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1.1. WSTEP

Dynamika wzrostu liczby pacjentéw, bedaca paradoksalnie efektem po-
stepow medycyny, wymusza poszukiwanie nowych produktéw leczniczych
0 coraz lepiej poznawanych mechanizmach dziatania. Dawniej uzyskanie
pozytywnego efektu terapeutycznego byto wystarczajgcg odpowiedzig dla
badaczy, dzisiaj jednak coraz czesciej méwimy o mozliwosci petniejszego
wykorzystywania lekédw dzieki poznaniu ich mechanizmdéw dziatania wraz
ujawnianiu mechanizmow powstawania chordb.

Leczenie tradycyjne, to jest leczenie standardowe, polega na tym,
ze pacjenci z identycznym zespotem chorobowym sg identycznie leczeni.

ARERARARYARRIRIRAAR APASSARIRARE0s

Leczenie personalizowane, to jest leczenie dostosowane do kon-
kretnego pacjenta, polega na podawaniu wiasciwego leku wiasciwemu
choremu we wifasciwym czasie. I tg drogg medycyny personalizowanej /
ang. personalized medicine/ staramy sie podazac.

PERLEARARYACAARERA AT AR LTI 4N

Leczenie celowane, to jest leczenie przy zdefiniowanym celu ataku
terapeutycznego, stanowi przysztosc leczenia wielu schorzen. W komorce
musimy znalez¢ cel molekularnego ataku, ktérym jest biatko powstate na
matrycy nieprawidtowego genu. Powodzenie tej terapii zalezy od oceny
genetycznej pacjenta.

Postuzmy sie przyktadami.

Mamy geny wptywajgce na ryzyko zachorowania i przebieg choroby w
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raku piersi - zaliczamy do nich m.in. geny BRCA1, BRCA2, TP53, PALB2,
CHEK2, REQL.

Rak piersi i rak jajnika spowodowane mutacjami w genie BRCA1 i BRCA2
charakteryzujq sie tym, iz sq bardzo trudne do wczesnego wykrycia, to
zas warunkuje sukces terapeutyczny. Dlatego tez kobietom, u ktérych ma
miejsce mutacja tych gendw, proponuje sie prewencyjne usuniecie jajni-
ka, jajowodow oraz piersi.

Rak piersi z mutacjg w genie TP53 to nowotwdr wystepujacy u kobiet
w bardzo mtodym wieku. Ta grupa powinna unika¢ eksponowania na pro-
mieniowanie RTG, poniewaz promieniowanie to inicjuje u nich raka piersi.

Z kolei rak piersi z mutacjg w genie PALB2 jest wyjatkowo ztosliwy i
aby z nim walczy¢, musimy go wykry¢ przed osiggnieciem przez guzka
wielkosci 2 cm.

W praktyce istotne jest taczenie leczenia celowanego z perso-
nalizacja dzialan terapeutycznych.

Przyktadem takiego podejscia moze byc¢ leczenie nawrotu raka piersi
HER2 dodatniego, kiedy konieczne jest ponowne oznaczanie statusu biatka
HER2 przy wznowie raka piersi. Nalezy tak postepowaé, poniewaz komor-
ki nowotworowe po pewnym czasie moggq straci¢ ten receptor, ale takze
go zyskac. Ta informacja personalna przypisana do konkretnego pacjenta
pozwala w przypadku utrzymujacej sie nadekspresji receptoréw HER2 lub
amplifikacji genu HER2 ponownie podac np. trastuzumab, pertuzumab.

1.2. BIOMARKERY I ICH PODZIAL

Dzisiaj rozumiemy, ze czynniki genetyczne warunkujg efekty wielu te-
rapii. Komorki organizmu cztowieka produkujg od 30 000 do 120 000 ro-
dzajow biatek. Wiekszos¢ z nich to biatka konstytutywne, wystepujace w
ponad 10 000 kopii w réznych typach komoérek, ale kazda z nich zawiera
tez od kilkudziesieciu do kilkuset rodzajow biatek swoistych dla danego ro-
dzaju komodrek lub tkanek /1/. Te biatka, ktérych stan odzwierciedla ryzy-
ko, wystepowanie lub stopien zaawansowania choroby oraz efekty terapii,
nazywamy biomarkerami, inaczej znacznikami /2/.

Optymalne stosowanie leku biologicznego wigze sie z rownoczesnym
badaniem u pacjenta poziomu biomarkeréow diagnostycznych. Uprzednio
stosowane klasyczne czynniki prognostyczne w celu zréznicowania postaci
nowotworu - jak wielko$¢ guza pierwotnego, typ histologiczny raka, sto-
pien ztosliwosci oraz stan weztdow chtonnych okreslany w badaniu mikro-
skopowym - nie dawaty zadawalajgcej odpowiedzi, jak leczy¢ pacjenta.
Niestety, jesteSmy dopiero na poczatku tej drogi. Pewna nadzieja poktada-
na jest w biomarkerach, ktére bardziej precyzyjnie mogg odpowiedzie¢ na
pytanie, jak najlepiej leczy¢ chorych.

Oznaczanie biomarkerdw, biatek bedacych celem ataku biologicznego
leku, wymaga zawsze wspotpracy z wiarygodnym, profesjonalnym labora-
torium, konieczna jest bowiem wysoka ranga laboratorium referencyjnego
w celu zapewnienia wynikéw o zadawalajacej wiarygodnosci.

Stezenia biomarkerdéw zaleza od: masy i stopnia ukrwienia guza, tem-



pa ich uwalniania z komérek nowotworowych, biologicznego poétokresu
trwania /czasu zanikania/, przy czym stezenia markerdw nowotworowych
bedace w normie nie wykluczajg obecnosci choroby nowotworowej - ozna-
czamy je dla oceny skutecznosci leczenia, wczesnego wykrycia wznowy.
W trakcie monitorowania chorych nie obowigzuje w zasadzie pojecie ,nor-
my”, wazna jest kinetyka zmian w gore i w dot.

Warto tez podkresli¢, ze monitorowanie winno by¢ oparte na zestawie
jednego producenta — wyniki zalezg bowiem od uzywanej specjalistycznej
aparatury, stosowanych odczynnikéw, doswiadczenia analitykow laborato-
ryjnych, stosowania zasad dobrej praktyki laboratoryjnej.

Omawiany problem zilustruje przyktadami.

Przykiad A

Czestos$¢ wystepowania mutacji w genie EGFR pozostaje w zaleznosci
od rodzaju materiatu diagnostycznego. Dlatego aby po wiasciwym zinter-
pretowaniu otrzymanego wyniku rozpocza¢ prawidtowe leczenie pacjenta,
wazne jest ujawnianie metody, nazwy testu oraz jego producenta. W sytu-
acji gdy mamy do czynienia z 226 chorymi z mutacjgq w genie EGFR, 123
osoby sposrdd nich majg delecje w eksonie 19, 98 chorych ma substytucje
L858R, a ponadto statystycznie wystepuje 5 rzadkich mutacji. Oto powdd,
dla ktérego z grupy 226 pacjentdw tylko okoto potowa odpowie pozytywnie
na zastosowane leczenie.

Przykiad B

Zanim zaczniemy leczy¢ pacjenta chorego na raka jelita grubego ata-
kujacego okreznice i odbytnice, nalezy go przebadac¢ na obecno$é mutacji
gendw KRAS i NRAS. W trakcie analizy cytomolekularnej obserwujemy
eksony 2, 3 i 4 w obu badanych genach. Potwierdzenie wystepowania u
chorych szukanych mutacji w okreslonych eksonach pozwala na leczenie
takich pacjentow standardowg chemioterapig z dodatkiem bewacyzuma-
bu, przeciwciata monoklonalnego wykazujgcego silne dziatanie antyangio-
genne. Tymczasem kohorta pacjentéw, u ktérych nie znaleziono mutacji
gendéw KRAS i NRAS, powinna by¢ leczona innymi przeciwciatami mono-
klonalnymi, zaliczanymi do grupy anty-EGFR, jak np. cetuksymab czy pa-
nitumumab.

Od dawna wiadomo, ze mutacje w genach KRAS i NRAS sg czynnikami
predykcyjnymi opornosci na leczenie za pomocg przeciwciat monoklonal-
nych anty-EGFR. Zanim jednak dowiedziono, ze leczenie chorych na raka
jelita grubego za pomoca przeciwciat anty-EGFR jest skuteczne wytacznie
wowczas, gdy gen KRAS funkcjonuje prawidtowo, wielu pacjentéow zmar-
to. Dalsze badania wykazaty, ze dobrym czynnikiem prognostycznym dla
chorych na raka jelita grubego leczonych produktami leczniczymi z grupy
anty-EGFR byto wystepowanie mutacji BRAF, ktora wyklucza sie z mutacjg
KRAS.

Odkrycia te niosty postep terapeutyczny takze w wielu innych nowo-
tworach, gdzie szlak sygnatowy EGFR jest istotnym elementem w powsta-
waniu i progresji choroby, w tym w raku piersi, raku ptuc, nowotworach
gtowy i szyi.



Badania czynnikéw predyspozycji dziedzicznych do zachorowania
na raka jelita grubego wykazaty, ze geny oznaczone symbolami MSH2,
MLH1, MSH6 i APC moga powodowac u ludzi w wieku ok. 45. roku zycia
rozwdj nowotworu. Stad zalecenia dla tej grupy zdrowych obywateli do
wykonywania wczesniejszych profilaktycznych badan kolonoskopowych.
Leczenie chorych na raka jelita grubego daje efekty, gdy gen KRAS funk-
cjonuje prawidiowo.

Konkludujac, nalezy pamietaé, ze czym innym jest obecno$¢ genu
wptywajacego na ryzyko zachorowania, a czym innym mutacja i jej ro-
dzaj w konkretnym, czesto innym genie, wskazujgca na rokowanie i/lub
wybér leku stosowanego w zwalczaniu raka /np. nowotwor jelita grubego,
rak piersi czy rak ptuca/. Na pozytywny efekt leczenia czesto ma wptyw
mechanizm dziatania zastosowanego leku. Dlatego w celu skutecznego
zabezpieczenia pacjentow, np. chorujacych na szpiczaka mnogiego, mu-
simy dysponowac petng gama produktéw leczniczych o réznych punktach
uchwytu, stosowanych w réznych liniach terapeutycznych.

Leczenie celowane, leczenie personalizowane czy leczenie biologiczne
sg wyzwaniem rzuconym powaznym chorobom obecnych czaséw.

Biomarkery w praktyce dzielimy na:

a/ prognostyczne /3/, czyli pozwalajace okresli¢ rokowanie niezalezne
od sposobu leczenia - zaliczamy do nich receptory hormondéw, markery
angiogenezy, markery proliferacji;

b/ predykcyjne, czyli pozwalajace okresli¢ prawdopodobienstwo remi-
sji w przypadku zastosowania okreslonej metody leczenia.

Podstawowym zrddtem zmiennos$ci wewnatrz naszego gatunku sg
réznice w obrebie genomu, najczesciej zwigzane z polimorfizmem poje-
dynczych nukleotyddéw czy zmienng liczba kopii gendéw. Przy czym poje-
ciem polimorfizmu okresla sie wystepowanie wiekszej liczby genotypow
w okreslonej populacji z czestoscig powyzej 1%, jednak bez cech mutacji.
Polimorfizm genetyczny odpowiedzialny za zmiennosci indywidualnych
cech pacjenta jest powodem wystepowania lub nie dziatan niepozada-
nych, réznych ich rodzajow oraz réznego nasilenia.

Zakonczenie sekwencjonowania ludzkiego DNA rozpoczeto ere poszu-
kiwan zwigzku pomiedzy indywidualnymi réznicami w genomie a odpo-
wiedzig na leki biologiczne. Praktycznie we wszystkich przypadkach no-
wych lekéw biologicznych poszukuje sie wariantéw genoéw, ktére mogq
da¢ pozytywna reakcje na terapie.

1.3. SZLAKI SYGNALOWE
Szlaki sygnatowe rodzacej sie patologii sg niestety wielokierunkowe, a
ich wykrycie wymaga takze okresélenia ich wagi w rozwoju choroby. Przy
takiej wiedzy leczenie celowane przynosi bardzo dobre rezultaty.
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Model fragmentu ludzkiego genomu

Jako ludzie mamy geny zie, czyli onkogeny, i geny dobre, tzw. geny
supresorowe. Jedni z nas majq aktywne odmiany genu zwigekszajace ry-
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zyko zachorowania, a inni - zmniejszajace. Mamy tez odmiany gendw,
ktore kodujq biatka bardzo aktywnie rozktadajace leki - w takiej sytuacji
leczenie pacjenta wymaga wiekszych dawek i personalizacja terapii musi
by¢ niezwykle starannie prowadzona. Czes$¢ gendw $pi, a molekularne
znaczniki je budza. Istniejg takze teorie impulsow magnetycznych wy-
budzajqcych geny, stad np. pacjentom onkologicznym w okresie remisji
choroby odradza sie w ramach réznych zabiegéw prozdrowotnych kontakt
z emiterami réznego rodzaju promieniowania. Wtedy bowiem moze dojs¢
do ekspresji gendw i zainicjowania procesu patologicznego.

Okreslenie danego zaburzenia genetycznego oraz dobranie wiasciwego
leku ma kluczowe znaczenie dla pacjenta i rezultatdw jego walki z cho-
roba. Niestety, nie ma jednej zbiorczej metody diagnozowania wszelkich
typdw zaburzen genetycznych.

Ze ztych gendw, z gendw zmutowanych, powstajg zte biatka — nosniki
ztych wiadomosci. Zaczyna sie choroba - kaskada réznych biatek, ktére
trzeba albo blokowa¢, albo tworzy¢, albo zwiekszac ich stezenie, by le-
czy¢ pacjenta. Badania genetyczne pacjentdéw przed rozpoczeciem terapii
pozwalajg wyselekcjonowac chorych, ktérzy uzyskaja najwiekszg korzys¢
terapeutyczng z zastosowanego leczenia. Dodatkowe badania genetyczne,
juz po ocenie wycietego materiatu, pozwalajg lepiej dobra¢ lek. Badania
cytogenetyczne stuzg ocenie morfologii chromosoméw - wykryciu aberra-
Cji.

Badania genetyki molekularnej za$ - wykryciu mutacji, a polegaja na
badaniu struktury DNA. Niestety, nie zawsze badanie mutacji daje odpo-
wiedz. Takze niezmutowane geny wchodza w fuzje z innymi genami, pro-
dukujac biatka inicjujace rozwdj chordb.

Biologiczny lek to produkt, ktérego substancja czynna jest sub-
stancja biologiczna, czyli substancja produkowana lub ekstra-
howana ze zrodta biologicznego /4/. Leki biologiczne stosujemy
wowczas, gdy organizm czlowieka sam nie wytwarza niezbednych
biatek lub wytwarza je, ale w zbyt matej lub nadmiernej ilosci w
stosunku do potrzeb.

I tak na przyktfad, chora trzustka potrzebuje insuliny, ktorej jej brakuje.
Do 1982 roku podawano insuline z trzustek wieprzowych - i pojedynczy
pacjent potrzebowat rocznie ok. stu takich trzustek... A zatem bez insuliny
rekombinowanej dzisiaj na $wiecie musielibySmy hodowac¢ dwa miliardy
$win tylko po to, by zabezpieczy¢ insuline dla dwustu milionéw pacjentéw.

Chore nerki potrzebujg erytropoetyny, ktdérej brakuje do pobudzenia
wytwarzania krwinek czerwonych; rekombinowana erytropoetyna stymu-
luje erytropoeze /dializowani pacjenci/.

Niedobory ludzkiego czynnika wzrostu wymagajg znéw podania pacjen-
tom /osoby niskoroste/ rekombinowanego czynnika wzrostu, somatotro-
piny.

Endogenny G-CSF, czynnik wzrostu kolonii granulocytow, wytwarza-
ny jest przez komérki hematopoetyczne, takie jak monocyty, makrofagi
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i limfocyty, ale takze przez aktywowane fibroblasty, komérki srédbton-
ka, astrocyty i komérki zrebu szpiku kostnego /5/. Pacjenci otrzymujacy
chemioterapie, zagrozeni ciezkim lub nawracajacym zakazeniem, z prze-
szczepem komorek progenitorowych krwi obwodowej badz nosiciele wi-
rusa HIV cierpig na goraczke neutropeniczng. W celu skrdcenia trwania
neutropenii zagrazajacej zyciu tych chorych niezbedne jest podanie fil-
grastymu G-CSF, czyli egzogennego czynnika wzrostu kolonii granulocy-
tow. Filgrastym stymuluje neuropoetyczne komérki progenitorowe i pro-
ces ich réznicowania na granulocyty oraz aktywuje funkcjonalnie dojrzate
granulocyty. Zastosowanie progenitorowych komoérek krwi obwodowej
zmobilizowanych filgrastymem zmniejsza czas i nasilenie trombocytope-
nii po chemioterapii mielosupresyjnej lub mieloablacyjnej.

Przy zapaleniu wirusowym watroby podjemy interferony - biatka re-
kombinowane ratujace zycie pacjentom.

W stwardnieniu rozsianym takze stosujemy interferony beta, ale do
dnia dzisiejszego nie wiemy doktadnie, dlaczego przynosza one korzys¢
pacjentom. Te biatka, otrzymywane na drodze rekombinacji DNA, stoso-
wane sg w tzw. pierwszej linii w systemie terapii ciggte;j.

Inne choroby autoimmunologiczne, jak np. RZS, tuszczycowe zapalenie
stawdw, choroba Lesniowskiego-Crona, sq zabezpieczane przez leki biolo-
giczne z grupy przeciwciat i biatek fuzyjnych.

1.4. BIOLOGICZNE LEKI DOPUSZCZONE DO OBROTU
NA POLSKIM RYNKU
Wsrdéd biologicznych lekéw dopuszczonych do obrotu na polskim rynku
wyrdzniamy:
a) biatka pochodzenia zwierzecego, np. konska surowica odpornoscio-
wa, trombina bydleca,
b/ szczepionki,
¢/ albuminy ludzkie,
d/ ATMP - terapie genowe,
e) biatka otrzymywane na drodze rekombinacji DNA lub innych technik
biotechnologicznych:
e rekombinowana hialuronidaza ludzka - 1 lek

rekombinowane insuliny - 86 lekdw

analog ludzkiego glukagonopodobnego peptydu GLP-1 - 2 leki

glukagon - 2 leki

szczepionki, w tym oparte na rekombinowanym biatku - 30 le-

kow

rekombinowane czynniki hormonu wzrostu - 6 lekow

rekombinowany czynnik krzepniecia krwi:

- klasa A - ludzki czynnik krzepniecia krwi izolowany z osocza
ludzkiego, otrzymany na drodze izolacji materiatu biologiczne-
go - 1 lek;

- klasa B - leki biologiczne, ludzki czynnik krzepniecia krwi otrzy-
many na drodze rekombinacji DNA - 54 leki

e filgrastym wolny i pegylowany - 11 lekéw
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interferony wolne i pegylowane - 14 lekow

leki w chorobach rzadkich (rekombinowane enzymy) - 56 lekow
erytropoetyna wolna i pegylowana - 3 leki

biatka fuzyjne (np. IgG1 + peptyd) - 5 lekdw

heparyny drobnoczasteczkowe - 5 lekéw

inne biatka rekombinowane (np. abcyksymab) - 7 lekow
przeciwciata monoklonalne jedno- i wielofunkcyjne oraz poliklo-
nalne - 44 leki.

W sumie do obrotu w Polsce dopuszczono ok. 430 lekéw biolo-
gicznych.

Do lekéw biologicznych zaliczamy produkty lecznicze otrzymywane w
technologiach standardowych i zaawansowanych. I tak, technologie za-
awansowane pozwolity nam otrzymac¢ m.in. hormony, cytokiny, komérki
macierzyste, komorki autologiczne, allogeniczne, ksenogeniczne, szcze-
pionki DNA, wektory wirusowe i syntetyczne konstrukty, liposomy, den-
drymery, geny terapeutyczne, chimeryczne biatka fuzyjne, przeciwciata
monoklonalne, biatka rekombinowane.

1.5. PROCES OTRZYMYWANIA BIOLOGICZNYCH LEKOW
(WERSJA UPROSZCZONA DLA PACIENTA
ORAZ WERSJA WYKLADOWA)

Biotechnologia to termin zaproponowany po raz pierwszy przez wegier-
skiego ekonomiste Karoly Erekyego w 1919 roku. Do dzisiaj ta nazwa jest
aktualna i stosowana.

W procesach biotechnologicznych wykorzystujemy zywe organizmy
komédrkowe. Produkty biologiczne uzyskiwane za pomoca technologii za-
awansowanych, ale catkowicie od siebie niezaleznych i odmiennych, nie sq
w 100% powtarzalne - skomplikowany proces wytwarzania, formulacji,
analityki oraz procedur stabilizacji jest bowiem wtasnoscig wytwércy. W
przeciwienstwie do jednorodnych produktéw matoczgsteczkowych pro-
dukty biologiczne sg zbudowane ze ztozonych czgsteczek wielowymia-
rowych. Kazdy etap ztozonego procesu wytwarzania nadaje wyjatkowe
wiasciwosci uzyskiwanemu produktowi biologicznemu, co prowadzi do
stwierdzenia, ze produkty biologiczne wytwarzane w catkowicie odmien-
nych procesach wytwarzania nie mogq by¢ identyczne, mimo ze podczas
rutynowej produkcji monitorowany jest kazdy etap procesu z uzyciem te-
stow kontroli miedzyoperacyjnej opracowanych w fazie rozwoju procesu,
aby zapewni¢ jednolito$¢ parametrow.

