoszimilaritasi
index elméleti megfontolasi alapjan 0sszehasonlitottam a relativ csucsteriileteket a mennyiségi
kiértékeléshez. A glikoszimilaritds kiértékelésénél az 4ltalanosan elfogadott +20%
toleranciakiiszobot alkalmaztam. A mindkét verzidoban legnagyobb mértékben kifejez6dé FA2
CDC modulatori szereppel bir, amely nem képezi részét a hatdsmodnak, azaz nem tekinthetd
glikoszimilaritasi kritériumnak. A bioszimilaris profiljan megfigyelhet6 az erésen galaktozilalt
cukorszerkezetek markans jelenléte (+130 és +124%), viszont glikoszimilaritds szempontjabol
ezeknek sincs relevancidja. A monogalaktozilalt és oligomannéz glikdnok nagyon hasonld
aranyban vannak jelen az innovatorral 6sszehasonlitva (+7 és +10%) (—13 and +19%).
Végezetiil, annak érdekében a kapillaris elektrofozézisre kifejlesztett analitikai modszerek és
kiértékelések nagy mintaszamra is alkalmazhatok legyenek a gyakorlatban, fukozilalt
biantennaris, afukozilalt biantennaris, oligomannéz, valamint bi-, tri- és tertaantennaris o(2-3),
illetve o(2-6) irdnyultsdgi szialsavas glikdnkonyvtarakat analizaltam multikapillaris
elektroforézis késziilékkel. Maltooligoszacharid 1étra és a GUcal szoftver segitségével 1j
gliikozegység adatbazist hoztam Ilétre, melynek segitségével multikapillaris elektroforézis
késziilék alkalmazasa esetén a pontosabb kiértékelhetdség valdsithatd meg. Az adatbazis
felallitdsa utan a glikdnkonyvtarakkal és maltooligoszacharid 1étraval egyiitt analizalt terapias

antitestek (etanercept és adalimumab) N-glikanjait azonositottam.
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