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Biotermékek minőségügyi kérdései  
bioanalitika szükségessége 

� Emlékeztető 
� Alapfogalmak
� Fehérjék szerkezete
� Szerkezet hatás összefüggés

� A hasonlóság definíciója
� Kismolekulák esetén

� Minőségi előírat
� háttérinformációk

� Biogenerikumok esetén
� Minőségi előírat
� Háttérinformációk

� Összehasonlíthatósági tanulmány-Comparability studies



Protein Characteristics: amino acid characteristics
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Protein Characteristics: amino acid characteristics

Pommié, C. et al., J. Mol. Recognit., 17, 17-32 (2004).



Chemistry of molecular assembly of macromolecules

What basic chemistry is required for preparation of the building 
blocks and the macromolecules



Protein Characteristics:, proline

Proline is not an amino but 
imino acid

Non-polar, cyclic, resembles 
aliphatic AA

Found at the end of helices Found at the end of helices 
and in turns

Both cis and trans are 
populated and nearly 
isoenergetic, isomerization 
plays a role in protein folding



Protein Characteristics: amino acids: aromatic

All aromatic AA are: 

Non-polar

tyrosine and tryptophan have 
hydrophilic properties due to the 
presence of respectively their OH and 
NH groups, therefore these AA are NH groups, therefore these AA are 
more frequently found on the surface

More frequently found at the interior 
where it is part of the hydrophobic 
core where pi-stacking between 
aromatic rings is strongly stabilizing 
the structure



Protein Characteristics: amino acids: hydrophobic

Valine, leucine, Isoleucine

Non-polar, aliphatic branched 
hydrocarbon AA

Mostly found in the hydrophobic 
interior of a protein

Methionine:

Sulphur containing, sulphur not 
highly nucleophilic: generally not 
part of active center, in contrast 
with cysteine

Sulphur sensitive to oxidation



Aspartic acid, glutamic acid

Polar, negatively charges

in active centers

Solubility and charge

Can form salt-bridge

Protein Characteristics: amino acids: polar

Asparagine, Glutamine

Polar, non-charged 

Can accept (C=O)and donate 
hydrogen bonds (NH2)

Found both interior and exterior 

of proteins



Protein Characteristics: amino acids: positively charged

Lysine, Arginine

Polar, positively charged

charged head groups found on the surface 

aliphatic side chain is generally within the 
hydrophobic core of the protein

Lysyl group:Lysyl group:

in active centers: lowering the pka through the 
neighbouring residues: ε-amino group 

becomes nucleophillic

Arginine guanidino group can bind phosphate 
anions, frequently found in active sites of 
phosphorylated substrates



Protein Characteristics: amino acids: positively charged

Histidine

Imidazole group pka of 6, 

deprotonated: imidazole nucleophilic,

protonated: imidazole is an acid 

in enzymatic reaction,:
low-barrier (or short-strong) hydrogen bond in 
catalysis

and can stabilize the fold of a protein: 
charge, hydrophobic /aromatic, metal 
binding



Serine, Threonine

Polar uncharged, hydroxyl

Hydrophilic due to the presence of an 
hydroxyl group that can hydrogen 
bond

Can be phosphorylated on OH

Protein Characteristics: amino acids: hydroxyl, cysteine

Can be phosphorylated on OH



Cysteine

Protein Characteristics: amino acids: cysteine

Cysteine

Polar uncharged

Contains thiol, chemical resemblance with serine (OH vs SH), 
functionally distinct, poor hydrogen bonding, more reactive 
nucleophilic reactions

Disulfide bond formation stabilize extracellular proteins

Metal binding: zinc fingers: tetrahedral orientation



1st Law of Thermodynamics: total energy of a system and its surroundings is constant

2nd Law of Thermodynamics: the total entropy of a system and its surroundings always 
increases for a spontaneous process. 

Contradict with  biological systems = decrease in entropy

Protein Characteristics: thermodynamics

Contradict with  biological systems = decrease in entropy

formation of such ordered structures only if the entropy of other parts of the 
universe is increased by an equal or greater amount 



Protein Folding Can Be Understood in Terms of Free-Energy Changes

Entropy protein high
How is this possible: 
free-energy change 
must be negative for 
a reaction to be 
spontaneous

Entropy protein low

spontaneous

H2O: non-polar residues can not interact with water: through 
folding these non-polar residues are excluded from the 
water thereby the entropy of the water is increased



Reversible interactions of biomolecules are mediated 

by three kinds of non covalent bonds

electrostatic interactions

hydrogen bonds

Van der Waals interactions



Why Protein stability influenced by pH



Protein characteristics summary

how protein structure and stability is influenced by

• Composition: amino acid, pH dependence

• Entropy, enthalpy

• Water

• Interactions

• Structure: primary, secondary, tertiary, quaternary• Structure: primary, secondary, tertiary, quaternary