Wersja uproszczona dla pacjenta

Z genomu ludzkiego wycinamy pozadany gen odpowiedzialny za pro-
dukcje biatka, ktérego zmieniony poziom jest powodem choroby. Nozycz-
kami wycinajqcymi pozadany gen sg restrykcyjne endonukleazy - specy-
ficzne enzymy. I ten wyciety gen, jak wagonik, przyczepiamy do pociggu
zwanego wektorem, ktérym moze by¢ np. kulisty plazmid bakteryjny.
Taki pocigg zawierajacy wagonik ludzkiego DNA wjezdza do komérki, np.
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Escherichia coli, rozpoczynajac tym samym proces produkcji oczekiwa-
nego biatka, ktére po oczyszczeniu stanie sie lekiem. W komdrce gospo-
darza matryca DNA, czyli wagonik z ludzkim genem, ulega rekombinacji,
a wiec powieleniu wraz z powieleniem komérki gospodarza, stajac sie
bazg do wytwarzania nowej substancji. W wyniku ekspresji informacji
ludzkiego genu otrzymujemy oczekiwane biatko, ktére po wyizolowaniu i
oczyszczeniu staje sie biologicznym lekiem.

Synteza tego aktywnego biatka nie jest mozliwa w przystowiowej pro-
béwce, bo nie wiemy, jak to zrobi¢ na drodze syntezy chemicznej, a zywe
komoérki pochodzace z réznych organizmoéw dajq sobie z tym rade.

Wersja wyktadowa

Biatka rekombinowane otrzymujemy, wykorzystujac technologie re-
kombinacji DNA, ktéra polega na:

1/ izolacji wybranego fragmentu DNA z ludzkiego genomu za pomoca

restrykcyjnych endonukleaz;

2/ przeniesieniu go za pomocg wektora do wybranej obcogatunkowo
komorki;

3/ wprowadzeniu fragmentu DNA do DNA wybranej obcogatunkowej
komorki;

4/ klonowaniu tej komorki, co zwieksza skale ekspresji rekombinowa-
nego DNA i w rezultacie umozliwia wytwarzanie terapeutycznego
biatka w skali przemystowej;

5/ procesach izolacji i oczyszczania;

6/ formulacji rekombinowanego biatka /juz na zakonczenie/, tak aby
nie uszkodzi¢ jego struktury III-rzedowej ani nie doprowadzi¢ do
innych zmian fizykochemicznych, takich jak agregacja niwelujaca
dziatanie terapeutyczne otrzymanego produktu leczniczego.

Kazdy producent:

a/ ma inng wiasna linie komorkowa do produkcji lekow biologicznych;

b/ stosuje inne nosniki genowe /nazywa sie to fachowo unikatowoscig
wektora/;

¢/ ma inng charakterystyke wprowadzania DNA do komoérek zatrudnio-
nych jako miejsca powstawania biologicznego leku;

d/ ma inng technologie ograniczania ilosci zmutowanych komoérek, czyli
takich, ktore nie nadajq sie jako komoérki robotnice do wytwarzania
biologicznego leku.

Jednak dzieki specjalistycznej kontroli proceséw - zaczynajac od se-
kwencjonowania DNA az po transfekcje komérek i utworzenie macierzy-
stego banku komdrek matek robotnic, oznaczanych z jezyka angielskiego
skrétem MCB - w konkretnej fabryce wszystko to prowadzi do wytwarza-
nia biologicznego leku nieskonczenie dtugo. MCB jest zrodtem wszystkich
przysztych hodowli namnazanych komodrek robotnic i stanowi najwiekszy
skarb producenta, niezwykle pilnie chroniony - linia komdérkowa robotnic,
w ktorej wszystkie komorki sg klonem tej poczatkowej komorki matki sta-
nowi kluczowy element procesu biotechnologicznego. Kradziez MCB moz-
na wiec traktowac na rowni z kradzieza catej fabryki.
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Proces hodowli komoérek robotnic, czyli klonédw komodrek matek, obej-
muje trzy podstawowe etapy, a sq to:

a/ linia posiewu,

b/ linia inokulum,

¢/ linia ilosciowo-produkcyjna.

Przy czym za krytyczny uznawany jest proces oczyszczania biatek be-
dacych lekami. Polega on na zatrzymaniu wtasciwego biatka bedacego le-
kiem, a odrzuceniu immunogennych zanieczyszczen. W trakcie tych czyn-
nosci nalezy usung¢ rozmaite wirusy, ktére sgq mniejsze od pozadanego
produktu biatkowego. Po oczyszczeniu pozadanego biatka liofilizuje sie je,
czyli zamraza, a nastepnie rozmraza i miesza z substancjami chemicznymi
stabilizujgcymi biatko bedace biologicznym lekiem do czasu jego rekonsty-
tucji i podania pacjentowi.

Przy produkcji biatek majacych zastosowanie terapeutyczne o opty-
malnej aktywnosci i minimalnym ryzyku dla bezpieczenstwa wybrane
przez wytworce komérki gospodarza powinny wytwarzac¢ formy o ogél-
nych strukturach kowalencyjnych réwnowaznych naturalnie wystepujacym
postaciom. Przyfgczenie weglowodoréw do biatek zalezy od linii komérek
gospodarza, warunkow hodowli oraz wszelkich modyfikacji linii komorko-
wych. Kazdy weglowodan nieobecny w biatku ludzkim, a stwierdzony w
biatku rekombinowanym jest potencjalnie immunogenny, co oznacza, ze
pacjenci wytwarzajgq przeciw takiemu lekowi przeciwciata.

Jako przyktad mozna przytoczy¢ znany fakt, ze réznice w weglowoda-
nach na powierzchni erytrocytow odpowiadajg za typy grupy krwi: A, B i O.
Osoby z typem O rozpoznajg typy A i B jako obce, poniewaz nie wytwarza-
ja dodatkowych typow weglowodanoéw stwierdzonych na erytrocytach od
dawcdw z grup A i B. Natomiast pacjenci z grupami A i B mogg przyjmowac
krew typu O bez rozwoju takiej odpowiedzi na substancje obce.

1.6. BADANIA ANALITYCZNE

Wszechstronne scharakteryzowanie produktéw biologicznych jest moz-
liwe jedynie poprzez potaczenie badan analitycznych z wynikami badan
nieklinicznych i klinicznych. Ta stosunkowo nowa klasa produktéw leczni-
czych wymaga dynamicznego rozwoju zaawansowanych technik analitycz-
nych, aby uwzglednié¢ ztozono$¢ na poziomie czgsteczkowym oraz stopien
skomplikowania proceséw wytwarzania, w tym wytwarzanie w organi-
zmach zywych takich jak bakterie, drozdze czy komdérki pochodzace od
ssakéw.

Wymogi kontroli produkcji oraz wymogi rejestracyjne obejmujg solidng
strategie testéw analitycznych zaprojektowanych tak, aby zapewnic¢ jedno-
litg jakos$¢ produktu, ktéry przeszedt badania przedkliniczne i kliniczne w
celu wykazania bezpieczenstwa i skutecznosci. Samo badanie analityczne
nie przesadza o bezpieczenstwie i skutecznosci wyrobu, poniewaz nie po-
zwala na odtworzenie prawidtowe catej struktury zwigzku, co ma miejsce
przy klasycznych substancjach chemicznych.

Badania analityczne lekéw biologicznych mogg by¢ stosowane w celu
ograniczonej oceny wytworzonego produktu, ale nie nadajq sie do oceny

14



podobienstwa tych samych lekéw biologicznych otrzymanych w réznych,
niezaleznie opracowywanych procesach. Metody analityczne stajq sie co-
raz bardziej wyrafinowane, specyficzne i wrazliwe. Sq one opracowywane
w celu zagwarantowania jakosci surowcdéw stosowanych w procesie wy-
twarzania, scharakteryzowania produkcyjnej linii komoérkowej, wsparcia
obszernej charakterystyki — walidacji procesu pod katem usuwania zanie-
czyszczen zwigzanych z procesem, zwigzkéw przypadkowych oraz zle po-
fatdowanych lub wrecz nieaktywnych wariantéw zwigzanych z produktem
w celu zapewnienia jatowosci oraz kontrolowania krytycznych cech jakosci,
takich jak czystosc i sita dziatania.

Spektrum stosowanych metod analitycznych obejmuje:

e Dbiotesty oparte na komdrkach - mierzone cechy: sita dziatania;

e testy immunologiczne - mierzone cechy: zanieczyszczenia zwigzane
Z procesem;

e testy jatowosci i endotoksyn - mierzone cechy: bezpieczenstwo sto-
sowania leku;

e degradacja Edmana - mierzone cechy: struktura pierwszorzedowa,

ciecia proteolityczne;

testy enzymatyczne - mierzone cechy: sita dziatania, tozsamos¢;
testy wigzania — mierzone cechy: wigzanie z receptorem;

NMR - mierzone cechy: struktura wyzszego rzedu;

elektroforeza zelowa i kapilarna — mierzone cechy: analiza glikanow,
ciecia proteolityczne;

ultrawirowanie analityczne — mierzone cechy: analiza agregatéw;

e chromatografie — mierzone cechy: struktury, agregaty, heteroge-
niczno$¢ tadunku, utlenianie;

e spektroskopie - mierzone cechy: struktury wyzszego rzedu.

Od wielu lat do analizy biatek wykorzystujemy rézne techniki spek-
trometrii mas z rozdziatem mieszanin za pomocg chromatografii niskiego
przeptywu, elektroforezy zelowej i kapilarnej.

Poréwnanie masy badanego biatka z masa znang z sekwencji amino-
kwasowej dostarcza wiedzy o przytaczanych fragmentach reszt chemicz-
nych. Analizujemy widma masowe oraz ich czestotliwo$¢. Do najpopular-
niejszych i najefektywniejszych metod modyfikacji biatek naleza:

e mapowanie peptydow z wykorzystaniem techniki MALDI-ToF /ang.
Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time-of-Flight/, czyli
spektrometria mas z jonizacjg poprzez desorpcje prébki laserem z
matrycy, gdzie rozdziat jondw zachodzi w analizatorze mierzacym
czas lotu jondéw /6/;

e sekwencjonowanie peptyddédw modyfikowanych z zastosowaniem
pary ukfadu chromatografii cieczowej, LC /ang. Liquid Chromato-
graphy/ ze spektrometrem mas MALDI-ToF /6, 7/.

Dzieki spektrometrom mas MALDI-ToF okreslamy masy czasteczkowe

peptydéw z doktadnoscig do 5 ppm.

Niestety, opisywane metody wymagajq trawienia biatek bezposrednio
przed analizg. Jedynie metoda ISD /ang. In Source Decay/, czyli rozpad w
zrédle - badanie fragmentacji zachodzacej w zrédle jondw — pozwala na
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badanie catego biatka i czesciowe okreslenie jego sekwencji oraz miejsc
modyfikacji /7/.

Analiza postepdéw analityki wyraznie wskazuje na brak mozliwosci wy-
kazania, ze produkty biatkowe produkowane w réznych procesach sg iden-
tyczne. W rzeczywistosci dochodzimy do wniosku, ze postep w analityce
wykazuje, iz produkty biologiczne sg bardziej ztozone niz uprzednio sa-
dzono. Przyktadem moze tu by¢ lek Alteplaza, dopuszczony w 1987 roku
do leczenia zawatu miesnia sercowego oraz w ostrym udarze niedokrwien-
nym. Przez 30 lat lek ten byt najszerzej opisanym rekombinowanym biat-
kowym produktem leczniczym. I nagle, w 2009 roku, zgtoszono do EMA
odkrycie nowych, wczesniej nierozpoznanych struktur glikonowych w po-
zycji 61 aminokwasu treoniny oraz obecnos$¢ wczesniej niestwierdzonych
niewielkich poziomoéw glikanéw zajmujacych pozycje 142 aminokwasu
asparaginy.

1.7. POROWNYWALNOSC A PODOBIENSTWO

Poréwnywalnos¢ /ang. comparability/ to termin uzywany w odniesieniu
do lekéw biologicznych wytwarzanych w tym samym zwalidowanym pro-
cesie technologicznym w celu np. poréwnania serii produktu u tego same-
go wytworcy. Ocene poréwnywalnosci prowadzi sie w celu potwierdzenia
ustalonego profilu bezpieczenstwa i skutecznosci produktu biologicznego
dostepnego w obrocie po wprowadzeniu Scisle okreslonych przyrostowych
zmian procesu poprzez podmiot, ktéry opracowat oryginalny proces wy-
twarzania /8, 9/.

Aby zapewni¢, ze niewielkie zmiany procesu nie wptywajg na profil ja-
kosci produktu, badania poréwnywalnosci obejmujg szeroko zakrojone ba-
dania procesu i jakosci produktu, w tym:

e ocene/walidacje parametréw procesu;

e badania przy zwalnianiu partii do obrotu;

e rozszerzone analizy charakteryzujace oraz badania trwatosci.

Podobienstwo /ang. similarity/ to termin uzywany w odniesieniu do le-
kéw biologicznych wyprodukowanych u réznych wytwdrcéw. Ocene biopo-
dobienstwa prowadzi sie w celu ustalenia profilu bezpieczenstwa i skutecz-
nosci produktu biopodobnego. Ocena ta wymaga poréwnawczych badan
przedklinicznych, klinicznych i tych dotyczacych jakosci.

Produkt biopodobny w stosunku do zarejestrowanego produktu refe-
rencyjnego z definicji wytwarzany jest w niezaleznie opracowanym, zna-
czaco odmiennym procesie wytwarzania. Rdznice w procesie obejmuja:

e zmiane komorek gospodarza,
zmiane wytwarzania hodowli komdérek,
zmiany odzysku produktu,
zmiany obiektow i wyposazenia,
zmiany surowcéw,
zmiany miejsca uzyskiwania substancji pomocniczych i pojemnikdw,
zmiany w testach przeprowadzanych przy zwalnianiu partii w ba-
daniach trwatosci oraz w rozszerzonych testach charakteryzujgcych
/10/.
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Ocena podobienstwa ma utatwi¢ dopuszczenie do obrotu produktéw
biopodobnych w ramach skrdéconej drogi rejestracyjnej. Eksperci i orga-
ny kompetentne zwracajg uwage, ze produkty biopodobne wytwarzane w
znaczaco odmiennych procesach z punktu widzenia bezpieczenstwa pa-
cjenta zawsze powinny by¢ oceniane pod katem podobienstwa na drodze
porownawczych testéw jakosci produktu oraz badan przedklinicznych i
klinicznych. Istotne jest potwierdzenie rownowaznego profilu bezpieczen-
stwa i skutecznosci /11/.

1.8. PRODUKTY BIOLEPSZE

Produkty biolepsze /ang. Biobetters/ to termin, ktéry po raz pierwszy
uzyty zostat przez G.V. Prasada, wiceprezesa i dyrektora generalnego fir-
my dr Reddy’s Laboratories, w 2007 roku podczas sympozjum Bio-Invest
Held w Bombaju w wyktadzie zatytutowanym , Better Be Prepared for Bio-
betters Scenario Indian Patents”. Miat on opisywac produkty referencyj-
ne zmodyfikowane, np. poprzez pegylacje czasteczek, co dawato dtuzszy
efekt dziatania.

Oto przyktady lekéw biologicznych, ktére mogtyby by¢ klasyfikowane
jako produkty biolepsze.

Przykiad A

Czasteczka erytropoetyny ma do tancucha polipeptydowego dotgczone
weglowodany - 4 fanicuchy - a do nich maksymalnie 14 reszt kwasu sjalo-
wego. Im tych reszt jest wiecej, tym dtuzszy jest okres péttrwania w suro-
wicy krwi, ale mniejsze powinowactwo do receptora EPO-R. Poszukiwania
nowych lekéw o wiekszej i dtuzszej aktywnosci erytropoetycznej daty nowy
produkt biologiczny o dodatkowych 2 tancuchach weglowodanowych i 8
resztach kwasu sjalowego /catkowita liczba do 22 reszty kwasu sjalowe-
go/ oraz zmienionej strukturze aminokwasowej tanicucha polipeptydowego
/zmiana struktury pierwszorzedowej/. Tak powstata darbopoetyna alfa,
ktoérej wytwarzanie zachodzi w komérkach jajnika chomika chinskiego.

Przyktad B

Dalsza modyfikacja chemiczna czasteczki epoetyny beta, uprzednio
otrzymanej na drodze biotechnologicznej poprzez dotaczenie do taricucha
polipeptydowego czasteczki glikolu metoksypolietylenowego, doprowadzi-
ta do otrzymania glikolu metoksypolietylenowego epoetyny beta, ktory to
zwigzek dziata 15 razy diuzej przy podaniu dozylnym i 5 razy dtuzej przy
podaniu podskdérnym.

Przyktad C

Kolejnym przyktadem ,ulepszenia” jest pedfilgrastym, nastepca filgra-
stymu, ktéry wytworzony w komdrkach Escherichia coli za pomoca technik
rekombinacji DNA potaczony zostat w reakcji polikondensacji z glikolem
polietylenowym PEG /12/.

Wszystkie opisane tu przyktady pokazujg, jak firmy farmaceutyczne,
wprowadzajac do lecznictwa biatka rekombinowane, pracujq nad ,ulepsze-
niem czasteczek”. Z punktu widzenia bezpieczenstwa pacjentéw takie leki
muszg jednak przechodzi¢ catg procedure rejestracyjng bez stosowania
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zadnych uproszczen. Praktyka kliniczna pokazuje bowiem, ze nie zawsze
te ,ulepszenia” sg catkowicie korzystne dla organizmu pacjenta. Pegylo-
wane czasteczki biatka, niestety, szybciej ulegajq aglomeracji i mogq pro-
wadzi¢ do silniejszej odpowiedzi immunologicznej. Agregacja rekombino-
wanego biatka wyzwala negatywng odpowiedz immunologiczng chorego. Z
tego powodu w procesie produkcyjnym niezwykle starannie opatentowuje
sie droge minimalizacji stopnia agregacji biatka.

Agregacja, czyli proces taczenia sie czgsteczek, zachodzi zawsze. Nam
zalezy, aby ten proces zminimalizowa¢. W wyniku agregacji otrzymujemy
dimery, oligomery, multimery izoform biatka, ktére nie posiadajg duzej sity
dziatania monomeru. Ryzyko wystgpienia agregatéw izoform biatkowych
w trakcie rekonstytucji, czyli rozpuszczania liofilizowanego leku, zmusza
personel stuzby zdrowia do bacznego ogladania roztworéw przed doko-
naniem iniekcji pacjentowi. Przestrzeganie surowego rezimu prawidtowe-
go przygotowania biologicznego leku do podania pacjentowi wyklucza np.
nadmierne wstrzgsanie. Ponadto do rozpuszczania substancji nie wolno
stosowac roztworu fizjologicznego chlorku sodu, bo moze doj$¢ do gwat-
townej precypitacji wysolonej struktury pegylowanego biatka /13/.

Pewnym korzystnym wskazaniem dla dtugo dziatajacych pegylowanych
erytropoetyn moze by¢ wieksza stabilno$¢ poziomu hemoglobiny. Wiado-
mo, ze im wiecej fluktuacji stezen hemoglobiny, tym bardziej niekorzystne
znaczenie rokownicze u chorych z przewlektg chorobg nerek. Nie jest to
jednak pewnik, dlatego mozna spotkac sie z twierdzeniem, iz preparaty o
bardzo dtugim czasie dawkowania nie mogg by¢ tak elastycznie dawkowa-
ne jak leki krocej dziatajace.

1.9. DOPUSZCZENIE DO OBROTU BIOLOGICZNYCH
PRODUKTOW LECZNICZYCH

Dopuszczenie do obrotu biologicznych produktéow leczniczych w prze-
wazajacej liczbie poddawane jest procedurze centralnej przez Europej-
ska Agencje Lekow. Dla tradycyjnych czasteczek procedury rejestracyjne
wymagajq przedstawienia kompetentnym organom rejestracyjnym do-
kumentacji chemiczno-farmaceutycznej i biologicznej, farmakologiczno-
-toksykologicznej oraz klinicznej. W nastepstwie wszczetej i zakonczonej
rejestracji dopuszczenie do obrotu otrzymuje konkretny produkt leczniczy
w zdefiniowanej dawce i postaci. Jednak w przypadku lekéw biologicz-
nych, oryginalnych i bionastepczych, procedurze dopuszczenia poza wita-
$ciwym produktem leczniczym podlega takze sam proces wytwarzania, co
odpowiednio pozycjonuje range tego procesu i jego znaczenie w uzyskaniu
finalnego produktu. A zatem dane na temat jednego produktu biologicz-
nego w odniesieniu do jakosci, skutecznosci i bezpieczenstwa nie mogg
by¢ przeniesione na produkt wytworzony przez innego producenta z wy-
korzystaniem zupetnie innego procesu produkcyjnego bez udowodnienia
podobienstwa pod wzgledem jakosci, bezpieczenstwa i skutecznosci.

