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Pengantar Penerbit

Sebagai penerbit ilmiah, LIPI Press mempunyai tanggung jawab
untuk terus berupaya menyediakan terbitan ilmiah yang berkualitas.
Upaya tersebut merupakan salah satu perwujudan tugas LIPI Press
untuk turut serta membangun sumber daya manusia unggul dan
mencerdaskan kehidupan bangsa sebagaimana yang diamanatkan
dalam pembukaan UUD 1945.

Buku ini mengulas kemungkinan penggunaan teknologi
bioteknologi, biologi molekuler, dan reverse engineering dalam
riset dan pengembangan obat biosimilar, yang berdasarkan pada
pengalaman SDM Iptek LIPI selama kurang lebih 17 tahun. Buku ini
terdiri atas 10 bab yang membahas beberapa contoh penelitian yang
telah dilakukan, peraturan yang mendasari, formulasi, dan pemikiran
lainnya pascabiosimilar.

Selain itu, buku ini ditulis berdasarkan alur riset dan pengem-
bangan obat biosimilar dari pemahaman regulasi dari dalam dan luar
negeri, kemudian mulai disampaikan tentang 4 produk biosimilar
yang dikembangkan oleh LIPI hingga bioproses produk-produk
berbasis terapeutik protein rekombinan.

Kami berharap buku ini dapat bermanfaat bagi peneliti, dosen,
mahasiswa, serta pemangku kepentingan dalam memahami obat

Xvii



biologi, apa yang telah dilakukan, dan kendala dalam pengembangan
obat biosimilar di Indonesia.

Akhir kata, kami mengucapkan terima kasih kepada semua pihak
yang telah membantu proses penerbitan buku ini.

LIPI Press



= Kata Pengantar

Akses terhadap obat yang dibutuhkan dengan harga terjangkau
menjadi masalah mendasar dalam pembangunan kesehatan suatu
negara. Masalah semacam ini akan dapat dipecahkan apabila obat
yang dibutuhkan tersedia dengan harga yang terjangkau oleh mereka
yang membutuhkannya. Salah satu masalah mendasar yang saat ini
sedang kita hadapi adalah hampir seluruh (95%) bahan baku obat
yang kita butuhkan masih harus kita impor, apalagi obat-obat yang
berbasis biologi (obat biologi), seperti hormon faktor pertumbuhan
(growth factor), antibodi, dan vaksin. Sebagaimana sering terjadi di
negara berkembang, bahan baku untuk suatu proses produksi masih
jauh dari mandiri.

Riset dasar dan pengembangan obat biologi yang baru, biasanya
dilakukan di negara maju karena riset semacam ini selain membutuh-
kan biaya yang luar biasa besar juga membutuhkan perencanaan yang
sangat matang. Bersaing dengan negara maju dalam pengembangan
obat biologi baru tentunya sangat sulit untuk dilakukan. Cara lain
untuk mengembangkan kemampuan teknologi dan memenuhi
kebutuhan dalam negeri adalah dengan mengembangkan obat
tersebut setelah masa patennya berakhir. Industri farmasi lain dapat
mendaftarkan produk obat biologi tersebut yang biasanya dikenal
dengan produk obat biosimilar.
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Keberadaan teknologi rekombinan DNA, sumber daya manusia
iptek yang tersedia, dan jumlah penduduk yang besar, sangat mem-
buka peluang Indonesia untuk mengintroduksikan pengembangan
teknologi berbasis reverse engineering pada bioteknologi kesehatan.
Peluang ini terbukti sudah berhasil dilakukan di negara berkembang
lainnya, seperti Tiongkok dan India, untuk mengurangi produk impor
dalam memenuhi kebutuhan obat biologi dalam negeri. Introduksi
produk obat biosimilar memberikan peluang yang sangat besar bagi
negara berkembang, termasuk Indonesia, untuk menyusul keter-
tinggalannya dari negara maju. Aplikasi teknologi berbasis reverse
engineering pada bioteknologi kesehatan bahkan sangat berpotensi
digunakan untuk mengejar ketertinggalan Indonesia terhadap negara
maju.

Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) sejak tahun 2004
mulai mengembangkan riset dasar untuk memproduksi biosimilar
dengan menggunakan teknologi rekombinan protein. Buku ini
merupakan kompilasi dari kegiatan yang telah dilakukan dan dileng-
kapi dengan informasi-informasi penting, seperti regulasi dan cara
memproduksi obat biosimilar. Produk obat biosimilar yang dipilih
berdasarkan analisis kebutuhan masyarakat Indonesia, yaitu human
eritropoietin hormon penghasil sel darah merah, hormon insulin
pengatur kadar gula dalam darah, hormon interferon Alfa-2 untuk
perawatan penderita hepatitis dan kanker hati, serta Granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF atau GCSF adalah faktor pertum-
buhan yang merangsang sumsum tulang untuk menghasilkan
granulosit dan sel punca, dan melepaskannya ke dalam aliran darah).
Keempat produk obat biosimilar ini jenis struktur proteinnya adalah
glikoprotein. Riset yang dilakukan diharapkan dapat berkontribusi
terhadap perkembangan ilmu bioteknologi dan biologi molekuler di
Indonesia serta berkontribusi terhadap kemandirian produksi bahan
baku obat di dalam negeri yang penuh tantangan.

Meningkatnya kebutuhan obat biologi, meningkatnya teknologi
cell line development, dan habisnya masa paten obat biologi originator
menyebabkan semakin banyak industri biofarmasi yang mengem-
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bangkan produk biosimilar. Biosimilar dapat berfungsi sebagai opsi
obat dengan harga yang lebih rendah sehingga rakyat dapat mem-
punyai akses terhadap obat yang dibutuhkannya dan dapat secara
umum dapat menciptakan sistem perawatan kesehatan yang lebih
berkelanjutan. Pada saat yang sama, kehadiran biosimilar dapat mem-
berikan ruang bagi inovasi dalam asuransi kesehatan dan teknologi,
dan akhirnya akan berujung pada lebih banyaknya pasien yang terus
menerima perawatan terbaik sehingga kesejahteraan masyarakat dapat
meningkat.

Walaupun pengembangan biosimilar mempunyai masa depan
yang cerah, penelitian dan pengembangan obat semacam ini tidak
mudah dan penuh tantangan. Tantangan tersebut antara lain membu-
tuhkan dana yang sangat tinggi, membutuhkan sumber daya manusia
iptek yang sangat kompeten di bidangnya, dan menuntut komitmen
jangka panjang dari Pemerintah, terutama dalam hal penyediaan
fasilitas, dana, dan keberpihakan dalam membuat peraturan baik
dalam tahap riset, pengembangan maupun dalam tahap komersial.

Kami menyadari buku ini masih jauh dari sempurna dan riset
yang telah dilakukan juga masih jauh dari harapan industri obat
dan pemangku kepentingan di bidang kesehatan. Inisiasi yang telah
dilakukan ini diharapkan dapat memberi gambaran riset di Indonesia.
Tentu masih banyak kekurangan dari buku ini, kritik dan saran yang
membangun sangat kami harapkan. Semoga buku ini bermanfaat.

Dr. Puspita Lisdiyanti, M.Agr.Chem.
Kepala Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI
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- Prakata

Perkembangan bioteknologi modern, terutama dalam bidang kese-
hatan, telah memberikan pilihan terapi tambahan dalam layanan
kesehatan. Tidak seperti obat kimia tradisional, obat biologi adalah
suatu molekul glikoprotein yang diproduksi dalam sel hidup (sel tum-
buhan, hewan, bakteri, virus, dan ragi) yang meliputi berbagai jenis
molekul, yaitu hormon (hormon pertumbuhan, insulin, eritropoietin),
antibodi monoklonal, produk darah, sera, dan vaksin. Karena obat
biologi diproduksi dalam makhluk hidup maka obat biologi lebih
kompleks dan sangat menantang untuk diproduksi.

