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Biotechnológiai gyógyszerek

 Biotechnológia: Biokémiai, mikrobiológiai és vegyészmérnöki ismeretek integrált 
alkalmazása; mikroorganizmusok, növényi vagy állati szövetek, vagy részeinek 
technológiai felhasználása hasznos termékek előállítása céljából.

 Ereky Károly a „biotechnológia atyja”

 1980-as években jelentek meg az első biotechnológiai készítmények

 Ma már több mint 150 termék van piacon világszerte

 Több mint 300 további termék fejlesztés alatt

A biotechnológiai termékek képezik a leggyorsabban 

fejlődő és legfontosabb csoportját a súlyos 

betegségek kezelésére szolgáló 

gyógyszerkészítményeknek. 
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Kismolekulák-Nagymolekulák
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Példa: Monoklonális antitest (mAb)

Sematikus ábra

BioszimilárisBiotech. gyógysz. ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezet ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetMódszerek

Az antitestek az immunválasz részei, speciális 

fehérjék, amelyeket B-limfociták és a belőlük 

átalakult plazmasejtek termelnek és a vérrel, 

nyirokkal keringenek. 

Az antitestek felismerik az idegen fehérjéket, 

mikroorganizmusokat, toxinokat 

(méreganyagokat), hozzájuk kötődnek és ezzel 

semlegesítve őket. 
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Gyakori képviselőik:

 Citokinek

 Monoklonális antitestek (mAb)

 Monoklonális antitest fragmens

 Antibody-drug conjugates (ADC)

 Rekombináns fuziós fehérjék

Biotechnológiai gyógyszer 
termékek
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Biotechnológiai 
gyógyszerkészítmények fejlődése

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Biotechnológiai gyógyszerek néhány 
jellemző hatás mechanizmusa- ADCC, CDC
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Hatás mechanizmus- apoptozis
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Hatás mechanizmus- cytotoxic anti-
microtubule agent
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Hatás mechanizmus- VEGF inhibíció

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Jövő biotechnológiai gyógyszerformái

Antiszensz RNS terápia:

- Szensz RNS komplementer szárának 

szintetizálása

- Transzláció gátlása  a citoszolban

-Kritikus fehérje expressziók kikapcsolása 

(tumor sejtek osztódásának leállítása, 

mikroorganizmusok létfontosságú fehérjéinek 

gátlása)

Heszky L., Galli Zs.: 2007.  Antiszensz RNS és RNS inerferencia. in: Heszky L. és Galli Zs. (szerk) Mezőgazdasági genetika alapjai. Szent István Egyetemi Kiadó. 73-76.
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RNS interferencia

Jövő biotechnológiai gyógyszerformái
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Biotechnológiai 
gyógyszerkészítmények előnyei

-Nagy specificitás

-Kevesebb mellékhatás

-Óriási és jelenleg beláthatatlan további lehetőségek

-Enyhe reakció körülmények (pH, nyomás, hőmérséklet)

-Kisebb környezett terhelés, környezeti ártalom

-Sokcélú készülékpark

-Egyénre szabott terápia lehetősége
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Bioszimilaritás

Azonos (Generikus)

A termék és az 

originátor teljesen 

azonosak a 

tulajdonságaikban 

(Komplex anyagok esetében 

nehezen ellenőrizhető)

Hasonló (Bioszimiláris)

A termék tulajdonságai 

hasonlóak az 

originátorhoz, 

ugyanolyan hatás és 

biztonság mellett.

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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A bioszimiláris termékek nem 
generikusok

Lehetne-e “biogenerikus”?

Elméletben – IGEN

Gyakorlatban – Talán egyszer, ha a 

molekula teljesen jellemezhető, 

karakterizálható (függ a mérettől, 

komplexitástól)

Jelenleg – Similar Biological Medicinal 

Product,

röviden: “biosimilar”

Hasonlóság???

BioszimilárisBiotech. gyógysz. ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezet ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetMódszerek



2016. 

Október 19.