To eksperci uznali, ze badaniu podlegaé¢ musi nie tylko otrzymany lek,
ale takze proces jego wytwarzania, sam w sobie bedacy swoistym produk-
tem. Opisuja to wytyczne EMA 19/07/2007 w sprawie poréwnywalnosci
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produktow leczniczych pochodzenia biologicznego z tej samej fabryki po
zmianie w procesie wytwarzania lub zmianie linii technologicznej do wy-
twarzania. Wszystko to zadecydowato o specjalnym trybie rejestracji lekow
biologicznych. Uznano, ze z uwagi na specyfike i niezwykle skomplikowang
strukture lekdéw biologicznych dopuszczenie ich do obrotu musi opierac sie
na bardzo Scisle okreslonych badaniach i procedurach. Stwierdzono, ze
leki biologiczne nie majg generykdéw i w zwigzku z tym muszg podlegac
odmiennemu traktowaniu, zanim zostang dopuszczone do leczenia pacjen-
tow, a ich rejestracja jest niemozliwe bez przeprowadzenia niezaleznych
badan /15-26/. Akceptowalne réznice pomiedzy lekami biopodobnymi a
produktami referencyjnymi w zakresie trzech gtéwnych wskazan omawiajg
wytyczne EMEA/EMA /27/.
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2.1. WSTEP

Przeciwciata, inaczej immunoglobuliny, to biatka wytwarzane np. przez
nasz ukfad odpornosciowy, ktoére stanowig gtdéwng linie obrony organizmu
przed atakami z zewnatrz.

Przeciwciata to takze niezwykle dynamicznie rozwijajaca sie grupa bio-
logicznych lekéw referencyjnych i biopodobnych wytwarzanych w znako-
mitych firmach farmaceutycznych o wysokiej kulturze naukowej w zakre-
sie biotechnologii.

Przeciwciata bedace lekami mozna podzieli¢ na dwa gtdwne rodzaje:
poliklonalne i monoklonalne, przy czym te pierwsze wykazujg powinowac-
two do wiecej niz jednego antygenu, drugie za$ — powinowactwo tylko do
jednego, specyficznego dla nich antygenu. Dodatkowo przeciwciata mo-
noklonalne mogg by¢ jednofunkcyjne lub wielofunkcyjne. Ponadto mozna
taczy¢ fragmenty przeciwciat monoklonalnych, wytworzone w komorkach
szczura i oddzielnie w komodrkach myszy - wobec identycznego genu.
Otrzymujemy wtedy hybrydowe przeciwciato monoklonalne przeciwko
dwu antygenom - przyktadem niech bedzie dopuszczony do obrotu katu-
maksomab /30/.

W lecznictwie w grupie przeciwciat wyrézniamy:

a/ ok. 80% przeciwciat monoklonalnych jednofunkcyjnych,

b/ ok. 8% przeciwciat monoklonalnych wielofunkcyjnych,

¢/ ok. 12% przeciwciat poliklonalnych.

Fragmenty przeciwciat monoklonalnych potgczone z innymi fragmenta-
mi biatek tworzg biatka fuzyjne, np. romiplostym /31/ bedacy biatkiem fu-
zyjnym z przeciwciatem peptydowym. Czgsteczka tego przeciwciata sktada
sie z domeny Fc ludzkiej immunoglobuliny IgG1 z przeciwciatem peptydo-
wym ztozonym z peptydu przytaczonego do fragmentu Fc, ktéra sygnali-
zuje i aktywuje za pomocg receptora trombopoetyny wewnatrzkomérkowe
szlaki transkrypcji, zwiekszajac w ten sposob wytwarzanie ptytek krwi. Se-
kwencja aminokwasowa romiplostymu nie jest homologiczna z sekwencjq
endogennej trombopoetyny. Lek ten jest stosowany u dorostych pacjentéw
z przewlektg pierwotng matoptytkowoscig idiopatyczng, wykazujaca niedo-
stateczng odpowiedz na inne leczenie.

2.2. IMMUNOGLOBULINY - NATURALNE PRZECIWCIALA

Immunoglobuliny wystepujace w organizmie cziowieka, nazywane
rowniez przeciwciatami, sq odpowiedzialne za ochrone przed atakami ze-
wnetrznych agresoréw, np. bakterii czy wiruséw. Te biatka, bedace inte-
gralng i niezwykle istotng czescig uktadu odpornosciowego, mozna row-
niez podzieli¢ na klasy - kryterium tego podziatu sg réznice w budowie
ciezkich tancuchdéw. W podziale tym wyrézniamy:

e immunoglobuliny A (IgA) - posiadaja ciezki tafcuch w formie

a (alfa),
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e immunoglobuliny D (IgD) - posiadaja ciezki tancuch w formie

0 (delta),

e immunoglobuliny E (IgE) - posiadajg ciezki taricuch w formie € (ep-
silon),

e immunoglobuliny G (IgG) - posiadaja ciezki tancuch w formie
y (gamma),

e immunoglobuliny M (IgM) - posiadajg ciezki fancuch w formie
M (mi).

Ponadto stwierdzono wystepo-
leG IgE gD wanie drobnych réznic w budowie
g B Py ciezkich tancuchow réwniez w ob-
\!‘r \h( \MI rebie jednej klasy, w wyniku czego

wyodrebniono podklasy, np. IgG1,
IeM IgA 1gG2, IgG3 i IgG4. Praktycznym

N o przyktadem badania, np. immuno-
:}3{ '{« "](' H a?.';#;—, globulin G, jest wykrywanie tzw.
4 ? : prazkéw oligoklonalnych w ptynie

mdzgowo-rdzeniowym pacjentéw
podejrzanych o chorobe SM.

Immunoglobuliny G sugerujg stan zapalny, a 90% pacjentéw z SM ma
prazki w ptynie moézgowo-rdzeniowym przez cate zycie - prazki oligoklo-
nalne spetniajg zatem role biomarkera w SM.

Istnieje teoria zaktadajgca, ze kazda choroba w naszym organizmie
powoduje pojawienie sie wczesnych sygnatdw ostrzegania, ktore, niestety,
z powodu naszej niewiedzy i cigqgle stabej diagnostyki analitycznej nie sg
odpowiednio wczesniej zauwazane.

Naczelng zasada immunochemioterapii jest przywroécenie
uspionemu ukiadowi odpornosciowemu pacjenta zdolnosci do roz-
poznawania i oddzialywania na komérki rakowe oraz uruchomie-
nie systemoéw toksycznosci komorkowej w stosunku do komoérek
nowotworowych.

Powstaje pytanie, dlaczego choroba /np. nowotworowa/ nie jest odbie-
rana przez uktad odpornosciowy naszego organizmu jako hasto do obrony
zycia. A dzieje sie tak, bo nowotwory wyksztatcajg mechanizmy hamujace
prawidtowe funkcje ukfadu odpornosciowego, po prostu oszukujace nasz
uktad odpornosciowy. Do takich przyktadowych oszustw ukfadu odporno-
sciowego przez komérki rakowe mozemy zaliczy¢: zanikanie lub bloko-
wanie antygenu komorki nowotworowej, ktéry staje sie niewidoczny dla
uktadu odpornosciowego; wysoka czestotliwo$¢ zmian antygenu komérek
nowotworowych, za ktérymi nie nadgza uktad odpornosciowy pacjenta -
nowotwér blokuje powstawanie czastek adhezyjnych, biatek klasy MHC,
ktére normalnie aktywujq uktad odpornosciowy do walki. Oszustwa te po-
trafimy jedna zwalcza¢, a to m.in. poprzez: addytywny transfer komoérek,
blokady immunologicznych punktow kontroli, strategie szczepionkowe.
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Przeciwciata otrzymywane przez cztowieka sq bronig w wojnie celowanej,
stuzac do blokady immunologicznych punktéw kontroli. Jezeli zablokujemy
antygen komorki rakowej obnizajacy aktywnos¢ limfocytéw, to zwieksza-
my site uktadu odpornosciowego. Immunologiczne punkty kontroli hamujg
aktywnos$¢ limfocytu T, a zatem zablokowanie ich poprzez lek zwieksza
aktywnos¢ limfocytu T.

Zasada dziatania immunoterapii, krétko méwiac, to przywrdcenie uspio-
nemu ukfadowi odpornosciowemu pacjenta zdolnosci do rozpoznawania i
oddziatywania na komorki rakowe.

Immunoterapia anty-PD-1 i anty-PD-L-1 /ASCO 2014/ to jedno z naj-
wazniejszych odkry¢ naukowych ostatnich lat. Do walki z nowotworem
limfocyty T i B muszq miec¢ wolny i aktywny na swej powierzchni receptor
PD-1. Nowotwory blokujg receptor PD-1 znajdujacy sie na limfocytach T i
B poprzez wigzanie go ze swym ligandem PD-L1 znajdujqcym sie na po-
wierzchni komorek nowotworowych. W wyniku potgczenia PD-1 z limfocytu
z PD-L-1 z nowotworu dochodzi do zaslepienia uktadu odpornosciowego
pacjenta. Proces taki zachodzi w nowotworach ptuc, prostaty, okreznicy,
zotadka, nerki, piersi, pecherza, w przypadku glejaka, czerniaka, nowo-
twordéw gtowy i szyi. Im wiec wyzsza ekspresja PD-L1 na komdrkach no-
wotworowych, tym wieksza blokada limfocytéw chorego, a w konsekwencji
krétszy czas zycia pacjenta.

Leki immunologiczne blokujgq zte potaczenie PD-1 limfocytu z PD-L1
komorki nowotworowej, dzieki czemu przywracajg limfocytom zdolnos¢
zwalczania komoérek rakowych. Dochodzi do odslepienia uktadu immuno-
logicznego pacjenta. Dzieki takiemu blokowaniu biatka PD-1 limfocytow
przez lek immunologiczny uktad odpornosciowy chorego moze zobaczy¢
komorki nowotworowe i moze dojs¢ do finalnej ich apoptozy.

Interesujacym produktem leczniczym celujacym w PD-1 jest przeciw-
ciato monoklonalne niwolumab /32/, ktére daje finalnie efekt podobny do
nozyczek uniemozliwiajagcych utrzymywanie sie potaczenia PD-1 z PD-L1.
Stosowanie temu podobnych fantastycznych rozwigzan ma jednak powaz-
ne ograniczenie, a jest nim niska ekspresja ligandu receptora programo-
wanej $mierci PD-L1 /ang. protein programmed death-ligand 1/ w tkance
nowotworowej.

Jak wynika ze wspdlnego komunikatu MSD EMA i URPL z 18 czerwca
2018 roku - opublikowanego na stronie Urzedu Rejestracji, a opartego na
trwajacym badaniu klinicznym KEYNOTE-361 - stosowanie pembrolizuma-
bu w monoterapii w leczeniu raka urotelialnego miejscowo zaawansowa-
nego lub z przerzutami u 0sdb dorostych, ktore nie mogg zostac zakwalifi-
kowane do chemioterapii zawierajacej cisplatyne, jest wskazane jedynie w
sytuacji, gdy taczny wynik pozytywny CPS /ang. Combined Positive Score/
z ekspresjq PD-L1 w tkance nowotworowej wynosi ponad 10 lub jest réwny
10. Ta informacja zwraca uwage na rzecz istotng w leczeniu celowanym:
nie tylko na obecnos$¢ antygenu, ale takze na jego wystarczajace steze-
nie. Dotychczas panowato bowiem przekonanie, ze konieczne jest wysokie
stezenie leku w miejscu dziatania. Tymczasem dzisiaj méwimy, ze w przy-
padku lekdéw bedacych przeciwciatami istotna jest takze wysoka ekspresja
antygenu na powierzchni komérki nowotworowej.
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Inng metodq walki jest taqczenie sit, czyli dwa przeciwciata monoklonal-
ne - blokujgce rézne antygeny i finalnie spowalniajgce chorobe. CTLA4
jest inhibitorem aktywacji limfocytéw T. Zablokowanie CTLA4 zwieksza
proliferacje /zdolno$¢ do namnazania/ limfocytéw T. Lekiem, a jednocze-
$nie przeciwciatem monoklonalnym blokujacym antygen CTLA4 jest ipili-
mumab /33/. I tak na przyktad, potaczenie nivolumabu /leku celujacego
w receptor PD-1/ z ipilimumabem /lekiem celujacym w biatko CTLA-4/
skutkuje stabilizacjq choroby w 50% u chorych z zaawansowanym prze-
rzutowym czerniakiem.

2.3. BUDOWA PRZECIWCIAL

Przeciwciata majg skomplikowang budowe, ktérg mozna jednak przed-
stawi¢ w sposdb bardzo uproszczony.

tancuchy przeciwciata sq:

e ciezkie - dtugie,

e lekkie - krotkie.

tancuch  dtugi/ciez-
ki posiada czesci sta-
te oznaczane jako CL,
identyczne dla przeciw-
ciat jednej klasy, CH:
CH1, CH2, CH3, liczac od
gory, oraz czesci zmien-
ne, oznaczane jako VH.
Podobnie zbudowane sa
tancuchy krotkie/lek-
kie - takze zawierajq
one czesci state i czesci
zmienne. Czes$¢ zmienna
oznacza fragment biatka, ktéry moze sie rozni¢ w zaleznosci od rodzaju
przeciwciata. Czesci state sq identyczne dla grupy przeciwciat.

tancuch lekki =

mostki dwusiarczkowe =

oo
(]

tancuch cigzki »

Schematyczna budowa przeciwciata z zaznaczonymi grupami funkcyj-
nymi

Opis schematu budowy przeciw-

2 ciat: 1 - Fragment Fab; 2 - Frag-

2 @ P ment Fc; 3 - tancuch ciezki (za-

“\ ® /*’ @ wiera VH, CH1, zawias, regiony
®- CH2 i CH3, liczac od N-konca); 4 -
- N ; : tancuch lekki (zawiera regiony VL i
°°°° s CL, liczac od N-konca); 5 - Kazde z

: @ ramion przeciwciata (Fab) zawiera

cze$¢ wigzacq antygen, zwang pa-
| ] ratopem (linia przerywana), miej-

f sce wigzania antygenu CDR; 6 -
""""""""""""""" Regiony zawiasowe; S-S - mostki
disiarczkowe.
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Schematyczna budowa przeciwciata z zaznaczonym obszarem Fab, Fc
i CDR

Budowa przeciwciata monoklonalnego

CDR
= CDRw nimznajduja sie faricuchy weglowodanowe ktére wptywajana
zmienno$¢ aktywnosci przeciwciata monoklinalnego/ mAb /.

= Fab region zmienny

+ Fc podobny lub identyczny w wielu

« przeciwciatach monoklonalnych.

« Pozwala przeciwcialu naintegracje z komdrkami NK

= lubinterakcje z pomocniczymi komd-kami odpornoscio
receptory gamma fragmentu Fc

przez

« LekamisatakZe fragmenty. Przeciwcial.

Model przeciwciata monoklonalnego mAb /ang. monoclonal antibody/

Kazde przeciwciato po-
siada zdolnos¢ taczenia sie z
okreslonym celem, nazywa-
nym antygenem - a doktad-
niej taczy sie z fragmentem
antygenu, nazywanym epi-
topem.

Epitop zazwyczaj jest
zbudowany z tancucha pep-
tydowego o dtugosci od 5 do
8 aminokwasow i znajduje
sie na powierzchni biatka.
Czasteczka antygenu moze
by¢ dowolna substancja,
ktora jest w stanie wzbudzié
przeciwko sobie odpowiedz odpornosciowg swoistg lub po prostu reaguje z
przeciwciatami. Antygeny czesto znajduja sie na powierzchni wiruséw czy
komorek bakteryjnych atakujacych organizm.

Czes$¢ czasteczki przeciwciata odpowiadajgca za wigzanie z takim wia-
$nie antygenem nazywana jest paratopem i znacznie sie rézni od immu-
noglobulin wytwarzanych w organizmie cztowieka. A zatem mozna powie-
dzie¢, ze przeciwciato taczy sie z antygenem, a bardziej precyzyjnie, ze
paratop z przeciwciata tqczy sie z epitopem z antygenu.

Kluczem do wykorzystania w leczeniu przeciwciat monoklonalnych -
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samodzielnych lub w potaqczeniach w biokoniugatach - byto stwierdzenie
istnienia antygenéw na powierzchni komoérek nowotworowych oraz ich
zwiekszonej prezentacji w nowotworzeniu. Odkrycie antygenéw na po-
wierzchni komérek nowotworowych stato sie zatem wskazéowkg dla kie-
runku poszukiwan przeciwciat.

Czasteczki przeciwciata blokujgce antygeny na powierzchni komorki

Antygeny,
zablokowane
przez leki be-
dace przeciw-
ciatami, nie
mogq przeka-
zywa¢  sygna-
téw do wnetrza
lub do innych
komoérek, co w
konsekwencji
hamuje rozwdéj
komoérek no-
wotworowych i
moze prowadzic¢
do ich apoptozy.

2.4. SKROCONA HISTORIA PRZECIWCIAL

Prapoczatki przeciwciat to zaledwie wiek XIX, kiedy to lekarze Jules
Héricourt i Charles Richet podawali pacjentom surowice zwierzat immu-
nizowanych guzami kosci. Tymczasem to w ubiegtym wieku opracowano
technologie produkcji przeciwciat monoklonalnych - osiggniecie uznawane
obecnie za wynalazek przetomowy w historii medycyny oraz nauk biolo-
gicznych. Opracowania tego w potowie lat osiemdziesigtych XX wieku do-
konata para naukowcéw: César Milstein (1927-2002) i Georges J.F. Kéhler
(1946-1995), ktérzy w zwigzku z tym odkryciem zostali w roku 1984 lau-
reatami Nagrody Nobla w dziedzinie medycyny.

W roku 1997 FDA zarejestrowata rytuksymab /34/, pierwsze przeciw-
ciato monoklonalne, stosowane w leczeniu chitoniakédw nieziarniczych wy-
wodzacych sie z limfocytéw B.

W roku 2018 rynek przeciwciat ma juz warto$¢ 75 miliardéw dolaroéw,
a zaktada sie, ze do roku 2020 rynek przeciwciat monoklonalnych bedzie
stanowit gtdwng sprzedaz wszystkich lekdw biotechnologicznych.

2.5. CHIMERYZACJA I HUMANIZACJA PRZECIWCIAL
Pierwsza opracowana metoda produkcji przeciwciat monoklonalnych,
autorstwa Milsteina i Kohlera, dotyczyta immunoglobulin pochodzacych
od myszy. Pierwszym etapem byta immunizacja myszy za pomoca odpo-
wiedniego antygenu, nastepnie pobierano limfocyty B wprost ze $ledziony
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zwierzecia. Kolejnym etapem procesu byta wiec fuzja limfocytéw B wytwa-
rzajacych swoiste przeciwciata z komérkami szpiczaka, czyli nowotworu
uktadu krwiotwdrczego. Powinowactwo przeciwciat wytwarzanych przez
takg hybryde determinowat limfocyt B uzyty w fuzji, natomiast rolg komér-
ki szpiczaka w catym procesie byto nadanie ostatecznemu tworowi ,nie-
$miertelnosci”, przez co mozliwa stata sie teoretycznie nieskoriczenie dtuga
hodowla w warunkach in vitro. Komoérka szpiczaka dodatkowo dostarcza
hybrydzie wielu rybosoméw, a takze rozwinietego aparatu Golgiego, co
pomaga jej wytwarzac duze ilosci biatek, w tym pozadanych przeciwciat.

Takie stworzone sztucznie linie komoérkowe okresla sie jako hybrydomy.
Mogg by¢ one przechowywane w formie zamrozonych kultur przez dtu-
gi czas. Do produkcji wybieramy to potaczenie, ktére najbardziej wydaj-
nie wytwarza przeciwciata, izolujemy je, a nastepnie klonujemy. Warto tu
moze nadmienié, ze okreslenie ,monoklonalny” odnosi sie do pochodzenia
takiego przeciwciata z pojedynczego klonu w przeciwienstwie do przeciw-
ciat poliklonalnych uzyskiwanych z réznych klonow.

Otrzymane mysie przeciwciata monoklonalne powinny by¢ zmodyfiko-
wane w taki sposdb, aby minimalizowaé u pacjenta ryzyko powstawania
przeciwciat. Aby unikngé immunogenizacji przeciwciato mysie zamieniamy
na chimeryczne, czyli majace ok. 70% struktury ludzkiej. Nastepnie dalej
prowadzimy proces humanizacji, otrzymujqc przeciwciato zawierajqce ok.
90% struktury ludzkiej — dopiero wtedy mamy przeciwciato humanizowane.

W przypadku technik produkcji przeciwciat chimerycznych geny kodu-
jace regiony zmienne tancuchdéw lekkich i ciezkich pochodza od myszy,
natomiast cata reszta - od cztowieka. W przeciwciatach humanizowanych
tylko regiony hiperzmienne pochodza od myszy, reszta - od cztowieka.