Semakin meningkatnya penyakit kronis, meningkatnya umur
populasi, dan meningkatnya kemampuan teknologi untuk mempro-
duksi obat biologi telah meningkatkan pasar obat berbasis rekombinan
protein. Beberapa jenis penyakit yang sering menggunakan obat bio-
logi dalam metode pengobatannya antara lain adalah penyakit kanker,
anemia, rematik, autoimun, alzheimer, dan beberapa penyakit yang
berhubungan dengan darah dan kardiovaskular. Semakin banyaknya
pasien yang mempunyai akses pada obat ini, obat biologi semakin
cepat mendominasi pasar obat dunia, terutama pada negara-negara
maju.

Terkait hal tersebut, kami memanjatkan syukur ke hadirat
Allah Swt. atas kelancaran dan keberhasilan proses penulisan serta
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penerbitan buku ini. Buku ini membahas kemungkinan penggunaan
teknologi bioteknologi, biologi molekuler, dan reverse engineering
dalam riset dan pengembangan obat biosimilar. Buku ini ditulis
berdasarkan pengalaman SDM Iptek LIPI dalam mengembangkan
obat biosimilar selama kurang lebih 17 tahun. Harapan kami buku
ini dapat bermanfaat bagi peneliti, dosen, mahasiswa, dan pemangku
kepentingan dalam memahami obat biologi, apa yang sudah dilaku-
kan, dan apa yang menjadi kendala dalam pengembangan obat bio-
similar di Indonesia. Beberapa contoh penelitian yang telah dilakukan,
peraturan yang mendasarinya, formulasi, dan pemikiran lainnya
pasca-biosimilar ditampilkan dalam 10 bab.

Buku ini ditulis berdasarkan alur riset pengembangan obat bio-
similar dari pemahaman regulasi dari dalam dan luar negeri dalam
pengembangan obat biosimilar, kemudian disampaikan mengenai
4 produk biosimilar yang dikembangkan oleh LIPI dengan segala
kendala yang dihadapi, dilanjutkan dengan teori-teori strategi pening-
katan aktivitas, formulasi, dan bioproses produk-produk berbasis
protein terapeutik rekombinan.

Bogor, Februari 2021

Penyusun
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Bioteknologi dan Biosimilar:
Perkembangan Obat Berbasis

Protein Terapeutik
Adi Santoso

Kemajuan bioteknologi modern yang dimulai sekitar tahun 1960-an
dan diawali dengan ditemukannya struktur DNA (Watson & Crick,
1953) telah membawa ilmu ini menjadi fondasi terciptanya produk
obat berbasis protein terapeutik. Dikenal dengan istilah obat biologi,
dalam tiga dekade terakhir, obat berbasis protein terapeutik ini
sekarang telah menjadi obat utama penyakit degeneratif (Lybecker,
2017). Meningkatnya penggunaan obat berbasis protein terapeutik
menjadi fokus utama buku ini. Sejarah perkembangan bioteknologi
modern, ilmu pengetahuan dan teknologi yang dibutuhkan untuk
pengembangan produk biosimilar dan bagaimana kemungkinan
pengembangan produk obat ini untuk mencapai kemandirian nasional
terhadap kebutuhan obat dalam negeri dibahas pada bab ini.

A. Apakah yang dimaksud dengan Bioteknologi?

Bioteknologi adalah teknologi yang berbasis pada biologi, terutama
apabila digunakan dalam bidang pertanian, pangan, kedokteran,
lingkungan, dan energi. Pada dasarnya, bioteknologi adalah suatu
teknologi yang memanfaatkan proses seluler dan molekuler untuk
mengembangkan teknologi dan produk yang membantu memperbaiki
kesehatan manusia beserta lingkungannya (CBD, 2014). Manusia telah



menggunakan proses biologis mikroorganisme selama lebih dari 6.000
tahun untuk membuat produk makanan yang berguna, seperti roti,
keju, produk susu, dan minuman lain.