Biotechnológiai termékek 
szabadalmának lejárata

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Biosimilar Teriparatide: Terrosa

• Teriparatide: biologically active N-terminal 34-amino acid

fragment of PTH(1-84)

• Only bone anabolic agent approved – Forsteo/Forteo (Eli Lilly)

• Treatment of postmenopausal women and men at an

increased risk of fracture

• Treatment of glucocorticoid induced osteoporosis in men

and women at an increased risk of fracture
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Miért jó a világnak a bioszimiláris

 Mindazért amiért a 

biotechnológiai gyógyszerek 

általában

+

 Csökkenő árak

 Gyártó kapacitás növekedés

=

 Olyan betegekhez is 

eljuthatnak ezek a hatékony és 

unikális gyógyszerek akikhez 

korábban nem
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Egy kismolekula karakterizálása

Karakterizációs teszt példa Cél

Infravörös spektroszkópia Azonosság

Moláris tömeg Azonosság

Hatóanyag Azonosság

Szennyezők (szennyezés profil meghatározás) Tisztaság

Mikrobilogiai tisztaság Tisztaság

Maradék oldószer (GC) Tisztaság

Drug substance content Hatóanyag meghatározás 
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Bioszimiláris fehérjék karakterizálása 1.
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Bioszimiláris fehérjék karakterizálása 2.

Karakterizációs teszt példa Szerkezteti szint Cél

Szerkezet vizsgálatok

Aminosav szekvencia elsődleges Teljes aminosav sorrend meghatározás

N-terminális szekvenálás elsődleges N-terminális integritásának igazolása

C-terminális szekvenálás elsődleges C-terminális integritásának igazolása

„Peptide mapping” elsődleges Elsődleges szerkezet igazolása

Tömegspekrometria elsődleges Moláris tömeg

HDX-MS

Magasabb rendű 

szerkezet Szerkezet azonosság vizsgálat

FT-IR Másodlagos szerkezet Szerkezet azonosság vizsgálat

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Bioszimiláris fehérjék karakterizálása 3.

Karakterizációs teszt Szerkezeti szint Cél

Circular Dikroismus másodlagos Fehérje konformáció

Fluoreszcens 

spekrofotometria harmadlagos Fehérje konformáció

RP-HPLC másodlagos Azonosság

NMR 

Magasabb rendű 

szerkezet Azonosság vizsgálat

DSC

Magasabb rendű 

szerkezet

Azonosság vizsgálat
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Bioszimiláris fehérjék 
karakterizálása 4.

Karakterizációs teszt Vizsgálati szint Cél

Biological activity

Biológiai aktivitás (in-vitro) Szerkezet-Funkció Biológiai aktivitás és azonosság meghatározása

Biológiai aktivitás (in-vivo) Szerkezet-Funkció Biológiai aktivitás és azonosság meghatározása

Szennyezések

I) Gyártásból

Gazdasejt fehérje Tisztaság

Gyártás eredetű szennyezések meghatározásaGazdasejt DNS Tisztaság

Endotoxin Tisztaság

II) Termékből

SDS PAGE és SEC-HPLC Tisztaság Aggregáció meghatározása

Peptid mapping Tisztaság Redukált és oxidált formák meghatározása

RP- HPLC Tisztaság Redukált és oxidált formák meghatározása

RP- HPLC és IEF Tisztaság Deamidált formák meghatározása

IEX-HPLC Tisztaság Töltésvariánsok
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Bioszimiláris fehérjék karakterizálása 
5.

Karakterizációs teszt Vizsgálati szint Cél

Western blot   

Funkció Azonosság igazolásaSlot blot

IEF tisztaság Azonosság igazolása

AF4 és HF5 tisztaság Aggregáció vizsgálat

AUC tisztaság Aggregáció vizsgálat

BioszimilárisBiotech. gyógysz. ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezet ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetMódszerek
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Miért olyan bonyolult a biotechnológiai 
termékek vizsgálata?

 Nagy molekulatömeg

 Összetett háromdimenziós szerkezet

 Összetett gyártási eljárás

 Élő szervezetek termelik; gyakran heterogének

 Bonyolult a karakterizálásuk fizikokémiai 

analitikai módszerekkel vagy bio assay-el

 Függ a biológiai aktivitás a gyártási folyamat 

reprodukálhatóságától

 Immunogenitásban rejlő veszélyek

Crommelin DJA, et al. Int J Pharm. 2003;266:3-16.
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Kismolekula szerkezete 

MS spektrum IR spektrum

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Fehérje szerkezet

 Összetett, többszintű szerkezet, 

dinamikus struktúrák egymásba 

alakulása

– Elsődleges szerkezet: Aminosav 

szekvencia

– Másodlagos szekvencia : a-helix, b-

redő, rendezetlen, kanyarok

– Harmadlagos szerkezet: A fehérje 

teljes háromdimenziós  szerkezete

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Fehérjék szerkezete:
Elsődleges szerkezet- szekvenálás

 Sanger féle módszer

 Edman szekvenálás

 MS szekvenálás

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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MS-szekvenálás

CID fragmentációs technika alkalmazása: ECD fragmentációs technika 

alkalmazása:
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Fehérjék szerkezete:
Elsődleges szerkezet- peptid map

Tripszin emésztett polipeptid minták kromatogramjai

Originator 2

Originator 1

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.