Mozliwe jest rowniez wytwarzanie przeciwciat w petni ludzkich, a to
dzieki takim technikom jak phage display wykorzystujaca fagi oraz two-
rzenie zwierzat transgenicznych. Przyktadem dopuszczonego do obrotu w
petni ludzkiego przeciwciata jest kanakinumab. To catkowite ludzkie prze-
ciwciato monoklonalne wytwarzane przez hybrydowa linie komdrek myszy
Sp2/0 w technologii rekombinacji DNA - inhibitor interleukiny-1-beta. In-
terleukina-1-beta aktywuje gen IL-1-beta, a on wytwarza mediatory reak-
cji zapalnej. Kanakinumab jako inhibitor interleukiny-1-beta blokuje meta-
bolity reakcji zapalnej /35/. Mimo ze kanakinumab jest catkowicie ludzkim
przeciwciatem monoklonalnym, to posiada potezne dziatania niepozadane.

2.6. PRZYKLADOWE ZASTOSOWANIE PRZECIWCIAL
W LECZNICTWIE

Adalimumab jest rekombinowanym ludzkim przeciwciatem mono-
klonalnym uzyskiwanym przez ekspresje w komodrkach jajnika chomika
chinskiego, stosowanym w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawéw o
umiarkowanym i ciezkim nasileniu, tuszczycowym zapaleniu stawéw, ze-
sztywniajacym zapaleniu stawdéw kregostupa oraz chorobie Le$niowskie-
go-Crohna.

Adalimumab wigze sie swoiscie z TNF i neutralizuje biologiczng czyn-
no$¢ TNF, blokujac jego interakcje z receptorami p55 i p75 na powierzchni
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komérki. Moduluje réwniez odpowiedzi biologiczne indukowane lub regu-
lowane przez TNF, w tym zmiany w poziomach czgsteczek adhezji miedzy-
komorkowej, odpowiadajacych za migracje leukocytéw (ELAM-1, VCAM-1
i ICAM-1, wartos¢ IC50 wynosi 1-2 x 10-10 M) /36/.

Blinatumomab to biospecyficzne przeciwciato poliklonalne, aktywu-
jace endogenne limfocyty T, taczac czasteczke /antygen/ w kompleksie
receptora limfocytu T z czgsteczka CD19 /drugi antygen/ na powierzchni
prawidtowych i nowotworowych limfocytéow B /37/. Jako przeciwciato poli-
klonalne uczestniczy w tworzeniu synapsy cytolitycznej miedzy limfocytem
T a komorkg nowotworowg, w ktérej uwalniane sg enzymy proteolityczne
niszczace komorki w stanie zaréwno proliferacji /wzrostu/, jak i spoczyn-
ku.

Jest on wskazany do stosowania w leczeniu dorostych z nawrotowg lub
oporng na leczenie ostrg biataczka limfoblastyczng /ALL/.

Kanakinumab jest stosowany w leczeniu okresowych zespotéw z mu-
tacja genu NLRP3 zaleznych od kriopiryny, w uktadowym mtodzieniczym
idiopatycznym zapaleniu stawéw oraz w dnawym zapaleniu stawéw /35/.

Katumaksomab jest jednym z ciekawszych przeciwciat - to tréjfunk-
cyjne szczurzo-mysie hybrydowe przeciwciato monoklonalne, wytwarzane
w szczurzo-mysiej hybrydowej linii komdrek hybrydoma i skierowane swo-
iScie przeciwko dwu antygenom: czasteczce adhezyjnej komédrek nabton-
kowych EpCAM oraz antygenowi CD3 /30/. Trzecie funkcjonalne miejsce
wigzania w rejonie Fc katumaksomabu umozliwia interakcje z pomocni-
czymi komadrkami odpornosciowymi poprzez receptory Fc gamma. Lek ten
wskazany jest w dootrzewnowym leczeniu wodobrzusza nowotworowego
u dorostych z rakami Ep-CAM pozytywnymi.

Rytuksymab /34/, ofatumumab /38/ oraz obinutuzumab /39/, be-
dace przeciwciatami monoklonalnymi stosowanymi w przewlektej biataczce
limfocytowej przeciwko antygenowi biatka CD20, w swej aktywnosci tera-
peutycznej wspomagajg uktad odpornosciowy. Wymienione leki stosowane
sq W immunoterapii, oznaczajac chore komérki w celu ich zniszczenia. An-
tygen CD20 jest przezbtonowaq fosfoproteing wystepujgca na powierzchni
komorek linii limfocytéw B, od komorek pre-B do stadium dojrzatych limfo-
cytéw B, oraz na powierzchni komorek guzéw wywodzacych sie z komdrek
B. Do guzdéw wywodzacych sie z komdrek B nalezy przewlekia biataczka
limfocytowa, w przypadku ktdrej obserwuje sie mniejsza ekspresje CD20.

Ofatumumab wigze sie specyficznie z okreslonym epitopem obejmuja-
cym zaréwno matg, jak i duzg petle zewnatrzkomadrkowg antygenu CD20.
Wigzanie ofatumumabu z epitopem czesci antygenu CD20 indukuje re-
krutacje i aktywacje dopetniacza na powierzchni komérki, co prowadzi do
cytotoksycznosci zaleznej od uktadu dopetniacza i w rezultacie do lizy ko-
morek guza. Ten produkt leczniczy indukuje lize w przypadku komérek
zaréwno o matej, jak i o duzej ekspresji CD20 oraz komédrek opornych na
rytuksymab. Ponadto wigzanie ofatumumabu umozliwia rekrutacje natu-
ralnych komoérek cytotoksycznych /komdrek NK/ i tym samym indukuje
$mier¢ komérki poprzez mechanizm cytotoksycznosci komoérkowej zalez-
nej od przeciwciat.
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Obinutuzumab stosowany jest takze u chorych wczesniej nieleczonych
w PBL w skojarzeniu z chlorambucylem. Dziata bezposrednio na pozako-
morkowaq petle antygenu przezbtonowego CD20 na powierzchni nieztosli-
wych i ztosliwych limfocytow B. Glikoinzynieria fragmentu Fc obinutuzumu
powoduje wzrost powinowactwa do receptorow Fc gamma RII komodrek
efektorowych - takich jak komodrki NK, makrofagi, monocyty - w poréwna-
niu z przeciwciatami, ktérych nie modyfikowano metodami glikoinzynierii.

Okrelizumab /40/ jest to rekombinowane humanizowane przeciwciato
monoklonalne selektywnie skierowane przeciwko limfocytom B z ekspre-
sjq antygenu CD20, stosowane w stwardnieniu rozsianym. Limfocyty B z
ekspresjg antygenu CD20 po potaczeniu z okrelizumabem sg wybidrczo
usuwane w organizmu pacjenta, pozostawiajac jedynie zdrowe limfocyty
B, a tym samym proces chorobowy jest hamowany. Biatka CD20, z ktérym
wigze sie okrelizumab, nie ma na plazmocytach, a to ono odpowiada za
pamiec¢ immunologiczng. To przeciwciato nie niszczy odpornosci nabytej w
kontekscie np. szczepien, poniewaz nie zaburza dtugoterminowej pamieci
immunologicznej. Moze to by¢ wyttumaczeniem wstepnym zapadalnosci
na rézne choroby wywotywane przez wirusy i bakterie uspione w naszych
organizmach.

W stwardnieniu rozsianym mamy do czynienia z pacjentami posia-
dajacymi rozregulowany uktad odpornosciowy: osrodkowo - w grasicy, i
obwodowo - we krwi. Uszkodzenie grasicy powoduje przezycie komodrek
autoreaktywnych i poprzez nieprawidtowg ich aktywacje we krwi skutkuje
niszczeniem os$rodkowego uktadu nerwowego.

Antygen CD20 znajduje sie na wybranych limfocytach B, nie ma go na
komoérkach macierzystych.

Stosowanie takich przeciwciat jak rytuksymab, ofatumumab, obinutu-
mumab w przewlektej biataczce limfocytowej czy okrelizumabu w SM po-
zwala, by zaatakowane limfocyty B mogty sie regenerowac dla dobra pa-
cjenta. Limfocyty B nie tylko produkuja przeciwciata, ale takze prezentujq
antygen limfocytom T. Dochodzi do stymulacji limfocytéw T - do szerzenia
epitopdw, czyli uczulenia na kolejne antygeny mieliny u chorych na SM.

Ewolokumab to przeciwciato monoklonalne klasy 1gG2, wskazane do
leczenia hipercholesterolemii i dyslipidemii mieszanej, wigze sie wybidrczo
z PCSK9 - biatkiem ograniczajacym usuwanie przez watrobe LDL, lipo-
protein o niskiej gestosci /41/. Podwyzszony poziom cholesterolu LDL jest
czynnikiem ryzyka powstania chordb uktadu krazenia. Zwigzanie biatka
PCSK9 przez ewolokumab pozwala receptorom LDLR na samowychwyty-
wanie nadmiaru LDL wystepujacego w surowicy krwi. Biatko PCSK9 oslepia
receptory LDLR, w wyniku czego nie mogg one wychwytywa¢ nadmiaru
LDL z surowicy krwi. Zablokowanie biatka PCSK9 przez ewolokumab po-
zwala na samoregulacje wychwytu nadmiaru LDL z surowicy krwi.

2.7. WYMAGANIA FARMAKOLOGICZNE
Idealne przeciwciato stosowane w leczeniu charakteryzuje sie:
e specyficznoscig docelowa,
¢ stabilnoscig biologiczna,
e dostepnoscig biologiczng po podaniu pacjentowi,
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e powinowactwem do wigzania z miejscem docelowym - chorg ko-
morka,

e selektywnoscia,

e relatywnie niskg immunogennoscia.

Tymczasem dobre przeciwciato charakteryzuje sie:

e wysokg selektywnoscig wigzania sie z epitopem antygenu komorki
nowotworowej,

e niskg immunogennoscig, czyli brakiem stymulowania w organizmie
pacjenta powstawania przeciwciat przeciwko przeciwciatu podanemu
jako lek - nie stymuluje powstawania innych chorob.

2.8. RYZYKO TERAPII PRZECIWCIALAMI

Przeciwciata ludzkie w organizmie cztowieka ulegajg endocytozie /jeden
ze sposobow transportu duzych czasteczek do wnetrza komoérki poprzez
tworzenie wakuoli i ich migracje do wnetrza komorki z fragmentem btony
komoérkowej/. Rozktad przeciwciat ludzkich nastepuje w komadrkach uktadu
siateczkowo-$rédbtonkowego.

Przeciwciata stanowig szanse dla wielu chorych. Wymagaja jednak or-
dynacji przez do$wiadczonego lekarza przy jednoczesnej bacznej obser-
wacji odpowiedzi organizmu chorego. Podjecie ryzyka substytucji leku be-
dacego wybranym przeciwciatem wymaga bardzo mocnego uzasadnienia
merytorycznego.

Efektywnos$¢ terapii jest najskuteczniejsza przy pierwszym podaniu,
kolejne dawki powodowaty silng odpowiedZz immunologiczng manifestu-
jacq sie, po pierwsze, szybka degradacjg wprowadzanej dawki; a po dru-
gie, powaznymi dziataniami niepozgdanymi. Ponadto skuteczno$c¢ terapii
z udziatem przeciwciat monoklonalnych zalezy od czynnikdéw zwigzanych
z przeciwciatem, cechg nowotworu, cecha tkanki docelowej, indywidualng
reaktywnoscig pacjenta.

Ograniczeniem immunoterapii przeciwciatami jest niejednakowy roz-
ktad antygenu na powierzchni guza litego. Czasami cze$¢ antygenéw do-
staje sie do krwi i wigze przeciwciata, zanim te dostang sie do komérek do-
celowych. Tymczasem zwigzane z antygenem przed dotarciem do komorek
docelowych przeciwciato, bedace podawanym lekiem, jest nieprzydatne w
stosowanej terapii, zbyt szybko bowiem jest blokowane. I okazuje sig, ze
taki chory nie jest wtedy w ogdle leczony.

Jak wynika z WHO Pharmaceuticals Newsletter /2010.05.10/, przeciw-
ciata monoklonalne podawane w celu supresji /hamowania/ uktadu immu-
nologicznego mogg wywotywac u niektorych pacjentow gtebokg immuno-
supresje, podczas ktérej dochodzi do rozwoju inwazyjnych zakazen grzy-
biczych. Fachowi pracownicy opieki zdrowotnej muszg zatem wnikliwie
obserwowac pacjenta w czasie leczenia i po nim takze. O zakazeniu grzy-
biczym $wiadczyé moze goraczka, zte samopoczucie, kaszel, dusznos¢,
zmiany naciekowe w ptucach. W takim przypadku nalezy bezwzglednie
przestrzegac dyscypliny ordynacji przeciwciata oraz wskazan w zakresie
badan cytomolekularnych.

I znoéw postuzmy sie konkretnymi przyktadami.

Bewacizumab blokuje specyficzne biatko VEGF petnigce funkcje w pro-
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cesie angiogenezy, czyli wzroscie nowych naczyn krwiono$nych w obre-
bie tkanki nowotworowej. Redukcja naczyn krwiono$nych w obrebie guza
doprowadza do jego zmniejszenia lub zaniku. VEGF to czynnik wzrostu
srodbtonka naczyn. Badania wykazaty, ze mamy dwa biatka VEGF: jed-
no VEGF-165a stymulujace tworzenie naczyn krwiono$nych w tkance guza
oraz drugie biatko VEGF-165b hamujace tworzenie naczyn krwionosnych
w obrebie guza /42/. Przy czym bewacizumab blokuje obie formy biat-
ka VEGF-165. Przed podaniem tego leku nalezy zatem zmierzy¢ poziom
biatka VEGF-165b hamujacego angiogeneze w komorkach nowotworowych
pacjenta i jezeli chory ma niski jego poziom, to bewacizumab bedzie w
jego przypadku skuteczny, bo zwigze zte biatko VEGF-165a stymulujace
angiogeneze w jego tkance nowotworowej. Wobec tego biatko VEGF-156 b
mozna uznac za swoisty biomarker skutecznosci leczenia bewacizumabem.

Omalizumab, humanizowane przeciwciato monoklonalne otrzymane
poprzez rekombinacje DNA z linii komdrek chomika chinskiego, stosowane
jest do leczenia astmy wywotanej za posrednictwem immunoglobuliny /
IgE/ /43/. Zmniejszanie jej poziomu gwarantuje sukces terapeutyczny.
Omalizumab wigze IgE, zmniejszajac ilo$¢ wolnej IgE uruchamiajacej ka-
skade alergiczng. Niestety, po wstrzyknieciu podskérnym mogg wystepo-
wac reakcje anafilaktyczne, a po 5 dniach od iniekcji moze pojawic sie
choroba posurowicza, zapalenie stawodw.

Panitumumab, wskazany w monoterapii raka jelita grubego z prze-
rzutami wykazujacymi ekspresje receptora nabtonkowego czynnika wzro-
stu EGFR i genu KRAS typ dziki bez mutacji, moze indukowac zapalenia
rogéwki i lub wrzodziejace zapalenia rogéwki /44/.

Daratumumab, stosowany w szpiczaku mnogim, stymuluje rézne
inne nowotwory /45/.

Okrelizumab, stosowany w SM, zwieksza ryzyko raka piersi.

Wedolizumab, stosowany we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego,
zwieksza ryzyko indukcji réznych nowotwordéw /45/.

2.9. NOMENKLATURA PRZECIWCIAL TERAPEUTYCZNYCH

Wszystkie przeciwciata w nazwie miedzynarodowej majgq koncéwke
-mab. Dla dokfadniejszego przedstawienia rodzaju biologicznego zrddta
pozyskania przeciwciata wprowadzono dodatkowe koncowki:

e przeciwciata pochodzace od myszy - -omab, np. edrecolomab,

e przeciwciata pochodzace od szczura - -amab,

e przeciwciata pochodzace od chomika - -emab.

Koncowki przedstawiajace rodzaj zmian dokonanych w celu zmniejsze-
nia ryzyka immunizacji organizmu pacjenta:

e przeciwciato chimeryzowane - -ximab, np. cetiximab,

e przeciwciato humanizowane - -zumab, np. bewacizumab,

e przeciwciato ludzkie - -umab, np. adalimumab.

2.10. ZASADY TERAPII PRZECIWCIALAMI
Tworzenie lekow bedacych przeciwciatami poprzedzone jest znalezie-
niem antygenu, ktéry powinien by¢ zablokowany przez przeciwciato, aby
spowolni¢ lub zahamowac proces patologiczny zachodzacy w organizmie
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chorego cztowieka. Za taki antygen uznaje sie biatko, ktérego nadekspre-
sja wystepuje w stanie patologicznym, np. w rozwijajgcym sie nowotwo-
rzeniu. I takie zasady stosowane sg w terapii celowanej. Dochodzi do
umyslnego przekierowania leku na cel w chorej komaérce.

Jedng z najwazniejszych grup produktow leczniczych stosowanym w
terapiach celowanych do walki np. z rakiem obok chemicznych drobno-
czasteczkowych inhibitoréw sg wtasnie przeciwciata mono- i poliklonalne.
tacza sie one z receptorami zlokalizowanymi na powierzchni komoérki i
blokujg ich aktywnos$¢, uniemozliwiajac komorce funkcjonowanie. Jezeli
antygen, czyli biatko atakowane przez lek bedacy przeciwciatem, wystepu-
je w zdrowych komérkach, to wtedy mamy dziatania niepozadane: silniej-
sze, im wiecej tego antygenu jest normalnie lub gdy wystepuje on w wielu
szlakach sygnatowych réznych proceséw fizjologicznych.

Przeciwciato winno by¢ specyficzne, aby blokowad wtasciwe biatko istot-
ne w szlaku sygnatowym rozwoju procesu patologicznego. Niestety, moze
ono by¢ takze niespecyficzne, czyli wigzac sie z roznymi biatkami istotnymi
dla utrzymywania fizjologicznej homeostazy, a to zndw niesie ryzyko po-
waznych dziatan niepozadanych w terapii.

Przyktadem niech bedzie trastuzumab, humanizowane przeciwciato
monoklonalne IgG1, produkowane w zawiesinie kultur komérkowych ssa-
kéw (jajnika chomika chinskiego) i oczyszczane metoda chromatografii
powinowactwa i chromatografii jonowymiennej, wtgczajac specyficzng in-
aktywacje wirusow i procedury usuwania /46/. Lek ten jest wskazany w
leczeniu dorostych pacjentéw z HER2 dodatnim rakiem piersi z przerzutami
oraz w skojarzeniu z kapecytabing lub 5-fluorouracylem i cisplatyna w le-
czeniu dorostych pacjentéw z HER2 dodatnim gruczolakorakiem Zzotadka z
przerzutami.

Trastuzumab taczy sie wybidrczo z receptorem ludzkiego naskérkowego
czynnika wzrostu typu 2 (receptora HER2) - nadekspresja HER2 wystepu-
je w 20%-30% przypadkdow pierwotnych nowotwordow piersi. Badania ma-
jace na celu okreslenie czestosci wystepowania nadekspresji HER2 w raku
zotadka z wykorzystaniem badan immunohistochemicznych (IHC) oraz flu-
orescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) lub chromogenicznej hybrydy-
zacj in situ (CISH) wykazaty duzg zmiennos¢ w tym zakresie z wartosciami
od 6,8 do 34,0% dla IHC oraz od 7,1 do 42,6% w przypadku FISH.

Oto ilustracja aktywnosci trastuzumabu w nowotworze piersi.
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Trastuzumab: leczenie celowane raka piersi HER2+

Zapobiegs rozszerepienin | e
receptora HERZ

zewngtrzne] domeny
HERZ

2.11. ROWNOLEGLE STOSOWANIE DWOCH PRZECIWCIAL

Czasami, o ile jest to mozliwe, do osiggniecia lepszych wynikéw tera-
peutycznych stosujemy dwa rdézne przeciwciata blokujace jeden antygen,
ale w réznych miejscach dokowania paratopow do epitopéw. Przyktadowo,
pertuzumab /47/ to przeciwciato zbudowane do ataku na ten sam antygen
HER2 co inny lek, trastuzumab /46/, wybrany do leczenia skojarzonego.
Obie czasteczki taczg sie z receptorem HER2, ale w réznych jego regio-
nach. Pertuzumab to humanizowane przeciwciato monoklonalne doktadnie
nacelowane na domene zewnatrzkomoérkowa dimeryzacji biatka HER2 -
jego przytaczenie do receptora HER2 dodatkowo utatwia uktadowi odpor-
nosciowemu pacjenta znalezienie i zniszczenie komdrek nowotworowych.
Lek ten sam powoduje hamowanie proliferacji ludzkich komdrek nowo-
tworowych, lecz stosowanie go w leczeniu skojarzonym z trastuzumabem
zwieksza efektywnos$¢ przeciwnowotworowg catej terapii.
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Wykorzystanie przeciwcial monoklonalnych, niestety, nie jest do konca
tak idealne, jak by sie mogto wydawaé. Wiekszos¢ biatek powodujgcych
pogtebianie zmian nowotworowych znajduje sie wewnatrz komoérek, w
zwigzku z czym zablokowanie zewnatrzkomoérkowego receptora nie moze
by¢ efektywne. Oczywiscie istnieje szereg metod wykorzystujacych prze-
ciwciata monoklonalne, ktére skierowane sg do wnetrza komarki, niemniej
jednak wymagane sg wowczas pewne dodatkowe modyfikacje przeciwcia-
ta monoklonalnego.