Istilah bioteknologi pertama baru terdengar pertama kali pada
1919 saat bioteknologi digambarkan sebagai interaksi antara biologi
dan teknologi manusia untuk mengonversi suatu bahan baku menjadi
produk tertentu. Pada saat itu, sebagian besar bioteknologi hanya
terfokus pada makanan dan minuman. Pada 1940-an, kegiatan bi-
oteknologi berkembang pada obat-obatan sehingga memungkinkan
produksi massal antibiotik, seperti penisilin, yang terus digunakan
untuk mengontrol penyakit menular (UN, 1992). Terobosan besar
yang menjadi blue print bioteknologi modern diawali dengan studi
tentang DNA. Pada studi ini, akhirnya struktur DNA ditemukan dan
dipublikasikan oleh Francis Crick dan James D. Watson pada 1953
dalam jurnal ilmiah Nature dengan judul “Molecular Structure of
Nucleic Acids: A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid” (Watson
& Crick, 1953). Usaha mendefinisikan bioteknologi berjalan cukup
lama, hingga akhirnya PBB dan WHO dalam suatu konvensi pada
1992 mendefinisikan bahwa bioteknologi adalah “aplikasi teknologi
yang menggunakan sistem biologi, organisme hidup atau derivatnya,
untuk membuat atau memodifikasi produk dan proses untuk maksud
tertentu” (UN, 1992). Bioteknologi modern sering dikaitkan dengan
penggunaan mikroorganisme yang diubah secara genetik, seperti
Escherichia coli atau ragi (yeast) untuk produksi rekombinan protein
(misalnya insulin atau antibiotik tertentu). Bioteknologi modern
sering juga digunakan untuk membuat hewan transgenik, tumbuhan
transgenik, dan penggunaan sel mamalia (contohnya sel chinese
hamster ovary/sel CHO) untuk memproduksi obat-obatan (Jayapal
dkk., 2007). Aplikasi bioteknologi modern yang menjanjikan lainnya
adalah pengembangan obat-obatan dengan menggunakan tanaman
sebagai bioreaktor, misalnya teknologi molecular farming.

Seiring berjalannya waktu, manusia telah banyak mempelajari
dengan sangat detail tentang organisme sampai ke struktur dan urutan
basa DNA. Gambar 1.1 menunjukkan gambar nukleus, kromosom,

2 Pengembangan Obat Biologi ...



dan struktur DNA. Gambar tersebut menjelaskan bahwa peningkatan
pengetahuan tentang struktur nukleus—dengan kromosom dan dou-
ble helix DNA yang terdapat di dalamnya—membuat para ilmuwan
mampu melahirkan ilmu genetika modern di mana pembawa unsur
keturunan makhluk hidup adalah melalui molekul DNA. Pengetahuan
tentang fungsi organel dalam sel dan struktur DNA secara detail
akhirnya membuat bioteknologi modern saat ini memungkinkan
kita untuk melakukan penggabungan unsur genetik dari dua atau
lebih sel hidup sehingga kita mampu untuk membuat sel bakteri
menghasilkan molekul manusia (Alberts, 2002). Dalam bidang tanam-
an, bioteknologi modern mampu meningkatkan resistansi tanaman
terhadap suatu penyakit, meningkatkan toleransi herbisida tanaman
dan memfasilitasi penggunaan praktik pertanian yang lebih ramah
lingkungan. Dalam bidang peternakan, ternak unggul yang terbebas
dari beberapa penyakit tertentu telah berhasil dikembangkan.

Di bidang kesehatan, bioteknologi modern digunakan untuk
menyintesis molekul terapeutik yang belum pernah ada sebelumnya
untuk memerangi berbagai penyakit serius, vaksin untuk pertahanan
tubuh terhadap ancaman suatu penyakit, dan teknologi diagnostik
untuk mendiagnosis suatu penyakit dengan presisi yang tinggi.
Teknologi produksi obat menjadi semakin modern dengan mun-
culnya teknologi rekombinan (rDNA) pada 1970-an dan 1980-an.
Teknologi ini memungkinkan para ilmuwan untuk memanipulasi
gen dan sel untuk menghasilkan obat-obatan yang sangat kompleks
secara struktural yang tidak mungkin diproduksi melalui sintesis
kimiawi atau pemurnian dari sumber-sumber alami (Alberts, 2002).
Dengan menggabungkan kemampuan memproduksi, memurnikan,
dan mengkarakterisasi molekul kompleks (misalnya molekul antibodi
monoklonal) dengan pemahaman tentang mekanisme suatu penyakit,
berbagai produk obat biologi telah mampu diproduksi. Habisnya
masa paten obat biologi telah memunculkan fenomena baru dengan
kehadiran produk biosimilar, yakni suatu produk obat biologi yang
mengacu pada produk originator yang telah diakui.
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Nucleus Chromosome DNA