Mi számít releváns különbségnek????
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Másodlagos szerkezet

 CD spektrofotometria:

Egy citokin CD 

spektruma….

….és olvadáspont görbéje

A CD spektrum segítségével jól jellemezhető a fehérje másodlagos szerkezete, az 

olvadáspont méréssel viszont apró szerkezeti eltérések is kimutathatóak amik esetleg a 

spektrumban nem látszanak.

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Aktív szerkezet

a-helix arány formuláló 

pufferben

a-helix arány 50 % TFE-ben

26.8 % 82.6 %

50% TFE

Formuláló puffer

Feltételezés: Kis random aminosav oligomerek aktív szerkezete modellezhető 

TFE-s közegben

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Másodlagos/harmadlagos 
szerkezet-CD near UV

Hasonlóak?

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Másodlagos szerkezet

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.

És ezek?
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Másodlagos szerkezet

Reference Correlation coefficient

Weighted spectral 

difference Area of overlap Derivative correlation

Similarity Z-score Similarity Z-score Similarity Z-score Similarity Z-score

1 0.99925 1.11 0.0032565 1.16 0.98405 1.11 0.84794 0.303

2 0.99924 1.21 0.0032369 1.12 0.98369 1.26 0.86539 -0.674

3 0.99942 0.179 0.0028429 0.239 0.98653 0.132 0.8252 1.57

4 0.99955 -0.601 0.0024677 -0.599 0.98926 -0.946 0.85164 0.0955

5 0.99957 -0.707 0.0024217 -0.702 0.98841 -0.611 0.85156 0.0997

6 0.99966 -1.19 0.0021898 -1.22 0.98926 -0.946 0.87834 -1.4

Sample Correlation coefficient

Weighted spectral 

difference Area of overlap Derivative correlation

Similarity Z-score Similarity Z-score Similarity Z-score Similarity Z-score

5p65C subtr.txt 0.99902 2.55 0.0036832 2.17 0.98104 2.34 0.73714 6.63

10p65C subtr.txt 0.99825 6.92 0.0049415 4.96 0.97402 5.11 0.73905 6.53

20p60C subtr.txt 0.99855 5.24 0.0045171 4.03 0.9797 2.92 0.75575 5.6

35p60C subtr.txt 0.99887 3.37 0.0041068 3.11 0.98099 2.38 0.78372 4.05

A különbség szoftveres értékelés alapján:

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Harmadlagos szerkezet 1.

Fluoreszcens spektrofotometria

Hő hatására egyre hozzáférhetőbbek a fluoreszcens aminosavak                      egyre 

nagyobb intenzitást tapasztalunk

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Harmadlagos szerkezet 2.

Fluoreszcens festés Belső Fluoreszcencia

Black – 0 M GuHCl Brown- 2 M GuHCl

Red -1 M GuHCl

Blue -5 M GuHCl

Black – 5 M GuHCl Brown- 1 M GuHCl

Red -0 M GuHCl

Blue -3M GuHCl

Fluoreszcens festékek használatával a fehérjék szerkezetéről részletesebb kép is 

nyerhető pl. a felszinen található hidrofób zsebek mennyisége, milyensége

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Nano DSC – „egyszerűbb” fehérje

Lizozim 1 mg/ml
Alapvonal illesztés

Szerkezeti stabilitás vizsgálata (domének 

szintjén), Tm mellett entalpia-/ entrópia-/ 

hőkapacitás-változás is számolható

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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huIgG1 0,5 mg/ml Alapvonal illesztés

Nano DSC – „bonyolult” eset

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Magasabb rendű szerkezet-NMR

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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H’s

D2O

solution added

Engen JR. Anal Chem. 2009 Oct 1;81(19):7870-5. 