Sukces w tym zakresie odniesli badacze z Memorial Sloan Kettering
Cancer Center we wspotpracy z naukowcami z Eureka Therapeutics, kto-
rzy stworzyli nowe monoklonalne przeciwciato ESK1, potrafigce taczy¢ sie
biatkami zlokalizowanymi we wnetrzu komoérki. ESK1 zostato stworzone
tak, aby imitowato funkcjonowanie receptoréw limfocytéow T, kluczowych
elementéw systemu immunologicznego. To limfocyty T bowiem posiada-
ja receptory zdolne do rozpoznawania biatek zlokalizowanych wewnatrz
komorki. Jesli dojdzie do zniszczenia struktury biatka odpowiedzialnego
za regulacje proceséw wewngtrzkomérkowych, zlokalizowanego wewnatrz
komorki, wowczas czgsteczki zwane HLA przenoszg fragmenty zdegrado-
wanego biatka na powierzchnie komdrki - prezentujg zdegradowane biat-
ko. I wéwczas limfocyty T rozpoznajq uszkodzone biatko i ,,zabijajq” chore
komorki.

Obecne badania pokazujg, iz ESK1 jest zdolne samodzielnie rozpo-
znawac peptyd WT1 wewnatrz komoérki i ,zabijac” komdrki nowotworowe
dwodch réznych typdw biataczki.

2.12. BIOKONIUGATY I ICH PRZYKLADY TERAPEUTYCZNE

Biokoniugaty = ADC /ang. antibody-drug conjugate/ sa potaczeniem
przeciwciat z innymi klasami zwigzkéw. Tymi innymi zwigzkami mogg by¢
radioaktywne izotopy (promieniowanie izotopu moze przenikaé¢ guz), ale
mozliwe jest takze sprzeganie z toksyng bakteryjng (bezposrednie oddzia-
tywanie toksyny na guz, bez szkody dla zdrowych komodrek), sprzeganie
z lekami (bezposrednie oddziatywanie leku na guz, dodatkowo zmniejsza
ilosci zuzywanego leku), sprzeganie z enzymem, ktory przeksztatca spo-
tkany na swojej drodze prolek w lek dziatajacy (np. system ADEPT, antibo-
dy directed enzymic prodrug therapy).

Nowatorskie prace w zakresie biokoniugatéw prowadzone byty w latach
siedemdziesiatych rownolegle, ale niezaleznie w Polsce i w Stanach Zjed-
noczonych. W roku 1972 prof. W. Kwapiszewski ha Warszawskim Wydziale
Farmaceutycznym rozpoczat prace nad nosnikami aminokwasowymi dla
czasteczek lekdéw, tymczasem w roku 1975 amerykanski prof. A. Rings-
dorf ogtosit teorie podawania lekow przez ich tgczenie z wykorzystaniem
makroczasteczek takich jak peptydy, biatka, polimery. Obaj naukowcy pra-
cowali niezaleznie od siebie, nie znajac rezultatéw swych poszukiwan, od-
dzieleni zelazng kurtyna.

Filozofig systemu jest dostarczenie do komdrek nowotworowych prze-
ciwciata potgczonego kowalencyjnie ze specyficznym enzymem, ktérego
zadaniem jest przeksztatcenie oddzielnie podanego proleku w lek. Naj-
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pierw wprowadza sie do organizmu pacjenta enzym potgczony z przeciw-
ciatem monoklonalnym, ktéry dokuje sie na antygenie komoérki nowotwo-
rowej. Nastepnie podajemy pacjentowi prolek, ktéry dopiero po dotarciu
do komoérki nowotworowej za pomocag enzymu przeksztatca sie w bardzo
trujacy lek, ktory ,zabija” komorki nowotworowe.

Warunkiem koniecznym pozytywnej terapii jest enzym o wysokiej spe-
cyficznosci wobec proleku. Najczesciej dobieramy takie enzymy, ktére nie
wystepujq fizjologicznie w miejscu przemiany proleku w lek, a sg to bakte-
ryjne beta-laktamazy, karboksypeptydazy. Wazne, aby fragment towarzy-
szacy przeciwciatu monoklonalnemu w biokoniugacie ulegat aktywacji nie
w uktadzie krwionosnym, ale dopiero w komdrce nowotworowej, a wiec po
dotarciu np. do guza.

Niezwykle istotny jest takze dobor tacznika pomiedzy lekiem a jego no-
$nikiem, przy czym najlepsze sa taczniki stabilne w osoczu krwi, rozktada-
jace sie i uwalniajgce lek w srodowisku kwasnym nowotworu pod wptywem
katepsyn. Mogg nimi by¢ peptydy lub samoodtaczajgce sie zwiazki.

W czasteczce przeciwciata istnieje kilka potencjalnych miejsc, do kto-
rych mozemy podczepiac substraty koniugacji, a mianowicie:

e grupa epsilon aminowa reszty lizyny — powstajg wigzania amidowe,
do ktérych poprzez wigzania tiolowe przytgczamy substancje zabi-
jajace nowotwor; niestety, zbyt duza liczebnos$¢ zmodyfikowanych
grup aminowych lizyny zmienia wtasciwosci przeciwciata;

e wprowadzamy reszty cukrowe w rejon zawiasowy i mozemy prowa-
dzi¢ kondensacje z grupqg aldehydowa leku;

e mostek disylfidowy - jego potaczenie z lekiem nie wptywa na swo-
isto$¢ przeciwciata; mostki -s-s- sg odpowiedzialne za stabilizacje
przeciwciata.

taczenie zachodzi poprzez zwykte wigzanie peptydowe lub poprzez
mostki -s-s- badz proste peptydy - jako haki samowytgczajace sie w $ro-
dowisku kwasnym guza nowotworowego.

Przeciwciato w biokoniugacie samo moze by¢ lekiem, ale i rownoczesnie
lokomotywaq ciagnacq do konkretnej komorki inny lek lub inne leki. Potg-
czenie np. przeciwciata z czasteczka chemioterapeutyczng lub izotopem
wzmaga zdecydowanie efekt terapeutyczny i zmniejsza dziatania niepoza-
dane, w ten bowiem sposéb obnizeniu ulega stezenie chemioterapeutyku i
np. izotopu w catym organizmie chorego.

A oto przyktady biokoniugatow terapeutycznych.

Trastuzumab emtansine to biokoniugat trastuzumabu z emtanzyna,
bardzo agresywnym chemioterapeutykiem /1980 r. opisana synteza/, nie-
stosowanym samodzielnie z powodu ogromnej toksycznosci /48/. Emtan-
zyna potgczona z trastuzumabem spetniajgcym funkcje leczniczej lokomo-
tywy dostaje sie do komoérek nowotworowych, nie niszczac otaczajacych
je zdrowych komorek.

Ibrytumomab tiuxetan znakowany radioizotopem Itr-90 to bio-
koniugat skfadajacy sie z trzech elementow /49/:

e przeciwciala monoklonalnego irytumamab, opracowanego w taki

sposdb, aby wigzato sie z antygenem CD20 wystepujacym na
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wszystkich limfocytach B /mechanizm wigzania jest bardzo specy-
ficzny/;

e czynnika chelatujgcego, zwanego tiuksetan, ktéry kompleksuje
zmieszany tuz przed podaniem pacjentowi itr 90Y w postaci roztwo-
ru z radioaktywnym chlorkiem itru;

e itr 90Y podany ex tempore - czysty emitent czasteczek beta /elek-
tronéw/, ktoérego $redni zakres oddziatywania wynosi 5 mm; nie-
stety, poza niszczeniem komdrek nowotworowych niszczy réwniez
sasiadujgce z nimi komorki zdrowe /49/.

Brentuksymab vedotin jest koniugatem przeciwciata monoklonalne-
go skierowanego przeciwko komdrkom nowotworowym z ekspresjg CD30,
powigzanego kowalencyjnie z aurystatyng E monometylowang dziatajacq
na mikrotubule /50/. Mechanizm dziatania tego biokoniugatu jest wielo-
stopniowy. Brentuksymab vedotin wigze sie z CD30 komdrek nowotwo-
rowych, nastepnie kompleks przenika do przestrzeni lizosomalnej, gdzie
aurystatyna uwalnia sie i wigze z tubuling, rozrywajac sie¢ mikrotubuli w
obrebie komérki oraz indukujac zatrzymanie cyklu komdrkowego, a tym
samym powodujac apoptoze komérek nowotworowych z ekspresjg CD30.

2.13.PREMEDYKACJAW PRZYPADKU PODAWANIA PRZECIWCIAL

W tym przypadku premedykacja jest to podawanie lekdw znoszacych
negatywne zjawiska zwigzane z leczeniem pacjenta przeciwciatami.

Postuzmy sie znow przyktadami.

Ofatumumab stosowany w leczeniu przewlektej biataczki limfocytowej
opornej na fludarabine i alemtuzumab wymaga przed wykonaniem infuzji
premedykacji prednizolonem, paracetamolem i cytyryzyng p-histaminowqg
/w celu ztagodzenia reakcji zwigzanych z infuzjg/, do ktérych m.in. zali-
czamy: zespét lizy guza; zespo6t uwalniania cytokin manifestujacy sie dusz-
noscia, skurczem oskrzeli, gorgczka, dreszczami i obrzekiem naczynioru-
chowym; incydenty sercowe oraz reakcje rzekomoanafilaktyczne. Ponadto
zdolnos¢ tego ciata monoklonalnego do reaktywacji zakazenia wirusowego
zapalenia watroby HBV wymusza przeprowadzenie diagnostyki w kierunku
badan serologicznych.

Ibrytumomab tiuxetan znakowany radioizotopem Itr-90: przed
leczeniem konieczna jest premedykacja rytuksymabem /w mniejszej daw-
ce niz w monoterapii/ w celu usuniecia krgzacych komoérek B, co pozwala
na bardziej precyzyjne napromieniowanie komérek B chtoniakowych /chio-
niak grudkowy/ przez Zevalin znakowany izotopem itr 90Y.

Adalimumab: w czasie leczenia tym produktem nalezy kontynuowad
podawanie metotreksatu; mozna kontynuowa¢ podawanie glikokortyko-
steroidow, salicylandw, niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych lub lekéw
przeciwbolowych.

Przeciwciata sg duzymi czgsteczkami i podane podskérnie lub srédskér-
nie nie wchtaniatyby sie, wobec czego efekt terapeutyczny bytby zatrzy-
many. Aby temu przeciwdziata¢, jako dodatek do przeciwciat podawanych
miejscowo dodajemy enzym hialuronidaze, ktory na stosunkowo krotki
czas rozktada hialuronian blokujacy wejscie duzych czasteczek do organi-
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zmu pacjenta przy iniekcji podskérnej lub srédskdrnej. Hialuronian wyste-
puje w tkance tgcznej w macierzy srédmigzszowej organizmu cztowieka i
jest to polisacharyd blokujacy przepuszczalno$é macierzy srédmigzszowej,
ktéry roztozony przez odpowiedni enzym, hialuronidaze, odbudowuje sie w
ciggu kilku dni, nie wywotujac skutkéw zdrowotnych u pacjenta.

Dodawana hialuronidaza jest takze otrzymywana na drodze rekombi-
nacji DNA.

Do produkcji podskdrnej formy rytuksymabu, trastuzumabu wykorzy-
stano rekombinowany ludzki enzym hialuronidaza /rHUPH20/ w techno-
logii Enhanze. Rekombinowana hialuronidaza ludzka wystepuje takze w
leku human normal immunoglogulin, czyli HyQvia/Baxter, zawierajacym w
jednej amputce hialuronidaze rekombinowang, a w drugiej immunoglobu-
line ludzka o szerokim spektrum przeciwciat przeciw czynnikom zakaznym
/51/. Hialuronidaza stosowana jest takze samodzielnie w kosmetyce este-
tycznej przy przedawkowaniu lub usuwaniu nadmiaru kwasu hialuronowe-
go stosowanego jako wypetniacz zmarszczek.
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3.1. WPLYW NA BEZPIECZENSTWO PACJENTA - SPECYFIKA
WYTWARZANIA BIOLOGICZNYCH LEKOW REFERENCYJINYCH I
BIOPODOBNYCH

Leki biopodobne /ang. biosimilar/ to leki biologiczne otrzymywane i
dopuszczone do obrotu po wygasnieciu patentu na referencyjne leki bio-
logiczne.

W przypadku leku biologicznego otrzymanego po okresie ochrony paten-
towej postugujemy sie terminem lek bionastepczy /Polska/, lek biopodobny
/Europa/, biofarmaceutyk drugiego wejscia lub bionastepcze leki biologicz-
ne /Kanada/ czy nastepny lek biologiczny /Stany Zjednoczone/. Tutaj brak
jest jednolitej terminologii obowigzujacej na catym Swiecie i dlatego uzywa
sie réznych okreslen, np.: Biosimilar, Bioequivalence, Biosubstitute, Bio-
comparative, Follow-on-biologics, Follow-on-protein, Generic biopharma-
ceutical, Biological near Similar, Subsequent Entry Biologics /SEBs/.

W przypadku prostych czasteczek méwimy o leku referencyjnym /ory-
ginalnym/ oraz jego generyku, czyli leku odtwdrczym.

Do biologicznych produktéw leczniczych zaliczamy zwigzki powstajace
na drodze biosyntezy, czyli produkcji w kooperacji przemystowej z organi-
zmami zywymi takimi jak bakterie, komorki ssakéw, komorki roslin wyz-
szych lub komérki drozdzy. Organizmy te lepiej radzg sobie z produkcjg niz
my, ludzie, z catq dotychczasowq wiedzg farmaceutyczng i chemiczng w
zakresie wytwarzania lekéw. Ta ,wspdtpraca” wymuszona naszg niewiedzg
nazywa sie wiasnie biotechnologig.

Zatacznik 1 do Dyrektywy 2001/83/EC Parlamentu Europejskiego i
Rady Unii Europejskiej méwi, ze produkt biologiczny to produkt, ktérego
substancjg czynng jest substancja biologiczna. Substancja biologiczna to
substancja produkowana lub ekstrahowana ze zrddta biologicznego.

W EU podstawy prawne opisujace biologiczne leki biopodobne wprowa-
dzono w 2004 roku /EMA/; w Szwajcarii, Turcji, Australii — w 2008; w WHO
i Japonii — w 2009; w Kanadzie i Brazylii — w 2010; w Meksyku i Argentynie
- w 2011; za$ w Stanach Zjednoczonych - w 2012 roku.

Wytwarzanie lekdw biologicznych - referencyjnych i biopodobnych -
wymaga wiedzy jak kazda produkcja. I cho¢ dla wielu moze sie ono wy-
dawac¢ wiedzg tajemna, dla ksztatconych w XXI wieku biotechnologéw,
farmaceutdw czy lekarzy jest procesem jak kazdy inny — wcale nie takim
znéw trudnym do odtworzenia. Doskonatq ilustracjg niech bedzie fakt, ze
w 2013 roku EMA dopuscita w Wielkiej Brytanii dwa biosimilary zawiera-
jace to samo przeciwciato monoklonalne, infliksymab: Remsima /52/ oraz
Inflectra /53/, ktére wcigz sq stosowane w lecznictwie. Biologicznym le-
kiem referencyjnym jest Remicade /54/.

3.2.ZMIANY PROCESUWYTWARZANIADOTYCZACE WSZYSTKICH
LEKOW BIOLOGICZNYCH REFERENCYINYCH I BIOPODOBNYCH

Transfery technologiczne zachodzace na $wiecie w erze silnie rozwinie-
tej globalizacji przynosza know-how wszedzie tam, gdzie jest na nie zapo-
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trzebowanie. Argumenty niektérych firm, ze tylko one potrafig wytwarzac
leki biologiczne, moze wydawaé sie obecnie stwierdzeniem ignorujgcym
postep nauk na $wiecie.

Wystepujacy w przypadku lekéw biologicznych i biopodobnych brak
100%-owej powtarzalnosci produkcji z jednej strony, z drugiej zas ogrom-
ne zapotrzebowanie oraz nadzieje ciezko chorych doprowadzity do decyzji
organéw kompetentnych dopuszczajgcej biologiczne leki do obrotu, réow-
noczes$nie wyznaczajac dla kazdej czasteczki leku biologicznego newral-
giczne regiony gwarantujace jego skutecznos¢ kliniczng i bezpieczenstwo.
Bez dodatkowego uzasadnienia akceptuje sie tylko te réznice w budowie,
ktére nie majg wptywu na bezpieczne stosowanie leku.

Leki biologiczne charakteryzuje nieodlaczny stopien zmienno-
$ci w zwiazku z tym, ze wytwarzane sa przez orgahizmy zywe o
naturalnej zmiennosci, przez co mozliwe jest wystepowanie pew-
nych réznic w obrebach jednej lub kilku serii tego samego leku.

Leki biopodobne nie sa generykami, czyli wiernymi kopiami le-
kow oryginalnych, ale sa do nich jedynie podobne /biopodobne/
pod wzgledem jakosci, skutecznosci i bezpieczenstwa stosowania.
Natomiast nie sq one z cala pewnoscia bior6wnowazne w rozumie-
niu biorownowaznosci generycznej.

Leki biologiczne /np. glikoproteiny/ sgq ztozonymi czgsteczkami i nawet
dobrze kontrolowany produkt moze sktadac¢ sie z setek (lub wiecej) gliko-
form biatka o takiej samej sekwencji aminokwasowej /struktura I-rzedo-
wa/, ale innej kompozycji reszt cukrowych. Dlatego znajomos¢ struktury
I-rzedowej, czyli sktadu aminokwasdéw, nie jest znajomoscig catkowitej
budowy glikoproteiny.

Poréwnujac szarze tego samego leku biologicznego referencyjnego,
mamy akceptowalne rdznice. Referencyjny lek biologiczny dzisiaj i 15 lat
temu to nie sg w 100% identyczne leki.

W przypadku wiekszosci powszechnie stosowanych biologicznych le-
kéw referencyjnych od momentu ich dopuszczenia do obrotu do dnia dzi-
siejszego wprowadzono szereg zmian w ich procesie wytwarzania, ktére
skutkowaty takze niewielkimi zmianami w ich strukturze i aktywnosci te-
rapeutycznej.

Oto przyktady:

e infliksymab - od 1999 do czerwca 2017 roku przeszedt 190 zmian,

e folitropin alfa — od 1995 do czerwca 2017 roku - 130 zmian /55/,

e rituximab - od 1998 do czerwca 2017 roku - 100 zmian.

Réznice w otrzymywanych lekach biologicznych moga by¢ takze powo-
dowane czynnikami prozaicznymi, jak np. wymiana rodzaju aparatury w
ciaggu produkcyjnym lub catkowita zmiana miejsca wytwarzania. Dlatego
w procesie dopuszczenia do obrotu mamy badany produkt finalny wraz z
procesem jego wytwarzania, ktéry réwniez podlega rejestracji i procedu-
rze zatwierdzania zmian przez organy kompetentne.

Na uwage zastuguje fakt, ze zmiany w procesie produkcyjnym /ang.
manufacturing changes/ referencyjnego biatka fuzyjnego Etanereceptu
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/56/, przeciwciata monoklonalnego Rituximab, nie spowodowaty zmiany
etykiety leku - ,lek nieidentyczny strukturalnie”.

Mozna zatem wysunaé supozycje, iz kazdy pacjent leczony
przewlekle lekiem biologicznym referencyjnym otrzymat wiecej
niz jedna wersje tego samego produktu leczniczego.

Zmiany procesu wytwarzania dotyczg wszystkich lekéw biologicznych
referencyjnych i biopodobnych, a dzielimy je na:

e niskiego ryzyka, np. zmiany dostawcy filtréw;

e umiarkowanego ryzyka, np. zmiany miejsca wytwarzania, cho¢ w
tym przypadku wymagane sg dane analityczne, opis procesu i dane
stabilnosci;

e wysokiego ryzyka, np. zmiany linii komérkowych lub postaci leku;
w takim przypadku wymagane sa dane analityczne, opis procesu,
dane stabilnosci, dane przedkliniczne oraz dane kliniczne.

W przypadku matych czasteczek jestesmy w stanie podaé wzor che-
miczny wyizolowanego zwigzku czynnego warunkujacego aktywnosc te-
rapeutyczng leku. Jednak w lekach biologicznych mamy w amputce leku
gotowego rézne izoformy biatkowe o nie zawsze znanej w 100% budowie.
Lek pozyskany na drodze biotechnologii jest bowiem mieszaning wielu
réznych czasteczek biatkowych (izoform biatkowych). Przyczyng takiego
stanu rzeczy jest fakt nienadazania dostepnych technik analitycznych za
dynamicznym rozwojem biotechnologii.

Odmiennos$¢ pomie-
dzy lekiem biopodob-
nym a lekiem referen-
cyjnym jest poréwny-
walna z tym, co moze
sie zdarzy¢ pomiedzy
réznymi partiami tego
samego leku biolo-
gicznego. Niewielka
odmiennos¢, np. w gli-
kozylacji (na ilustracji:
mate niebieskie trojkaty), jest dopuszczalna, podczas gdy sekwencja ami-
nokwasowa biatka (na ilustracji: kota) i aktywnos$¢ biologiczna sg takie
same /57/.