Characteristics of proteins explained on the

basis of the structure and interactions that 

stabilize the structure:

1. Temperature 2. Salt

2. pH 4. Detergents

3. Reductant     6. Organic solvent



Meghatározások
Biotechnológia, Bioszimiláris

� A termék tulajdonságai 
teljesen azonosak az 

� A termék tulajdonságai 
megfelelően hasonlóak az 

Bioszimiláris- nincs pontos meghatározás

IDENTICAL=Azonos
SIMILAR=hasonló

teljesen azonosak az 
originátoréval
(Komplex anyagok 
esetén ezt nehéz 
igazolni)

megfelelően hasonlóak az 
originátoréhoz ahhoz, 
hogy ugyanazt a hatást 
érjük el ugyanolyan 

biztonság mellett

Feltételezi, hogy a rendelkezésre álló eszközökkel ki 
tudjuk mutatni az eltérést



Megfelelően Hasonló

Rhesus monkey genome reveals DNA similarities with chimps and 
humans 

Sequence of orangutan and marmoset also completed

By Caroline Arbanas 

April 11, 2007 -- Scientists have decoded the genome of the rhesus macaque 
monkey and compared it with the genomes of humans and their closest living 
relatives - the chimps - revealing that the three primate species share about 
93 percent of the same DNA. 



Megfelelően hasonló?



Definíció híján ...teljesíthető (?) követelményrendszer

� Megfelelően hasonló 
legyen az originátoréhoz

� Ugyanaz az indikációja 
legyen

� Mi az a különbség, ami 
számit?

� Mi a helyzet a 
többszörös indikációval?

� Ugyanaz a 
felhasználás/adagolás 
módja,ugyanaz az 
erősség és dózis

� GMP körülmények 
között gyártsák

� Ha a betegnek a 
„prefilled syringe” 
megfelelőbb lenne?

� Teljesíthető



Meghatározások  
Comparability (összehasonlíthatóság)

� Mi is ez?
� Mindenki csinálja Nem mindenki 

csinálja
� Mikor? Bioszimiláris

� Technológia változtatásnál
� Analitika változásánál� Analitika változásánál
� Formuláció változásánál …stb.

� Mit jelent? (ICH Q5E)



Összehasonlítás: a méret számít





Összehasonlítás: szerkezet - hatás

Hagyományos gyógyszermolekulák  – a szerkezet hatás mechanizmus
jól definiálható.
Terápiás fehérjék – komplex hatás egyes szerkezeti v áltozások hatása 
nem jósolható (hatásosság, half-life, immunogenicit ás, biztonságosság)



Összehasonlítás: Minőségbiztosítás- Engedélyeztetés

Sarzslapok CMC része a dossziénak

Terápiás fehérjék

kismolekulák



A jéghegyből mennyit látunk?

• Felszabadítási 
tesztek

� Karakterizálás

? • Technológia



Felszabadítási vizsgálatok



Protein-szer ű szennyezések
(gazdasejt proteinek)

SDS-PAGE, HPLC, HPCE, 
immunoassays (ELISA,etc)

Medium összetev ők (insulin, 
transferrin, IgG)

SDS-PAGE, HPLC, HPCE, 
immunoassays (ELISA,etc)

Gyártásból eredő szennyezések, variánsok, termék 
eredetű rokon anyagok, bomlástermékek

Szennyezés Analitikai módszer

Kémiai összetev ők (antibiotikumok, 
indukáló ágensek)

HPLC, UV spektroszkópia

Endotoxinok Nyúl pirogén teszt, 
Limulus amebocyte lysate (LAL)

DNS DNA dot-blot hybridisation,
Polymerase Chain Reaction (PCR)

Mikrobiológiai szennyezés Sterilitás vizsgálat

Vírus Vírusérzékenység mérés

Mikoplazma CFR módszer

Leachables (Protein A, gyanta, 
nehézfém)

HPLC, ICP, AAA etc



Termék eredetű szennyezések, variánsok, rokon anyagok, gyártásból 
eredő bomlástermékek

Proteolitikus bomlástermékek Izoelektromos fókuszálá s (IEF), HPLC, 
HPCE,SDS-PAGE, N terminális 

szekvenálásszekvenálás

Mutánsok és egyéb maradékok 
jelenléte

Tripszines vagy más enzimes bontás
(gyakran MALDI/TOFL-val együtt )

Deamidált/oxidált formák IEF, HPCE, HPLC (gyakran 
tömegspektrometriával kombinálva

)

Nem megfelel ően
glikolizált/foszforilált formák

affinitás HPLC, IEF ( gyakran 
tömegspektrometriával kombinálva

)

Dimerek, aggregátumok SEC, GPC, SDS-Page, HPCE



Fehérjék analízise-1



Fehérjék analízise-2



Fehérjék analízise-3



Originátor készítmény 
megismerése-1

� Irodalmazás
� Cikkek
� Szabadalmak
� Előadásanyagok

Mérések, mérések és mérések� Mérések, mérések és mérések



Originátor készítmény megismerése 
– folyt.