Sumber: Diadaptasi dari University of Waikato (2011)

Gambar 1.1 Nukleus, kromosom, dan struktur DNA menjadi tonggak
sejarah bioteknologi modern.

B. Apayang dinamakan dengan Obat Biologi?

Obat biologi (biopharmaceuticals) meliputi berbagai jenis, yaitu pro-
tein, seperti hormon (hormon pertumbuhan, insulin, erythropoietin),
enzim yang secara alami diproduksi dalam tubuh manusia, antibodi
monoklonal, produk darah, produk obat imunologi (seperti sera dan
vaksin), alergen, dan produk sel terapi (USDA, 2016). Karena pada
dasarnya obat biologi adalah suatu protein, obat biologi mempunyai
berat molekul yang sangat besar dan dapat mencapai 200 sampai 1.000
kali lebih besar dari obat bermolekul kecil (small molecules drugs)
(Vulto & Jaquez, 2017). Tabel 1.1 menunjukkan perbandingan obat
aspirin yang memiliki berat molekul 180 Dalton (Da) dengan obat
biologi, seperti insulin, granulocyte colony stimulating factor (GCSF),
human erythropoietin (hEPO), dan monoclonal antibody (mAb) yang
memiliki berat molekul > 5.000 Da. Selain lebih kompleks daripada
obat molekul kecil, obat biologi juga sangat sensitif sehingga lebih
sulit untuk diproduksi dan dikarakterisasi (Daubenfeld dkk., 2016).
Karena sangat sensitif, dalam penggunaannya obat biologi hampir
selalu disuntikkan ke tubuh pasien. Oleh karena itu, peran dokter
dalam pengobatan pasien menggunakan produk obat seperti ini
sangat penting.
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Tabel 1.1 Perbandingan obat yang mempunyai molekul kecil dan molekul
besar dilihat dari berat molekul.

Jenis

Struktur L«’( % e %g& %@@'
Molekul co,{.’ K
Berat

Molekul | 180 5.800 18.800 30.400 150.500
(Dalton)

Ket.: GCSF: granulocyte colony stimulating factor; hEPO: human erythropoietin;
dan mAb: monoclonal antibody.

Sumber: diadaptasi dari Amgen Biosimilars (2016)

C. Bagaimana Perbedaan Obat Biologi dengan
Obat Molekul Kecil?

Obat biologi sangat berbeda dalam banyak hal dengan obat molekul
kecil, di antaranya tahapan produksi, ukuran molekul, kompleksitas,
dan stabilitasnya (Tabel 1.2). Karena protein dipengaruhi oleh sistem
pencernaan apabila diberikan secara oral, sebagian besar obat biologi
harus diberikan dengan cara disuntikkan atau melalui infus (Samanen,
2013). Obat molekul kecil umumnya memiliki struktur kimia yang
terdefinisi dengan jelas untuk dianalisis dalam penentuan berbagai
komponen yang melekat di dalamnya. Dalam obat biologi, kasusnya
jauh berbeda, faktor-faktor yang membuat produk obat biologi
berbeda dengan produk lainnya sangat banyak (Schellekens, 2009).
Perbedaan bahkan dapat terjadi pada produk yang sama dengan batch
yang berbeda. Karena ukurannya yang sangat besar dan komposisinya
yang dapat bervariasi, obat biologi memiliki potensi untuk diakui
oleh tubuh sebagai benda “asing” sehingga dapat menginduksi reaksi
kekebalan yang tidak diinginkan. Hal ini biasanya jarang terjadi pada
obat yang berukuran kecil (small molecule drugs).