W przypadku lekéw biologicznych referencyjnych i biopodobnych obser-
wowane roznice lub ich brak nie stanowig dowodu na identycznos$¢ struk-
tur biatkowych, ale tez nikt nie moéwi, ze referencyjny biologiczny produkt i
biopodobny biologiczny produkt sg identyczne. One musza dawa¢ w miare
identyczne, poréwnywalnie korzystne efekty terapeutyczne.

Reference medicine Biosimilar medicine

Nie ulega zatem watpliwosci, ze podobnie jak leki generyczne
produkty biopodobne stanowia zamienniki produktow biologicz-
nych referencyjnych, poniewaz posiadaja identyczny stopien bez-
pieczenstwa i skutecznosci.
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W roku 2004 Unia Europejska przyjeta przepisy prawne ustanowione
w celu utworzenia postepowania rejestracyjnego podczas wprowadzania
lekow biopodobnych na rynek. Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego
i Rady Unii Europejskiej nr 726/2004 wskazuje, ze biologiczne produkty
lecznicze /referencyjne i biopodobne/ musza by¢ dopuszczone do obrotu w
drodze tzw. procedury centralnej.

Rygory dopuszczenia do obrotu biologicznego produktu leczniczego
biopodobnego zawarte sq w wytycznych CHMP EMA i stosowane w ramach
grupy roboczej - produkty lecznicze biologiczne /BWP/ oraz grupy robo-
czej - produkty lecznicze biopodobne /BMW/:

e 2005 r. wytyczne w sprawie podobnych biologicznie produktéw lecz-

niczych,

e 2006 r. wytyczne w sprawie podobnych biologicznie produktéw lecz-
niczych zawierajacych biatka pochodzenia biotechnologicznego /za-
gadnienia kliniczne i niekliniczne/,

e 2007 r. wytyczne w sprawie poréwnywalnosci produktédw leczniczych
pochodzenia biotechnologicznego po zmianie w procesie wytwarza-
nia.

Dobre wyniki analizy bezpieczenstwa stosowania biopodobnych le-
kéw biologicznych zezwolity w 2017 roku na zarejestrowanie biopodobnej
enoksaparyny pod nazwg Neoparin w Polsce w procedurze narodowej i
centralnej w EMA /58/. Nalezy przy tym podkresli¢, ze dzieki stosowanym
standardom wytwarzania, kontroli oraz dopuszczania do obrotu biologicz-
nych lekéw referencyjnych i biopodobnych nie doszto do sytuacji, w ktorej
lek biopodobny zostatby zdyskredytowany w stosunku do swego referen-
cyjnego odpowiednika.

W przypadku produktéw biologicznych oraz biopodobnych ze wzgle-
du na proces wytwarzania niemozliwe jest osiggniecie bioréwnowaznosci
- z tego powodu dla oceny dopuszczalnosci rejestracji produktéw biopo-
dobnych stosuje sie pojecie biopodobienstwa. Produkt biopodobny musi
by¢ wysoce podobny do produktu referencyjnego w zakresie jakoSciowym
(fizykochemicznym i biologicznym) oraz klinicznym. Kompleksowe bada-
nia biopodobienstwa pozwalajg wytacznie na rejestracje tych produktéw,
ktére na etapie terapii nie wykazujg zadnych istotnych réznic w zakresie
skutecznosci oraz bezpieczenstwa dla pacjentow. Celem procedury reje-
stracji jest wiec w istocie zapewnienie, ze zamiana lekdw w trakcie terapii
nie odbije sie negatywnie na pacjencie, ocena produktu biopodobnego do-
konywana jest bowiem na podstawie danych dotyczacych skutecznosci i
bezpieczenstwa produktu referencyjnego /57/.

Zgodnie z opinig Komisji Europejskiej oraz Europejskiej Agencji Lekdw
substancja czynna leku biologicznego referencyjnego i leku biologiczne-
go biopodobnego jest zasadniczo tg sama substancjg czynng, cho¢ mogg
wystepowac niewielkie réznice wynikajace ze ztozonej struktury i metody
wytwarzania. Réznice te sg jednak nieistotne klinicznie. Biologiczny lek
biopodobny jest uzywany w takich samych dawkach do leczenia takich sa-
mych dolegliwosci co biologiczny lek referencyjny, a przy stosowaniu obu
lekdw wystepujg te same dziatania niepozadane /58/.
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Potencjalne réznice miedzy lekiem referencyjnym a biopodobnym sg
badane na etapie dopuszczania do obrotu. Jezeli pojawiajg sie réznice istot-
ne z punktu widzenia bezpieczenstwa, skutecznosci badz jakosci, to nie do-
chodzi do rejestracji leku biopodobnego. A zaawansowana metodyka tych
badan pozwala na wykrycie zaréwno istotnych, jak i nieistotnych réznic.

W przypadku kazdego leku biopodobnego publikowany jest szczego-
towy wykaz przeprowadzonych badan poréwnawczych uwzgledniajacych
dane na temat aktywnosci farmakologicznej i farmakokinetyki. I tak, bio-
logiczne leki referencyjne i biologiczne leki biopodobne majgq /58/:

e taki sam mechanizm dziatania,
wysoce podobng strukture oraz wtasciwosci fizykochemiczne,
porownywalne parametry PK/PD,
poréwnywalny profil bezpieczenstwa,
porownywalng skutecznosc.

3.3. CZYSTOSC BIOLOGICZNYCH LEKOW REFERENCYJINYCH
I BIOPODOBNYCH

Czasami spotykamy sie z zarzutami o réznym stopniu czystosci far-
maceutycznej leku referencyjnego i biopodobnego; w domysle referen-
cyjne sg tymi czystymi, biopodobne zas$ tymi bardziej zanieczyszczonymi.
Praktyka nie potwierdza jednak tego zarzutu. Przyktadem niech bedzie
abcyksymab, fragment Fab chimerycznego przeciwciata monoklonalnego
IgG1 - produkt referencyjny zawsze jest zanieczyszczony sladowymi, ale
réznymi ilosciami papainy jako pozostatosciami po procesie produkcyjnym
w stopniu zaleznym od szarzy produkcyjnej /59/.

3.4. IMMUNOGENNOSC BIOLOGICZNYCH LEKOW
REFERENCYJINYCH I BIOPODOBNYCH
Za przyczyne immunogennosci lekow biologicznych uznaje sie /60-62/:
e czynniki zwigzane z budowg leku,
e czynniki zwigzane ze sposobem wytwarzania leku,
e zanieczyszczenia trudne do usuniecia,
e agregacja molekut powstajagca np. w trakcie ztego przygotowania
leku biologicznego do podania pacjentowi,
e modyfikacje potranslacyjne,
e czynniki zwigzane z organizmem pacjenta i od niego zalezne.
Pierwszym argumentem przeciwko biologicznym lekom biopodobnym,
podnoszonym przez podmioty odpowiedzialne w kontekscie referencyj-
nych lekéw biologicznych, jest ryzyko negatywnej odpowiedzi immuno-
logicznej ze strony organizmu pacjenta. Organizm cziowieka ma bowiem
dwa podstawowe rodzaje odpowiedzi immunologicznej:
e reakcja na obce biatka, tzw. neoantygeny - jest ona poréwnywalna
z odpowiedzig immunologiczng na szczepionki, czyli stanowi nor-
malng odpowiedz obronng uktadu immunologicznego;
e immunogennos¢ w stosunku do wiasnych antygendéw - zaliczana
jest do niepozadanej odpowiedzi immunologicznej przeciwko wita-
snym biatkom, tzw. choroby z autoagres;ji.
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Kazdy cztowiek ma specyficzng dla siebie tolerancje na wiasne antyge-
ny. Wzmocnienie tej tolerancji nastepuje w wyniku replikacji /namnazania
sie/ wtasnych antygenow, do ktdérych coraz bardziej przyzwyczaja sie nasz
uktad odpornosciowy. Jest to proces prawidtowy, oparty na zasadzie roz-
réznienia ,swego od obcego”. Antygeny obce pojawiajace sie w naszym
organizmie sg rozpoznawane przez limfocyty B. Takie potaczenie typu li-
gandu obcego antygenu z limfocytem B jest z kolei rozpoznawalne przez
limfocyt T. W nastepstwie takiego rozpoznania zwigzany ligandowo limfo-
cyt B wydziela neutralizujgce przeciwciato przeciwko obcemu antygenowi.
Zneutralizowany obcy antygen pozerany jest przez makrofagi, komorki
zerne wywodzace sie z monocytow, czyli z grupy leukocytéw - biatych
komorek krwi.

Ten opisany fizjologiczny mechanizm odpowiedzi organizmu cztowieka
na obcy antygen jest powodem problemdéw w leczeniu pacjentéw biolo-
gicznymi lekami. Biologiczny lek jest bowiem traktowany przez organizm
pacjenta jako obcy antygen. Dochodzi zatem do produkcji przeciwciat pa-
cjenta przeciwko biologicznemu lekowi, ktére wspolnie z biatkami endo-
gennymi, zwanymi inaczej biatkami natywnymi, prébuja blokowaé biolo-
giczny lek, aby makrofagi mogty je zniszczyé. Jezeli taki proces jest pro-
cesem wiekszosciowym, to wszystko wyglada tak, jak bySmy w ogdle nie
leczyli pacjenta, bo ta czes¢ leku, ktora zostanie niezniszczona, jest w zbyt
matej ilosci, by zagrozi¢ komdérkom rakowym w organizmie chorego.

Ten proces ma jednak ,drugie dno”, polegajace na dezaktywacji biatka
endogennego, co prowadzi do ataku wiasnych limfocytéw B pacjenta na
wiasne antygeny. Nastepuje szereg zjawisk zagrazajqcych zyciu pacjenta,
i méwimy tu o powaznych dziataniach niepozgdanych po podaniu biologicz-
nego leku. Aby temu zapobiec, producenci biologicznych lekéw prowadzg
procesy chimeryzacji, humanizacji lub wytwarzajgq przeciwciata lecznicze
jako biatka w petni ludzkie. Takie zmiany dotycza przede wszystkim struk-
tury I-rzedowej, czyli sekwencji aminokwaséw w taricuch peptydowym.

W trakcie prowadzonych badan okazato sie, ze czynnikiem mogacym
stymulowac¢ atak ukfadu immunologicznego pacjenta na biologiczny lek
przyjmowany przez chorego jest glikozylacja, czyli proces towarzyszacy
syntezie gtdwnej struktury przeciwciata leczniczego.

Polega on na doczepianiu bocznych reszt cukrowych do gtéwnego tan-
cucha biatkowego.

Problemem produkcyjnym jest to, ze ta czynnos$¢ jest stabo kontrolo-
wana przez cztowieka i komorki robotnice wodzg za nos wytwdrcéw biolo-
gicznych lekdw. Doczepione reszty cukrowe w procesie glikozylacji wpty-
wajq na aktywowanie uktadu immunologicznego pacjenta na podawane
mu w celu terapeutycznym przeciwciato lecznicze.

Patrzac na opisane zjawiska, lepiej rozumiemy teraz, dlaczego przy
produkcji biologicznych lekdw musza by¢ stosowane wysokie standardy
jakosci wytwarzania, a proces wytwarzania sam w sobie stanowi nieza-
lezny element dopuszczenia do obrotu tych produktéw leczniczych /58/.
Czasami zdarza sie, ze mimo wysokiej jakosci leku biologicznego orygi-
nalnego czy biopodobnego uktad immunologiczny pacjenta rozpoznaje re-
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kombinowane biatko jako wrogi antygen. Dzieje sie tak czesto u pacjentéw
z wspotistniejacg réwnolegle chorobg autoimmunologiczng. Drugim ele-
mentem trudnym do przewidzenia jest indywidualne podioze genetyczne
pacjenta, warunkujgce odpowiedz organizmu na lek.

Allel gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej MHC wptywa na rozpozna-
wanie gospodarza w odpowiedzi antygenowej przebiegajacej za posrednic-
twem limfocytu T.

Stwierdzono, ze immunogennos¢ leku biologicznego jest mniejsza, gdy
lek podawany jest dozylnie, niz gdy ten sam lek pacjent otrzymuje pod-
skornie. Z drugiej strony pacjenci uwazajqg, ze podanie podskdrne zamiast
dozylnego uwazane jest za bardziej komfortowe. Nalezy takze pamieta¢,
ze zwiekszenie dawki lub przedtuzenie terapii lekiem biologicznym moze
zwiekszy¢ ryzyko immunogennosci. A tej nie sposéb przewidzie¢, zas sto-
sowane testy nie mogg by¢ uznane jako stuprocentowy prognostyk.

W praktyce badawczej nad lekami stosuje sie m.in.:

e test radioimmunoprecypitacyjny,

e test immunoenzymosorbcyjny,

e biotesty do rozpoznawania przeciwciat neutralizujgcych,

e badania z wykorzystaniem rybek akwaryjnych danio pregowane.

Do oceny lekéw biologicznych stosuje sie tez badania in vitro na préb-
kach surowicy od pacjentéw. Reakcja z surowicg ujawnia jednak tylko po-
tencjat antygenowy, a nie potencjat immunogenny biatka. Dlatego wyniki
in vitro tego badania nie zawsze przektadajg sie na podobny wynik in vivo.

Wszystkie leki biologiczne referencyjne i biopodobne majg bardzo
szczegdtowy indywidualny program zarzadzania ryzykiem /ang. Risk Ma-
nagement Plan/, w ktérym kluczowym problemem bezpieczenstwa jest
immunogennosé. Niestety, moze ona prowadzi¢ do przetamania tolerancji
na antygeny witasne, a to moze mie¢ powazne konsekwencje.

Badanie immunogennosci leku referencyjnego i biopodobnego odbywa
sie na kazdym

etapie badan nad lekiem. Zakres badan przed rejestracjg leku dotyczy
/63-65/:

e czestosci wystepowania przeciwciat ADA /przeciwciata przeciwko le-
kowi/,
miana przeciwciat ADA,
zdolnosci do neutralizowania leku /NAB - przeciwciata neutralizujace/,
utrzymywania sie ADA,
zaleznosci pomiedzy wystepowaniem przeciwciat ADA a skuteczno-
$cig i bezpieczenstwem leku.

3.5. POTENCJALNE ZAGROZENIA DLA PACJENTA
PRZYJMUJACEGO BIOLOGICZNY LEK BIOPODOBNY
WYNIKAJACE Z PRODUKCJII W ORGANIZMIE CHOREGO
PRZECIWCIAL PRZECIWKO LEKOWI /ANG. ADA/

Potencjalnym zagrozeniem dla pacjenta leczonego lekiem biologicznym
jest powstawanie przeciwciat przeciwko stosowanemu lekowi. Ten problem
ma jednak znaczenie dopiero w sytuacji wysokiego miana przeciwciat ADA.
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Samo ich pojawienie nie stanowi bowiem zagrozenia. Stymulacjgq powsta-
wania tych przeciwciat sg zanieczyszczenia towarzyszace biologicznym le-
kom, ktére mogq pobudzad limfocyty B do produkcji przeciwciat kierowa-
nych przeciwko lekowi.

W trakcie procedur rejestracyjnych biologicznych lekéw sprawdza sie
zanieczyszczenia pod katem jakosciowym i iloSciowym - biologiczny lek
biopodobny moze mie¢ tylko takie zanieczyszczenia, ktore zostaty juz za-
akceptowane przy rejestracji jego produktu referencyjnego. Istotny byt
takze czas, jaki uptynat od dopuszczenia do obrotu czasteczki referencyj-
nej do daty dopuszczenia czasteczki biopodobnej, stuzyt on bowiem do
analizy bezpieczedstwa zaakceptowanych zanieczyszczen. Brak wykluczen
dotyczacych zanieczyszczen leku referencyjnego powodowanych bezpie-
czenstwem pacjenta pozwala na bezpieczne stosowanie leku biopodobne-
go.

Alarm pojawia sie w sytuacji wykrycia innych zanieczyszczen w leku
biopodobnym w stosunku do leku referencyjnego, powodujacych istotny
wzrost miana ADA. Niebezpieczenstwo negatywnych reakcji uktadu odpor-
nos$ciowego ze strony limfocytéow T jest kontrolowane poprzez identycz-
ng strukture I-rzedowgq biologicznego leku referencyjnego i biologicznego
leku biopodobnego.

Aktywacja limfocytéw T nie powinna bowiem wystgpi¢ przy zamianie
poréwnywalnych lekdw biologicznych, referencyjnego na biopodobny, po-
niewaz struktura I-rzedowa (sekwencja aminokwasow) jest identyczna,
epitopy limfocytéw T majq strukture linearna.

Przykiad 1: leczenie pacjentdw z hemofilig A produktami leczniczymi
zawierajgcymi czynnik VIII.

Czynnik VIII odpowiada za prawidtowe krzepniecie krwi, a jego brak
powoduje hemofilie A. Produkty lecznicze zawierajace czynnik VIII dzieli-
my na dwie klasy, za kryterium biorac rodzaj substancji czynnej:

e klasa A - ludzki czynnik krzepniecia krwi izolowany z osocza ludz-
kiego; lek biologiczny otrzymany na drodze izolacji materiatu biolo-
gicznego;

e klasa B - biologiczne leki otrzymane na drodze rekombinacji DNA:
efmoroktokog alfa, moroktokog alfa, oktokog alfa, simoktokog alfa,
turoktokog alfa.

Jedng z reakcji ubocznych na wymienione leki jest powstawanie prze-
ciwciat neutralizujgcych, tzw. inhibitoréw ostabiajacych dziatanie w kierun-
ku krzepniecia krwi, co prowadzi do uniemozliwienia efektywnej kontroli
krwawien. U blisko jednej na trzy osoby z ciezka hemofilig typu A moze
pojawic sie inhibitor czynnika krzepniecia VIII, powodujac u nich wieksze
ryzyko zagrazajacych zyciu krwotokdéw lub nawracajacych epizodéw krwo-
tocznych, ktére mogq doprowadzi¢ do dtugotrwatych uszkodzen stawow.
Osoby z hemofilig typu A, u ktdérych stwierdzono wystepowanie inhibitora
czynnika krzepniecia krwi VIII, sg o 70% bardziej zagrozone zgonem w
pordwnaniu z pozostatymi pacjentami.

EMA uznata w dokumencie nr EMA/603417/2017, ze nie ma wyraz-
nych i spdjnych dowoddéw wskazujacych na réznice w czestosci rozwoju
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inhibitora pomiedzy klasg izolowanego z ludzkiego osocza czynnika VIII a
jego odpowiednikami wytwarzanymi w procesie biotechnologicznym me-
toda rekombinacji DNA. Przed zajeciem stanowiska EMA analizowata dane
pozyskane z wielu badan /66-71/.

Na uwage zastuguje fakt, ze EMA dopuscita do obrotu w 2017 roku
produkt leczniczy emicizumab, przeciwciato monoklonalne we wskazaniu
rutynowej profilaktyki epizodéw krwotocznych u oséb z hemofilig typu A
z wystepujacym inhibitorem czynnika krzepniecia krwi VIII /69/. Lek ten
wykazywat wyzszg skutecznos¢ w pordwnaniu z wczesniejszymi terapiami
koncentratami omijajacymi inhibitor BPA w profilaktyce lub w razie ko-
niecznosci /72/.

Zjawisko immunogennosci jest w tej chorobie ,normga”, jednak wyniki
ostatnich badan wskazuja, ze zmiany pomiedzy réznymi rekombinowany-
mi czynnikami nie zwiekszajq istotnie ryzyka powstania ADA.

Przyktad 2: leczenie interferonami-beta (la oraz 1b) pacjentéw ze
stwardnieniem rozsianym.

Interferon-beta-1a i interferon-beta-1b majgq inng sekwencje amino-
kwasowg, inne modyfikacje potranslacyjne i inne drogi podania /73/. W
jednym badaniu (randomizowanym) wykazano, ze zmiana pomiedzy inter-
feronami nie wptywata na wysoko$¢ miana przeciwciat ADA.

W dyskusjach z organizacjami pacjentow i lekarzami immunogennosc
lekéw biologicznych biopodobnych jest stosowana jako koronny argument
przeciwko ich stosowaniu badz stuzy znacznemu ograniczeniu ich stosowa-
nia pomimo braku doniesien o zwiekszonej immunogennosci biologicznych
lekéw biopodobnych. Czesto zapominamy, ze immunogennos¢ jako taka
towarzyszy wielu innym bardzo waznym lekom, czasami o bardzo prostych
czasteczkach, i nigdy nie byta uzywana jako dowdd na potrzebe zaniecha-
nia ich stosowania w terapii. Immunogennos$¢ dotyka wielu lekéw spoza
obszaru lekéw biologicznych i nie stanowi problemu ze stosowaniem ich
zamiennikow.

Przyktady powstawania przeciwciat w zwigzku z podawaniem lekéw z
obszaru réznych grup terapeutycznych:

1/ Produkt leczniczy karboplatyna indukuje w organizmie pacjenta
przeciwciata przeciwko sobie, a mimo to lek jest stosowany po-
wszechnie w onkologii. Pojawiajgca sie u pacjentéw niedokrwistos¢
hemolityczna powstaje w wyniku indukcji przeciwciat /74/.