Minutes
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Originátor készítmény megismerése 
– folyt.



Originátor készítmény megismerése 
– folyt.



Originátor készítmény 
megismerése-2



Originátor készítmény 
megismerése-2 folyt.



Originátor készítmény megismerése-2 folyt.



Ignoti nulla cupido. 

(Amit nem ismerünk, az után nem vágyunk)

A ma piacon lev ő 13 legsikeresebb terápiás fehérje közül 11 

2000 előtt lépett piacra!



Originátor készítmény megismerése 3
(segédanyag beszállító kiválasztása)
Tween-80 sarzsok összehasonlítása (MALDI-TOF)



Milyen különbség releváns?



Példák a nagyvilágból-1



Példák a nagyvilágból-2



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (1)

Infliximab termék - Anti-TNF α mAb
� Az engedélyt 1998 augusztusában kapták
� Folyamatos perfúziós technológia 
� A gyártási és tisztítási folyamat specifikus � A gyártási és tisztítási folyamat specifikus 

lépéseket tartalmaz a vírus eliminációra
� A bulk gyártása Leidenben, Hollandiában van



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (1)

A leideni b ővítés
A meglévő leideni gyártóbázis bővítése érintené:

� Puffer készítést
� Eszköz előkészítést és tárolást
� Downstream processt

A leideni engedélyezett gyártóbázison végrehajtandó változások:

� Zárt rendszerek bevezetése, amelyek következtében a termesztési 
folyamatokat kevésbé részletesen kellene ellenőrizni 

� Az aszeptikus technológia és a  fix összeköttetésű termék szállító sorok miatt 
kevesebb tisztítási kiépítés szükséges

� Megnövekedett CIP és SIP ciklus használat
� Megnövelt automatizálás
� Egy vírusszűrési lépés bevezetése



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (1)

A protokoll
� Október, 1998 – Összehasonlítási protokoll 

benyújtva
� In process teszt egy sarzsra
� Release teszt egy sarzsra
� Az eredmények összevetése több meglévő 

sarzs eredményével
� Biológiai aktivitás és tisztaság vizsgálatok 

összehasonlítása



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (1)

A hatósággal való konzultáció:

� Február, 1999 – Hivatali megjegyzések a protokollhoz  
megérkeztek

� A stabilitási tesztelés tervei tisztázandóak

� Listázni kell azokat a tanulmányokat amelyek rendelkezésre 
fognak állni az inspekció alatt

� A változások várható hatása a többi - a gyártóbázison 
előállított- termékre tisztázandó

� Egészítsék ki a  beadványt, az összes folyamatot érintő 
deviációs jelentéssel

� A változások hatását három-három sarzson kell igazolni (a 
tervezett egy helyett) 



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (1)

A hatósággal való konzultáció:

� Június, 2000 – A megjegyzésekre való válaszok benyújtva 
azzal a javaslattal, hogy a változtatásokat 2 fázisban hajtják 
végre 

� I Fázis: puffer és eszköz előkészítési területek átalakítása (small � I Fázis: puffer és eszköz előkészítési területek átalakítása (small 
scale)

� II Fázis: az összes fennmaradó terület beleértve a downstream 
process részt is

� Február, 2001 – CBE 30 benyújtva a Fázis I – re 

� Július, 2002 – CBE 30 benyújtva a Fázis II – re

� Október, 2002 – CBE 30 Fázis I – re elfogadva

� Január, 2003 – CBE 30 Fázis II – re elfogadva



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (2)

Gyártás Malvern-ban
� Általános változások az engedélyezett 

leideni gyártóbázishoz képest
� Zárt rendszerek bevezetése, amelyek 

következtében a termesztési folyamatokat következtében a termesztési folyamatokat 
kevésbé részletesen ellenőrzik

� Az aszeptikus technológia és a  fix 
összeköttetésű termék szállító sorok miatt 
kevesebb tisztítási kiépítés

� Megnövekedett CIP és SIP ciklus használat
� Megnövelt automatizálás



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (2)

Specifikus folyamat változások

� Az oltó és a gyártási sejt kultúra méretnövelése

� Változás a sejt elválasztó berendezésben amelyet a 
gyártási sejt kultúrában használnakgyártási sejt kultúrában használnak