Most accessible H 

exchanges faster

Least accessible H

exchanges more slowly

H’s vs. D’s

at backbone amide positions

1 Da 2 Da

We measure H-D exchange 

as the mass increase of a 

protein or peptide.

HDX (Hydrogen Deuterium 
Exchange )-MS

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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HDX MS

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Diszulfid híd

Fc

régi

ó

Fab

régi

ó

Könnyű 

lánc

Nehéz 

lánc

4

4

N-glikánG0F

N-acetilglükózamin

Fukóz

Mannóz

Galaktóz

Sziálsav

N-glikán struktúra meghatározása

N-glikán struktúrajelentősége:

-Fajspecifikus

-Immunogenicitás veszélye

-Befolyásolja a hatékonyságot
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A glikoziláció vizsgálatának 
főbb lehetőségei

4

5

IgG

Glikopeptid

analízis HPLC

-MS

Intakt fehérje vagy az 

Fc/2 fragmens analízise

HPLC-

FLD

Lehasított 

glikán analízis

E
n

z
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Tisztaság vizsgálat:
Töltés variánsok- Ioncserés kromatográfia

mAb 1

mAb 2

Fc variáns
Fab variáns

Egy mAb IEX-

HPLC 

kromatogramja

Egy papain 

emésztet mAb 

IEX-HPLC 

kromatogramja

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Aggregáció 1.

Aggregáció 

vizsgálatára alkalmas 

technikák:

-Dinamikus fényszórás

-SEC-HPLC

-MALS (Multi Angle 

Light Scattering)

-SDS- PAGE

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.
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Aggregáció 2. 

SEC-HPLC

Kezeletlen 

fehérje

Hőkezelt 

fehérje (1 

óra 60 °C) 

Fehérje monomer

Fehérje monomer

Placebo csúcs

Placebo csúcs

Aggregátumok
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Sodium Dodecil Sulfate-PoliAkrilamid 
Gel Electrophoresis

0

500

1000

1500

2000

2500

[FU]

4.5 7 15 28 46 63 95 150 240 [kDa]

4.
5

5.
35.
7
7.
3

26
.8

58
.5

92
.1

12
6.
6

20
7.
8 24

0.
0

28
0.
5

30
8.
6

RGB03-RS3/2487

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.



2016. 

Október 19.

AF4-Malls

Bioszimiláris ComparabilityHatóanyag tart.TisztaságSzerkezetBiotech. gyógysz.



2016. 

Október 19.

Hatóanyag tartalom meghatározás

o Kismolekulák: relatív módszer hatósági std.-

ek alapján
– UV spektrofotometriás módszer 

o Fehérjék: 

ha van ismert std.

– Festéses eljárások (UV, Fluoreszencia);

• Bradford

• Bicinchoninic acid assay (BCA)

• Lowry

• Biuret
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Hatóanyag tartalom meghatározás

 De általában nincs megfelelő hatósági std. 
o Abszolút módszerek:

– UV spektrofotometria

• e nem ismert (több tényezőtől függ- puffer közeg, fehérje szerk, stb

• Meghatározása:  AAA, számolás szekvencia alapján, visszaszámolás 

egyéb abszolút módszer alapján

– Degradációs módszerek

– Dumas módszer: Nitrogén meghatározás

– Kjeldhal módszer: Nitrogén meghatározás

– ICP-MS: pl. S meghatározás

– LC-MS
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A bioszimiláris fejlesztés koronája: 
comparability vizsgálat

Analitikus számára a fejlesztés során az egyik 

legnagyobb kihívás és legizgalmasabb 

feladat a Comparabilty vizsgálatok elvégzése
 Az eddig felsorolt analitikai technikákkal kell fej-fej mellett 

összehasonlítani az originátort és a bioszimiláris terméket. 

 A hasonlóságot nem elég normál körülmények közt vizsgálni, a 

finomabb különbségek kimutatására stressz körülmények (hő, 

mechanikai, ox.,red,fény stb) is vizsgálni kell. 

 Ellenőrző kérdés:Mi a legnehezebb kérdés ebben az 

összehasonlításban?
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Példa: egy 
bioszimiláris fejlesztés
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Releváns-e a különbség?

Depends on the formula!!!
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Köszönöm a figyelmet
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Pótdiák



2016. 

Október 19.



2016. 

Október 19.



2016. 

Október 19.

2012.Április 

13.



2016. 

Október 19.

2012.Április 

13.



2016. 

Október 19.



2016. 

Október 19.