2/ Obecnosc¢ przeciwciat neutralizujacych stwierdzono w trakcie leczenia
interferonem beta-1b, co wigzato sie ze zmniejszeniem skutecznosci
klinicznej interferonu beta-1b w odniesieniu do rzutowej choroby SM
/75/. Podobnie referencyjny interferon beta-1a u ok. 8% pacjentéow
wytwarza przeciwciata neutralizujgce zmniejszajace aktywnosé te-
rapeutyczng w leczeniu SM i SR, czyli w nawrotowym stwardnieniu
rozsianym /75/.

3/ Dzieki kontroli immunogennosci produktu leczniczego minoksydyl
w listopadzie 2016 r. nastapita zmiana w charakterystyce produktu
leczniczego: dodano zapis o pojawiajacym sie zaburzeniu uktadu im-
munologicznego, rejestrowanym jako obrzek twarzy, warg, gardta,
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ktéry utrudnia oddychanie lub potykanie. Produkt leczniczy minok-
sydyl jest mimo to nadal stosowany, bo korzysci terapeutyczne prze-
wazajg nad ryzykiem dziatan niepozgdanych /76/.

4/ Selektywne inhibitory wychwytu serotoniny SSRI, takie jak citalo-
pram, mimo iz powodujq zaburzenia uktadu immunologicznego, s
stosowane w leczeniu pacjentoéw z depresija /77/.

5/ Walproinian sodowy stosowany w leczeniu padaczki moze prowadzi¢
do ujawnienia sie choroby immunologicznej, co jednak nie eliminuje
leku /78/.

6/ Sertralina stosowana w leczeniu depresji wywotuje zaburzenia ukta-
du immunologicznego wystepujace w trakcie kuracji lub po jej za-
konczeniu i jest stosowana nadal z dobrym rezultatem w postaci
wielu generykoéw /79/.

Immunogennos$c¢ nie zdyskredytowata wymienionych lekéow, stad pyta-
nie dlaczego jej ryzyko miatoby ogranicza¢ dostepnos¢ do tanszych lekow
biologicznych biopodobnych i czemu immunogennos$¢ biosimilaréw jest
nierzadko rozpowszechniana jako swoisty straszak, majacy na celu znie-
checenie do terapii biologicznymi lekami biopodobnymi. Tymczasem biolo-
giczne leki referencyjne dopuszczane do obrotu w ostatnich 5 latach same
majg coraz wyzszg immunogennosé, np. romiplostym /biatko fuzyjne/ ma
immunogennos$¢ na poziomie 8% /31/; katumaksomab /przeciwciato mo-
noklonalne tréjfunkcyjne/ ma immunogennos¢ na poziomie 5% /30/.

Wydaje sie, ze dzisiaj immunogennos$¢ jako taka nie powinna by¢ ko-
ronnym argumentem przeciwko biosimilarom.

Ogdlnie rzecz ujmujac, immunogennosc dzieli sie na zwyktg i neutra-
lizujacq, przy czym samo pojawienie sie przeciwciat czy tez przeciwciat
neutralizujgcych nie oznacza jeszcze, ze nastepuje utrata skutecznosci
terapeutycznej lub dochodzi do zmian farmakokinetycznych. Przyktadem
jest sekukinumab, w petni ludzkie przeciwciato monoklonalne wytworzone
przez komoérki jajnika chomika chifskiego, skierowane przeciwko interleu-
kinie-17A /80/. U pacjentéw chorych na tuszczyce plackowata, tuszczyco-
we zapalenie stawow, zesztywniajace zapalenie stawdw kregostupa, leczo-
nych przez 52 tygodnie sekukinabem, stwierdzano czasami pojawianie sie
przeciwciat, z czego potowa to byty przeciwciata neutralizujgce. Ich poja-
wienie sie nie wigzato sie jednak z utratg skutecznosci terapeutycznej ani
ze zmianami farmakokinetycznymi czy zmianami profilu bezpieczenstwa
leku /80/, a zatem nie mogto by¢ argumentem za odrzuceniem terapii.
Istotne raczej jest stezenie pojawiajacych sie przeciwciat, w tym przeciw-
ciat neutralizujacych.

Przyktadem kolejnym niech bedzie alemtuzumab, przeciwciato mono-
klonalne uzyskiwane w zawiesinie zmodyfikowanych metodg rekombinacji
DNA komoérek ssaczych hodowanych na podtozu odzywczym, skierowane
przeciwko glikoproteinie btony komdrkowej CD52 i stosowane u dorostych
pacjentow z aktywng rzutowoustepujacg postacig stwardnienia rozsianego
/81/. Autoprzeciwciata przeciwko alemtuzumabowi zwiekszajg ryzyko wy-
stgpienia choroby autoimmunologicznej, w tym immunologicznej plamicy
matoptytkowej, chordéb tarczycy lub, rzadziej, nefropatii. Immunologicz-
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na plamica matoptytkowa ujawnia sie zazwyczaj w okresie od 14 do 36
miesiecy po pierwszej ekspozycji na produkt leczniczy. Jednym z wielu
objawdéw plamicy matoptytkowej jest krwioplucie, ktére moze takze wska-
zywac na inng chorobe autoimmunologiczng, wywotang przez przeciwciata
przeciwko btonie podstawowej ktebuszkdw nerkowych towarzyszacych te-
rapii alemtuzumabem. Dlatego w takich uzasadnionych przypadkach jak
leczenie lekiem biologicznym referencyjnym lub jego lekiem biologicznym
biopodobnym konieczne jest przed rozpoczeciem leczenia, a nastepnie co
miesigc przez 48 miesiecy od ostatniej infuzji wykonywanie badania mor-
fologicznego krwi z rozmazem. Nefropatia, w tym choroba z obecnoscig
przeciwciat przeciwko btonie podstawowej ktebuszkéw nerkowych /cho-
roba anty-GBM/, pojawia sie zazwyczaj w ciggu 39 miesiecy po ostatnim
podaniu alemtuzumabu /81/.

Przedstawione przykitady wskazujg na istnienie ryzyka pojawiania sie
choréb autoimmunizacyjnych w odlegtych okresach, nawet paroletnich, po
podaniu lekéw biologicznych, i to bez wzgledu na to, czy sq to leki referen-
cyjne, czy biopodobne.

Analizowany stosunek korzysci do ryzyka zezwala na stosowanie lekdw
biologicznych referencyjnych i biopodobnych, stawiajac przed systemem
stuzby zdrowia powazne wyzwania odnosnie do dtugiej obserwacji bytych
pacjentow.

Stymulacja innych choréb przez leki biologiczne, takich jak choroby
zakazne lub nowotworowe, nadal nie zaburza stosunku korzysci do ryzyka
z powodu braku alternatywy terapeutycznej.

Nowe biologiczne leki referencyjne wykazujg nowe dziatania niepoza-
dane o podtozu immunologicznym, nie nalezy ich jednak myli¢ z immu-
nogennoscia. Przyktadowo, pembrolizumab jest bardzo ciekawym lekiem
immunoterapeutycznym stosowanym w immunoonkologii. Jego immuno-
gennos¢ jest niewielka - 0,4-1,7% pacjentéw ma przeciwciata, ktére nie
zmieniajg farmakokinetyki ani profilu bezpieczenstwa leku. Do najciez-
szych dziatan niepozadanych pembrolizumabu nalezg te o podtozu immu-
nologicznym: zapalenie ptuc pochodzenia immunologicznego, zapalenie
jelita grubego pochodzenia immunologicznego, zapalenie watroby pocho-
dzenia immunologicznego, zapalenie nerek pochodzenia immunologiczne-
go, endokrynopatie pochodzenia immunologicznego itd. /82/.

3.6. POROWNANIE DWOCH PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH
ORAZ JEDNEGO BIALKA FUZYINEGO, BEDACYCH
INHIBITORAMI TNF ALFA

Inhibitory TNF alfa, a po polsku inhibitory kachektyny, s stosowane
w chorobach autoimmunizacyjnych, takich jak np. choroby reumatyczne,
wrzodziejace zapalenie jelita grubego. Leki zaliczane do tej grupy terapeu-
tycznej sq:
e referencyjnym humanizowanym przeciwciatem monoklonalnym
IgG1 - infliksymab /Remicade/;
e biatkiem fuzyjnym Etenarecept, zawierajgcym domene Fc ludzkiej
immunoglobuliny IgG1l z regionem zawiasowym CH2 i CH3 oraz
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przetworzonego receptora p75 ludzkiego czynnika martwicy nowo-
tworéw wytwarzanych metodg rekombinacji DNA;

e referencyjnym chimerycznym przeciwciatem monoklonalnym IgG1

- golimumab /83/;
e biopodobnym humanizowanym przeciwciatem monoklonalnym IgG1
- infliksymab Remsima.

Wszystkie wymienione produkty lecznicze — mimo iz posiadaja zdecy-
dowanie rézng budowe oraz rézne specyficzne mechanizmy blokowania
szlaku sygnatowego TNF alfa - charakteryzujg sie:

e bardzo podobnymi efektami terapeutycznymi,

e bardzo podobnymi dziataniami niepozadanymi,

e bardzo podobnymi przeciwwskazaniami i specjalnymi ostrzezeniami
oraz srodkami ostroznosci dotyczgcymi stosowania.

W chorobach autoimmunizacyjnych do praktyki klinicznej nalezg za-
miany lekéw biologicznych o innej budowie, ale pochodzacych z tej samej
grupy terapeutycznej. Obserwujemy te same efekty kliniczne u réznych
pacjentdw leczonych przewlekle.

Zmiana jednego anty TNF na drugi jest rekomendowana w sytuacji
nieskutecznosci lub dziatan niepozadanych. Wyniki badan wskazujg, ze
zamiany pomiedzy anty TNF sg bezpieczne i skuteczne /84/.

Szczego6towe poréwnanie dwdch przeciwciat monoklonalnych, golimu-
mabu i infliksymabu - bedgcych inhibitorami TNF alfa w zakresie wskazan,
przeciwwskazan, specjalnych ostrzezen i srodkdéw ostroznosci dotyczacych
stosowania, interakcji pomiedzy lekami, zaburzen uktadowych, mechani-
zmow dziatania - pozwala na stwierdzenie, ze skoro dwa czesciowo rézne
referencyjne przeciwciata monoklonalne majg tyle podobienistw, to dlacze-
go ich biopodone formy maja przynosi¢ krzywde pacjentom.

Gtéwne cztery wskazania do stosowania golimumabu i infliksymabu sg
identyczne, a sq to:

e RZS z metotreksatem,

e luszczycowe zapalenie stawow,

e zesztywniajgce zapalenie stawéw kregostupa,

e wrzodziejqce zapalenie jelita grubego, przy czym w przypadku Re-

micade dodatkowo stosuje sie go w chorobie Lesniowskiego-Crohna
i tuszczycy.

Przeciwwskazania sq identyczne dla golimumabu i infliksymabu, a s
to:

e nadwrazliwos¢ na substancje czynna,

e czynna gruzlica lub inne zakazenia, takie jak posocznica czy zaka-

zenia oportunistyczne,

e umiarkowana i ciezka niewydolnosc serca klasy I1I/IV wg. NYHA.

Specjalne ostrzezenia i $rodki ostroznosci dotyczace stosowania sg
identyczne dla golimumabu i infliksymabu i obejmuja:

o zakazenia,

e gruzlice,

e wznowe wirusowego zapalenia watroby typu B, nowotwory ztosliwe

i choroby limfoproliferacyjne, chtoniaki i biataczki,
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nowotwory skory,

zastoinowg niewydolnos¢ serca,
przypadki neurologiczne SM,
zjawiska autoimmunizacyjne.

Interakcje golimumabu i infliksymabu z innymi lekami takze sg iden-
tyczne i:

nie zaleca sie stosowania z innymi lekami biologicznymi,

nie zaleca sie stosowania szczepionek zawierajacych zywe drobno-
ustroje,

nie nalezy podawac czynnikéw zakaznych o zastosowaniu terapeu-
tycznym.

Golimumab i infliksymab wywotujg takie same zaburzenia:

e 6 T © o o & o o o 0o 0o ©o o 0o o ©o o o

krwi i uktadu chtonnego,

uktadu immunologicznego,

psychiczne,

uktadu nerwowego,

oka,

serca,

naczyniowe,

uktadu oddechowego, klatki piersiowej i Srodpiersia,
zotadka i jelit,

watroby i drég zétciowych,

skory i tkanki podskoérnej,

miesniowo-szkieletowe i tkanki tacznej,

nerek i drég moczowych,

ogolne i stany w miejscu podania, czyli miejscowe reakcje na iniekcje,
pasozytnicze,

nowotwory tagodne, ztosliwe i nieokreslone;

rzy czym Simponi ma dodatkowo:

zaburzenia endokrynologiczne /tarczyca/,
zaburzeniametabolizmuiodzywiania/wyzszy poziomglukozy wekrwi/,
urazy ztamania kosci.

Mechanizm dziatania takze jest prawie identyczny: golimumab i inflik-
symab sg inhibitorami czynnika martwicy nowotworu alfa - TNFalfa, ktére
wigzg sie z rozpuszczalng i przezbtonowg /transbtonowg/ formg ludzkie-
go czynnika martwicy nowotworu. Ponadto zapobiegajg wigzaniu cytokiny
prozapalnej TNF alfa /kachetyny/ z receptorami dla TNF, glikoproteinami:
TNFRI i TNFRII.

Golimumab zmniejsza stezenie:

interleukiny IL6,

interleukiny ILS8,

czasteczek ICAM-1,

metaloproteinazy /MMP-3 /,

czynnika stymulujacego wzrost kolonii granulocytéw GM-CSF,
biatka C-reaktywnego /wysokie stezenie biatka CRP w surowicy jest
wskaznikiem stanu zapalnego/,

czynnika wzrostu komorek srédbtonka naczyniowego VEGF.
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Infliksymab nie wigze sie TNF beta /limfotoksyng/ w formie alfa i
zmniejsza stezenie:

e interleukiny IL6,

e biatka C-reaktywnego /CRP/ w surowicy;

nastepowato tez zwiekszenie hemoglobiny u pacjentéw z RZS, ktorzy
wyjsciowo mieli obnizone stezenie hemoglobiny.

W podobnym kierunku poszto badanie EGALITY uwzgledniajace zamia-
ny 3 lekéw: etenareceptu, infliksymabu referencyjnego i biopodobnego.
Wykazano daleko idace bezpieczenstwo substytucji.

3.7. EPOETYNY BIOPODOBNE

Dzisiaj mamy jedng erytropo-
etyne alfa jako biologiczny lek re-
ferencyjny pod nazwa Eprex oraz 3
biopodobne epoetyny alfa. Dodat-
kowo dopuszczono do obrotu inne
epoetyny: beta (1), theta (2), zeta
(2) - w tych samych wskazaniach
do stosowania co erytropoetyna
alfa /85/.

Wszystkie 8 epoetyn ma identyczng sekwencje aminokwasowgq, ale po-
dobne, choé réozne uktady weglowodanéw z powodu réznego przebiegu
procesu glikozylacji. Mozna je stosowaé wymiennie bez pogorszenia efektu
klinicznego i bez koniecznosci modyfikacji dawki.

Znaczace byto badanie kliniczne, w ktéorym obok epoetyny alfa — leku
referencyjnego — zastosowano biopodobng epoetyne zeta /86/. Wzieto w
nim udziat 481 pacjentow i przebiegato ono w ciggu 24 i 56 tygodni (dwu-
etapowo). Punktami koncowymi badania klinicznego byty:

e S$redni poziom hemoglobiny;

e Srednia dawka stosowanej epoetyny do uzyskania oczekiwanego

efektu terapeutycznego;

e tolerancja leczenia.

Badanie potwierdzito mozliwo$¢ substytucji biologicznych erytropoetyn
bez wzgledu na ich referencyjnos$¢ czy biopodobnos$¢ wytwarzania.

W wersji z 2014 roku charakterystyki erytropoetyny theta znalazt sie
zapis zaakceptowany przez EMA i Komisje Europejskg /87/, ktory mowit:
~jezeli epoetyne theta podaje sie jako zamiennik innej epoetyny, nalezy
$cisle monitorowaé stezenie hemoglobiny i stosowac te samg droge po-
dawania”. Ten zapis ma znamiona usankcjonowania zamiennosci epoetyn
przez organy kompetentne w EU, poniewaz jest uznany w tej charaktery-
styce we wszystkich krajach EU i EOG.

3.8. FILGRASTYM BIOPODOBNY /88/
Mamy na rynku EU 8 biopodobnych lekéw z filgrastymem jako sub-
stancjg czynng, poza tym 1 referencyjny filgrastym pod nazwg Neupogen
wystepujacy w 5 réznych dawkach.
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Granulocyte-Colony Stimulation Factor (G-CSF)

Budowa czgsteczki G-CSF

et = SANDOZXI

Leki biopodobne filgrastymu dopuszczone do obrotu w Unii Europejskiej
i powszechnie na jej terenie stosowane to:
Accofil - w 6 dawkach,
Grastofil - w 4 dawkach,
Nivestim - w 3 dawkach,
Tevagrastim — w 6 dawkach,
Zarzio - w 4 dawkach,
Biograstim — brak na rynku w Polsce, obecny w Niemczech,
Filgrastim Hexal - brak na rynku w Polsce, obecny w Niemczech,
Ratiograstim - brak na rynku w Polsce, obecny w Niemczech.
Wymienione produkty lecznicze majq identyczne struktury pierwszo-,
drugo- i trzeciorzedowe, poza tym identyczne: hydrofobowos$¢, tadunek
elektryczny, wigzania i biologiczng aktywnosé.

3.9. EKSTRAPOLACIA WSKAZA[(I W PROCESIE REJESTRACIJI
BIOLOGICZNYCH LEKOW BIOPODOBNYCH

Poréwnawcze badania kliniczne réwnowaznosci w celu potwierdzenia
biopodobienstwa w stosunku do referencyjnego leku biologicznego wy-
maga wiekszej liczby pacjentdéw niz w badaniach klinicznych nowego leku
biologicznego, to zas prowadzi do wzrostu kosztéw i znacznego wydtuzenia
czasu wejscia leku na rynek.

Ekstrapolacja wskazan w procesie rejestracji biologicznych lekéw bio-
podobnych polega na rozszerzeniu rejestru wskazan leku, w ktorych nie
byt on oceniany w badaniach klinicznych. Procedura ta ma jednak racjo-
nalne uzasadnienie i odgrywa istotng role w badaniach porejestracyjnych
rozwojowych. EMA przyjeta idee ekstrapolacji danych dla lekéw biopodob-
nych pod warunkiem witasciwego ich uzasadnienia. A zatem jezeli lek bio-
podobny /bionastepczy/ wykazuje wtasciwg poréwnywalnosc z produktem
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innowacyjnym w jednym wskazaniu, uzasadnione moze byc¢ rozszerzenie
rejestracji leku biopodobnego na wszystkie wskazania produktu innowa-
cyjnego. W takiej sytuacji producent leku bionastepczego musiatby dostar-
czy¢ odpowiednie naukowe wyjasnienie wygenerowane w wiarygodnych
badaniach poréwnywalnosci. Natomiast gdy mechanizm dziatania leku jest
rozny dla réznych wskazan, podmiot odpowiedzialny w kontekscie leku
bionastepczego jest zmuszony do przedtozenia dodatkowych danych kli-
nicznych.

Do regut pozwalajacych na ekstrapolacje wskazan w procedurze cen-
tralnej po uprzednim potwierdzeniu nalezg reguty:

e identycznego mechanizmu dziatania,

e immunogennosci = bezpieczenstwa stosowania,

e skutecznosci terapeutycznej,

e dobrej jakosci leku.

Celem wprowadzenia ekstrapolowania wskazan byto to, aby nie prowa-
dzi¢ zbednych badan klinicznych nie do korica uzasadnionych etycznie oraz
trwajacych latami, co uniemozliwiatoby praktycznie wchodzenie lekéw bio-
similar na rynki farmaceutyczne. W badaniach klinicznych obowigzuje za-
sada, aby ich nie robi¢ w sytuacji, gdy znany jest wynik kofAcowy - po
co eksperymentalnie amputowaé pacjentom konczyny, skoro wiadomo, iz
nowe nie odrosna... W sytuacji dopuszczania do obrotu biologicznych le-
kéw biopodobnych ta zasada wymusza prowadzenie jedynie takich badan
klinicznych, ktére potwierdzajg stusznos¢ ich wzajemnej substytucji z pro-
duktami referencyjnymi.

Ekstrapolacja wskazan stosowana jest poza dopuszczaniem do obrotu
lekéw biologicznych biopodobnych takze w procedurach rejestracji lekéw
ze wskazaniami pediatrycznymi. Pediatrzy i lekarze rodzinni sq zmuszeni
korzystac z wielu lekéw jedynie na podstawie ekstrapolacji danych z badan
na osobach dorostych i swojego wieloletniego doswiadczenia klinicznego.

Dzieci bardzo czesto przyjmuja leki przebadane jedynie w populacji do-
rostych w danym wskazaniu - 80% lekdw stosowanych w pediatrii nie ma
wskazan pediatrycznych lub ma wskazania, ale w innej grupie wiekowej.