� Változás a „harvest” felülúszó folyadék tárolási 
utasításában

� Változás a kromatográfiás oszlop ágy 
magasságában két tisztítási  lépésben

� A downstream  folyamatok méretnövelése

� Egy vírus szűrés bevezetése



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (2)

Hatósággal való konzultáció:

� Január, 1998 – Találkozó a Centocor és az FDA között, a 
Malvern-i gyártási és iktatási stratégia bemutatása

� Október, 1999 – Találkozó a Centocor és az FDA között, a � Október, 1999 – Találkozó a Centocor és az FDA között, a 
Malvern-i gyártóbázis engedélyezésének felgyorsítása és 
előremozdítása céljából

� Kérdés: az összehasonlíthatósági protokoll elfogadható?

� Válasz: a gyártóbázison végbemenő változás túl nagymértékű egy 
összehasonlíthatósági protokollhoz.

� De, információ amely alátámaszt egy összehasonlíthatósági tervet 
csatolandó a beadott törzskönyvi dokumentációhoz (IND)

� Május, 2000 – Összehasonlíthatósági terv benyújtva 



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (2)

Malvern-i Összehasonlíthatósági terv
� IPC mérés a folyamat minden lépésnél
� Sejt kultúrák

� Életképesség a felengedésnél az elő-kultúrákban
� Több generáció összehasonlítása az elő-kultúrákban és gyártási sejt � Több generáció összehasonlítása az elő-kultúrákban és gyártási sejt 

kultúrákban
� Specifikus termelékenység vizsgálata a gyártási sejt kultúrákban
� Termék minőség az egész gyártási sejt kultúra folyamaton keresztül

� „Harvest” tárolás változás
� Igazolni, hogy a termék minőségét a tárolás változása nem befolyásolja

� Virális és DNA eliminációs tanulmányok azon kromatográfiai folyamat 
lépésekre ahol az oszlopágy magasságában változás történt

� A szennyezések eliminálásának igazolása tisztítási folyamat során



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (2)

� Három sarzs Malvern-i előállítású gyógyszer alapanyag (API) 
összehasonlítva három BLA (Biologics Licence Application) 
sarzzsal és három olyan sarzzsal amely az engedélyezett 
(leiden-i) gyártóbázison lett nemrég (változtatások után) 
előállítvaelőállítva

� Release tesztek

� Összehasonlító szennyezésprofil és bioaktivitás

� Tryptic map

� CD elemzés

� Ultracentrifugás összehasonlítás

� Oligosaccharide profil

� MS elemzés



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (2)

Malvern-i Összehasonlíthatósági terv-
Stabilitási vizsgálatok

� protein A-val tisztított termék előállítva

� Intermediate holding-time  vizsgálatok

� Egy sarzs gyógyszer alapanyag  

� Három sarzs termék előállítva három 
különböző sarzs gyógyszer anyagból



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (2)

� Július, 2000 - Hivatali megjegyzések a összehasonlíthatósági tervhez 
megérkeztek:

� A technológia transzferrel kapcsolatos validálások listáját adják be
� A kritikus lépések és a felszabadítási analitikai eljárásokat rekvalifikálják 

(terveket beadni)
� Nyújtsák be a „bioburden” és a LAL tesztek eredményét minden � Nyújtsák be a „bioburden” és a LAL tesztek eredményét minden 

köztiterméknél és a protein A  -val tisztított termék stabilitásánál
� Összehasonlító ábrákat/adatokat kérnek beadni az

� IEF gélekről
� AUC görbéről
� Tryptic peptid térképekről
� SDS-PAGE gélekről
� CD spektrumokról
� SEC-HPLC kromatogramokról



REMICADE ®
Összehasonlíthatósági eljárás (2)

� December, 2001 – Az 
Összehasonlíthatósági terven alapuló 
előzetes jóváhagyási kérelem benyújtva

� Március, 2002 – Előzetes jóváhagyási � Március, 2002 – Előzetes jóváhagyási 
inspekció

� Április, 2002 – A Malvern-i gyártóbázis 
engedélyezése 



Comparability excercise-Genentec (1)



Comparability excercise-Genentec (2)



Comparability excercise-Genentec (3)



Comparability excercise-Genentec (4)



Comparability excercise-Genentec (5)



Comparability excercise-Genentec (6)



Comparability excercise-Genentec (7)



Comparability excercise-Genentec (8)



Comparability excercise-Genentec (9) vs 
Richter 

Fekete Szabolcs



Comparability excercise-Genentec (11)



Genentec tapasztalatai  (2008-FABIAN)
Reed Harris



Hogyan kezdodott?