Aby niepotrzebnie nie narazaé dzieci na udziat w badaniach klinicznych,
wprowadza sie ekstrapolacje wynikéow z populacji dorostych. Sa oczywi-
$cie sytuacje /najczesciej wiasnie w pediatrii/, gdy nie mozna zastosowacd
ekstrapolacji. Przyktadem akademickim byta préba ekstrapolacji wskazan
z dorostych pacjentéw na dzieci dla produktu leczniczego Carvedilol w za-
stoinowej niewydolnosci serca. Niestety, nie mozna byto jej zaakceptowacd
z tytutu innej struktury komérkowej powiekszonego serca u dzieci i u do-
rostych.

Niemniej, poza pewnymi wyjatkami, ekstrapolacja we wskaza-
niach jest od dawna stosowana w pediatrii i geriatrii. I dotyczy
zaréwno lekéw referencyjnych, jak i lekéw generycznych.

Ekstrapolacja wskazan stosowana w procesie dopuszczania do obrotu
lekow biosimilar ma na celu wykazanie takich wskazan, jakie przypisano
do leku referencyjnego, oraz daje mozliwo$¢ substytucji leku referencyj-
nego lekiem biopodobnym w identycznych wskazaniach.
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Podstawa bezpieczenstwa substytucji obu lekéw jest wykaza-
nie biopodobienstwa biologicznego leku biopodobnego z biologicz-
nym lekiem referencyjnym w zakresie skutecznosci oraz bezpie-
czenstwa ich stosowania.

Wykazanie wysokiego podobienstwa biologicznego leku biopodobnego
do referencyjnego pozwala na wyciagniecie wniosku, ze efekt kliniczny
dziatania tych lekdéw jest taki sam u kazdego pacjenta /89/.

3.10. BEZPIECZENSTWO SUBSTYTUCJI BIOLOGICZNYCH LEKOW

Decyzje dotyczace substytucji lub wymiennosci sg podejmowane na
szczeblu krajowym.

Panstwa cztonkowskie Unii Europejskiej majg dostep do petnej oceny
naukowej potrzebnej do podjecia stosownej decyzji. W przypadku dozwo-
lonej zamiany w danym kraju pacjenci przed wyrazeniem $wiadomej zgo-
dy na leczenie winni porozmawia¢ z lekarzem lub farmaceuta.

Podstawg bezpieczenstwa zamian jest wykazanie biopodobienstwa leku
biologicznego biopodobnego z lekiem biologicznym referencyjnym oraz
potwierdzenie, ze efekt kliniczny tych produktéw leczniczych bedzie taki
sam u kazdego pacjenta. Procedura dopuszczenia biologicznego leku bio-
podobnego ma za zadanie potwierdzi¢, iz lek biopodobny poprzez swojg
skuteczno$¢ terapeutyczng, bezpieczenstwo stosowania oraz dobrg jakos¢
moze bys stosowany zamiennie z lekiem referencyjnym. Przy czym rodzaj
substytucji jest ustalany dla kazdego kraju Unii Europejskiej przez wtasci-
wego ministra ds. zdrowia danego kraju na podstawie dostepnej wiedzy
naukowej.

Obserwacje zmian w procesach wytwarzania lekéw biologicznych re-
ferencyjnych pozwalajq na uznanie, ze kazdy pacjent leczony przewlekle
otrzymat prawdopodobnie wiecej niz jedng wersje tego samego leku. W
zyciu leku biologicznego referencyjnego mamy bowiem ponad 100 zmian,
a czasami nawet duzo wiecej, gdy produkt leczniczy jest diugo stosowa-
ny. Aby utrzymacd te same parametry jakosciowe i ten sam efekt kliniczny
leku, zmienno$¢ musi miesci¢ sie w $cisle okreslonych granicach. W prak-
tyce zatwierdzenie zmian przez organ rejestrujacy oznacza, ze kolejna
wersja leku biologicznego referencyjnego zostata wprowadzona na rynek.
Ze wzgledu na oczywistos$¢ zatwierdzenia kolejnej zmiany odbywa sie to
bez dodatkowej informacji w SmPC oraz bez powiadomienia lekarzy, far-
maceutdw i samych pacjentow.

Plan Zarzadzania Ryzykiem /ang. RMP/ kontroluje leki przez caty czas
stosowania ich w lecznictwie otwartym i zamknietym. Nadmierna reakcja
immunologiczna po zmianie leku zawierajagcego nowg wersje substancji
czynnej jest mozliwa, ale zdarza sie bardzo rzadko.

Ta nowa wersja substancji czynnej moze wystgpi¢ zaréwno w leku bio-
logicznym referencyjnym, jak i w leku biologicznym biopodobnym.

Réznorodnos$¢ budowy biologicznych lekéw referencyjnych i biopodob-
nych wynika ze specyfiki ich wytwarzania w organizmach zywych. Natural-
na zmiennos$¢ biosyntezy jest nieodtgczng cechq wszystkich organizméw
biologicznych oraz ich biologicznych produktdéw.

53



W przypadku lekow badania idg w kierunku potwierdzenia, ze wyste-
pujace réznice nie majg wptywu na bezpieczenstwo, skutecznosé i dobrg
jakos¢ leku biologicznego.

Badania nad biopodobienstwem dwéch biologicznych substancji uzna-
nych za produkty lecznicze jest procesem podzielonym na etapy, zgodnie z
wytyczng Guideline on Similar Biological Medicinal Products (CHMP/473/04
Rev1):

1) badanie poréwnawcze:

e wiasciwosci fizykochemicznych,

e skfadu zanieczyszczen,

e struktury substancji czynnej;
2) badanie poréwnawcze niekliniczne, toksykologiczne;
3) badanie poréwnawcze kliniczne:

e immunogennosci,

e skutecznosci,

e bezpieczenstwa.

Analiza wynikéw 58 badan klinicznych na tacznej liczbie ok. 12 tysiecy
pacjentéw w zamiennym stosowaniu hormondéw wzrostu, erytropoetyny,
G-CSF nie wptynetfa na bezpieczenstwo terapii, nie odnotowano tez dziatan
niepozadanych zwigzanych ze zmiang leku /90/.

Badania reakcji krzyzowej u pacjentéow z nieswoistym zapaleniem jelit
po zastosowaniu leku biologicznego referencyjnego Remsimy /infliksymab/
u pacjentéw uprzednio leczonych lekiem biologicznym referencyjnym Re-
micade /infliksymab/ wykazaty podobng immunogennos$¢ obu lekéw /91/.

Analiza bazy Eudra Vigilance do lipca 2018 roku potwierdza brak zgto-
szen /brak raportéw/ dziatan niepozadanych zwigzanych ze zmiang leku
biologicznego referencyjnego na lek biopodobny.

Infliksymab wprowadzony jako lek biologiczny biopodobny miat za-
stosowang, ekstrapolacje wskazan w gastroenterologii. W Polsce przepro-
wadzone zostato badanie zamiany leku referencyjnego infliksymabu na
biopodobny infliksymab u pacjentéw pediatrycznych leczonych z powodu
choroby Les$niowskiego-Crohna lub wrzodziejgcego zapalenia jelita grube-
go. Stwierdzono brak obserwowanych dziatan niepozadanych zwigzanych
ze zmiang leku i przy obu lekach utrzymanie 80%-owej remisji u dzieci z
chorobg Les$niowskiego-Crohna i 100%-owej remisji u dzieci z wrzodzie-
jacym zapaleniem jelita grubego /92/. Badania na dorostych pacjentach
potwierdzity, ze lek biologiczny biopodobny infliksymab mozna stosowac
bez obaw o skutecznos$c¢ i bezpieczenstwo /92/.

Jak wykazato badanie obserwacyjne przeprowadzone od 30 wrzesnia
2015 do 30 marca 2016 roku u pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem
jelit lub chorobg Lesniowskiego-Crohna zamiana referencyjnego infliksy-
mabu na biopodobny nie wptywata na:

e przebieg nieswoistego zapalenia jelit,

e aktywnos¢ kliniczna,

e dawkowanie,

e powstawanie przeciwciat.

Badanie Planetra Extension Study wykazato, ze zamiana referencyjne-
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go infliksymabu na biopodobny nie wptywata ani na skutecznos¢, ani na
bezpieczenstwo /93/. Badanie to byto otwartym badaniem miedzynarodo-
wym prowadzonym w 69 osrodkach w 16 krajach. Grupa pacjentéw z RZS
leczona byta przez 54 tygodnie metotreksatem oraz infliksymabem refe-
rencyjnym i biopodobnym, a nastepnie u dwdch grup pacjentéw zamienio-
no referencyjny infliksymab na biopodobny. Potwierdzono brak istotnych
zmian immunogennosci po zamianie z leku referencyjnego na biopodobny
oraz nie stwierdzono wptywu na skutecznos¢ i bezpieczenstwo terapii.

Badanie NOR-SWITCH - przebiegajgce w czterech fazach przez 52 ty-
godnie - przeprowadzono na 481 pacjentach z randomizacjg 1:1. Wyka-
zato ono, ze zamiana leczenia z referencyjnego na biopodobny infliksymab
nie wptywata na wyniki leczenia. Pacjenci zrekrutowani do badania cho-
rowali na spondyloartroze, RZS, tZS, tuszczyce, chorobe Les$niowskiego-
-Crohna i wrzodziejgce zapalenie jelita grubego /94/.

Wyniki przeprowadzonych badan klinicznych wskazujg, ze zmiana leku
oryginalnego na biopodobny u pacjentéow ADA dodatnich /przeciwciata
przeciwko lekowi/ nie nasila immunogennosci. Badanie reakcji krzyzowej u
pacjentéow z nieswoistym zapaleniem jelit po zastosowaniu biopodobnego
infliksymabu (Remisma) u pacjentéow uprzednio leczonych lekiem orygi-
nalnym (Remicade) doprowadzito do konkluzji: przeciwciata anty-Remica-
de u pacjentow z nieswoistym zapaleniem jelit ,rozpoznaty i zablokowaty”
lek biopodobny Remisma w takim samym stopniu jak blokowaty Remicade.
Wyniki wskazujg na podobng immunogennos¢ obu lekéw i obecnos¢ tych
samych dominujacych epitopéw w obrebie obu lekéw biologicznych /95/.

Jak wykazaty roczne badania obserwacyjne na 725 pacjentach, poréw-
nanie efektywnosci terapeutycznej trastuzumabu referencyjnego i biopo-
dobnego nie wykazato réznic, a zatem nie stwierdzono wyzszosci trastuzu-
mabu referencyjnego nad trastuzumabem biopodobnym. Mediana okresu
obserwacji wynosita 12 miesiecy (IQR 1 - 04-1 - 08) u pacjentéw, ktérzy
otrzymali tylko ABP 980 /biopodobny trastuzumab/, 12 miesiecy (1 - 04-1
- 07) u 0sob, ktére otrzymywaty tylko trastuzumab, oraz 12 miesiecy (1 -
04-1 08) u pacjentéw, ktérzy przeszli zmiane trastuzumabu na ABP 980
w fazie adiuwantowej. Wszyscy pacjenci poddani obserwacji byli podatni
na ocene, czyli wykazywali aktywnos¢ terapeutyczng przyjmowanych pro-
duktéw /96/. Badanie kliniczne przeprowadzone w grupach pacjentow le-
czonych neoadjuwantowo oraz adjuwantowo potwierdzito bezpieczenstwo
wzajemnej substytucji biologicznego leku referencyjnego i biologicznego
leku biopodobnego /96/.

Dodatkowym wskazaniem do pozyskiwania informacji w zakresie bio-
logicznych lekéw referencyjnych i biopodobnych moga by¢ przyktadowe
zrédia:

Medline,

PubMed, Embase,

wyszukiwarka Ovid,

The Cochrane Central Register of Controlled Trials,

wytyczne réznych organizacji o zasiegu swiatowym.

przypadku zastosowania biologicznych lekéw referencyjnych i bio-

E.....
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podobnych w onkologii mozna zasiegac¢ opinii w nastepujacych przyktado-
wych miejscach:

e EORTC - European Organisation for Research and Treatment of
Cancer /www. eortc.be/,

e ESMO - Eurpoean Society for Medical Oncology /www.esmo.org/,
wiodgca europejska organizacja specjalizujgca sie w onkologii,

e ASCO - American Society of Clinical Oncology /www.asco.org/,

AACR - American Association for Cancer Research /www.aacr.org/,

e EPAAC - European Partnership for Action Against Cancer, europej-
skie partnerstwo na rzecz walki z rakiem utworzone przez Komisje
Europejska w 2004 roku,

e National Cancer Institute /www.cancer.gov/ w Stanach Zjedno-
czonych,

e National Cancer Institute /www.ncic.cancer.ca/ w Kanadzie,

e National Health and Medical Research Council of Australia /
www.ctc.usyd.edu.au/,

e UKCCCR - United Kingdom Co-ordinating Committee on Cancer Re-
search /www.ctu.mrc.ac.uk/ukcccr/nwes.html/,

e NCCN - National Comprehensive Cancer Network, stowarzyszenie
non-profit 27 wiodgcych amerykanskich osrodkéw onkologicznych,
dbajace o jakosc¢ i efektywnos¢ opieki nad chorymi na raka,

e Polskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej /PTOK/, wydajace
zalecenia postepowania diagnostyczno-terapeutycznego,

e AOTMIT - Agencja Oceny Technologii Medycznych i Taryfikacji, or-
gan opiniodawczo-doradczy ministra zdrowia, wypowiadajacy sie na
temat celowosci refundacji danego produktu leczniczego,

e inne towarzystwa naukowe.

Na podstawie aktualnej wiedzy kilka narodowych organéw regulacyj-
nych na terenie Europy wydato pozytywna opinie dotyczacg mozliwosci
zamiany lekoéw referencyjnych na biopodobne.

1) The Dutch Medicines Evaluation Board - stanowisko holender-
skiego MEB z 2015 roku stanowi istotng rewizje wydanych wytycznych
z roku 2010, w ktérych MEB sugerowato, ze terapia powinna by¢ konty-
nuowana przy uzyciu tego samego leku biologicznego /40/. Rewizja ry-
gorystycznego stanowiska MEB znajduje uzasadnienie w rozwoju wiedzy
naukowej na temat lekow biopodobnych oraz jest wyrazem podazania za
rekomendacjami UE w tym zakresie /http://www.biosimilarslawblog.com/.

2) The Finnish Medicines Agency Finea.

3) Healthcare Improvement Scotland /NHS Scotland/, podkre-
$lajacy zalety stosowania lekéw biopodobnych oraz ptynace z tego korzysci
dla pacjentéw.

4) Paul Ehrlich Institute, Germany.

5) Raport brytyjskiego National Health Service (NHS) podkresla, ze
NHS wspiera rozwdj i stosowanie produktédw biopodobnych oraz zacheca
lekarzy do przekazywania pacjentom na biezaco informacji na ten temat
oraz porad dotyczacych leczenia. NHS podkresla tez role lekarzy oraz ko-
nieczno$¢ dbania o interes pacjentéw, ale wprost wskazuje, ze stosowanie
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produktow biopodobnych ma istotny walor rynkowy oraz tworzy wieksze
mozliwosci wyboru dla pacjentow i lekarzy.

6) NFZ Polska, atakowany przez przeciwnikow stosowania lekéw bio-
podobnych. Brak specjalnego statusu lekéw biologicznych w regulacji do-
tyczacej programdéw lekowych w Polsce zostat wyjasniony przez Prezesa
NFZ. Zarzadzenie Prezesa NFZ nr 66/2016/DGL méwi, ze konieczne jest
poznanie nie nazwy handlowej leku, ale jego ulotki — istotne, by pacjent
zapoznat sie ze wskazaniami terapeutycznymi produktu leczniczego oraz z
mozliwymi dziataniami niepozadanymi, ktére mogq wystgpi¢ w przypadku
wszystkich produktédw biologicznych. Zatacznik 15 do Zarzadzenia posiada
rowniez czes¢ 15b stanowigcg os$wiadczenie o odbiorze leku - przyjecie
leku przez pacjenta podlega w istocie kazdorazowej akceptacji, co po-
twierdza mozliwos¢ zamiany leku w programie lekowym. Nie ma przy tym
zadnych argumentéw potwierdzajacych, jakoby wyrazenie zgody na poda-
nie leku biologicznego miato przekresli¢ mozliwos¢ podania tozsamego pod
wzgledem terapeutycznym leku biopodobnego. Kluczowa w tym zakresie
jest bowiem ochrona interesu pacjenta, a ten nie zostaje w zaden sposéb
naruszony.

Krajem wzorcowym, najbardziej idacym w kierunku substytucji
lekow biopodobnych, jest Dania.

Cena leku biopodobnego w Polsce jest ustanowiona na pozio-
mie 75% ceny biologicznego leku referencyjnego - ustawa refun-
dacyjna nakazuje obnizenie ceny leku referencyjnego o 25% do czasu,
kiedy pojawiajq sie lub moga sie pojawic leki biopodobne do niego. CAP,
stanowigcy dalszg ochrone interesu Panstwa Polskiego, okresla, do jakiej
kwoty catosciowej refundacyjnej za lek ptaci Panistwo, a od jakiej podmiot
odpowiedzialny.

System zdrowia kazdego kraju winien wspierac leki biopodobne jako
zrédto oszczednosci systemu w interesie pacjenta. Polska jest szdstym
rynkiem w Europie pod wzgledem sprzedazy lekéw. Obrét lekami w Polsce
to 38 miliardéw zt rocznie, przy czym 70% tego obrotu finansowego to leki
zagraniczne.

Do 2020 roku 7 z 10 najlepiej sprzedajacych sie lekéw innowacyjnych o
przychodach ze sprzedazy rzedu 100 miliardéw dolaréw traci okres ochro-
ny patentowej. A zatem przed nami starcie o ogromne pienigdze - rynek
owych zmagan w Polsce mozna oszacowac na ponad 0,5 miliarda dolaréw.

3.11. ADMINISTRACJA StLUZBY ZDROWIA POPRZEZ POLITYKE
LEKOWA PANSTWA POLSKIEGO NA LATA 2018-2022
WSPIERAJACA LEKI BIOPODOBNE DOPUSZCZONE DO OBROTU

1/ Ministerstwo Zdrowia w pisémie nr PLA4604.199.2015.1.BRB infor-
muje, ze minister zdrowia niezmiennie stoi na stanowisku, iz dopuszczal-
ne jest dowolne zamiennictwo w zakresie lekdw wytwarzanych metodami
biosyntezy z wykorzystaniem procedur biotechnologii. Jest to przejawem
prowadzenia racjonalnej polityki lekowej opartej na aktualnej wiedzy wy-
nikajacej zaréwno z procedur rejestracyjnych, jak i z praktyki klinicznej.

2/ Prezes Urzedu Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycz-
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nych i Produktow Biobdjczych w pismie nr UR.P.GP.070.0013.2017.JP.3
informuje: ,standardy wytwarzania, kontroli oraz rejestracji lekéw bio-
podobnych sg takie same dla lekéw referencyjnych, jak i biopodobnych.
Zgodnie z obecnie dostepnymi danymi literaturowymi brak jest danych
mowigcych o tym, ze zmiana jednego produktu na inny w ramach lekow
biopodobnych ma jakikolwiek negatywny wptyw na postep i skutecznosé
leczenia, a takze na wystepowanie dziatan niepozadanych”.

3/ Prezes Narodowego Funduszu Zdrowia w piSmie nr
DGL.4502.148.2017.39372.GBA informuje, ze tezy zaprezentowane w do-
kumencie ,Wybrane zagadnienia dotyczace zamoéwien publicznych” stojg
W sprzecznosci z zasadami uczciwej konkurencji wymaganymi przy pro-
wadzeniu zamdéwien publicznych, a takze sg niezgodne z aktualng wiedzg
medyczna.

Co wiecej, ich przyjecie i uznanie za stuszne moze skutkowac wielo-
milionowymi stratami dla Narodowego Funduszu Zdrowia wynikajgcymi z
niczym nieuzasadnionego ograniczenia stosowania lekéw biopodobnych.

Prezes Narodowego Funduszu Zdrowia w pisSmie nr
DGL.4451.7.2018.5385.GBA informuje, ze Narodowy Fundusz Zdrowia
jako zobowigzany do finansowania $wiadczen gwarantowanych w sposéb
legalny, gospodarny, celowy i rzetelny zamierza wprowadzi¢ szereg za-
chet finansowych dla $wiadczeniodawcéw stosujgcych tansze i najtansze
odpowiedniki lekdw refundowanych zakupione w ramach procedur prze-
targowych zapewniajacych uczciwg konkurencje pomiedzy wszystkimi re-
fundowanymi lekami zawierajagcymi okreslong substancje czynng lub przy-
noszacymi identyczny efekt zdrowotny.

4/ Zastepca Dyrektora Mazowieckiego Oddziatu Wojewddzkiego Narodo-
wego Funduszu Zdrowia ds. Medycznych w pismie nr WYCH-182798/2017
informuje: ,zwracam sie z uprzejma prosba o biezace informowanie Ma-
zowieckiego Oddziatu Wojewddzkiego NFZ o stwierdzonych przypadkach
kwestionowania skutecznosci lekéw generycznych lub biopodobnych oraz
dziataniach negujacych ich bezpieczenstwo i zamiennictwo wzgledem le-
kéw referencyjnych, z jednoczesnym przekazywaniem niniejszej informa-
cji do Departamentu Polityki Lekowej i Farmacji Ministerstwa Zdrowia”.
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