Bioteknologi dan Biosimilar ... 5



Tabel 1.2 Perbedaan karakter antara obat molekul kecil dan besar.

No. Jenis Karakter Obat molekul kecil Obat molekul besar
1 Ukuran molekul Kecil Besar
2 Struktur Sederhana, tidak Kompleks, sangat tergan-
tergantung oleh cara tung oleh cara produksi
produksi
Proses karakterisasi Mudah dikarakterisasi  Sulit dikarakterisasi
4 Cara produksi Diproduksi secara Diproduksi dengan
kimia organik atau menggunakan organisme
anorganik atau sel hidup
5 Imunogenisitas Biasanya tidak Dapat menimbulkan efek
menimbulkan efek imunogenik
imunogenik

6  Tahapan proses Tahapan yang dibutuh- Membutuhkan tahapan

produksi kan yang cenderung yang kompleks
sederhana

7  Homogenisitas Molekul bersifat ho- Molekul cenderung

mogen. Molekul yang  bersifat heterogen.
identik bisa diperoleh  Sulit untuk mendapatkan
dengan mudah. molekul yang identik.

8  Stabilitas Stabil Tidak stabil dan mudah
dipengaruhi oleh banyak
faktor eksternal

9 Contoh Aspirin Insulin, EPO, GCSF,

interferon, antibodi
monoclonal

Sumber: Daubenfeld dkk. (2016)

D. Bagaimana Cara Membuat Obat Biologi?

Obat biologi pada dasarnya adalah suatu molekul protein sehingga
pembuatannya membutuhkan proses yang sangat kompleks. Protein
adalah molekul yang sangat besar yang terdiri dari berbagai macam
asam amino sehingga mempunyai struktur yang jauh lebih besar, lebih
kompleks, dan lebih bervariasi daripada struktur obat yang berbasis
pada molekul kecil. Obat berbasis protein dibuat menggunakan sistem
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sel hidup yang rumit dan membutuhkan kondisi yang sangat tepat
untuk menghasilkan produk yang konsisten seperti yang diinginkan.
Secara teori, proses pembuatan obat biologi mencakup 2 langkah
besar (Gambar 1.2).

1. Mentranslasikan gen dari sel tertentu ke dalam suatu sistem
ekspresi gen;
a. Mendapatkan target DNA yang akan diinsersikan pada suatu
vektor
b. Mentransformasikan vektor rekombinan ke dalam suatu sel
inang (host cell)

2. Produksi protein yang meliputi perbanyakan klon sel, purifikasi
protein, dan validasi.

a. Mengkultur cell line pada media yang telah dioptimasi pada
suatu reaktor
Mengkultur cell line pada reaktor yang lebih besar

c.  Recovery protein dari supernatan dengan menggunakan
kombinasi beberapa teknik purifikasi

d. Validasi obat biologi yang didapat

Sebagian obat biologi dapat diproduksi menggunakan bakteri,
tetapi sebagian lagi membutuhkan cara yang agak berbeda, misalnya
produksi pada sel mamalia (seperti sel CHO). Hal ini karena seba-
gian protein memiliki fitur struktural yang harus diproduksi oleh
sel mamalia, contohnya protein yang mengandung molekul gula
(glikoprotein). Pada glikoprotein, molekul gula yang menempel pada
protein tersebut harus mempunyai pola yang benar agar glikoprotein
yang dihasilkan mempunyai aktivitas seperti yang diharapkan (Omasa
dkk., 2010; Jayapal dkk., 2007; Hacker dkk., 2009).

Karena obat biologi diproduksi dengan menggunakan sel hidup,
menjaga kondisi yang optimal merupakan kunci yang harus diperha-
tikan. Proses produksi obat biologi awalnya dilakukan dalam volume
yang relatif kecil, berisi media yang mengandung cairan nutrisi yang
dibutuhkan sel untuk pertumbuhan. Secara berurutan, kultur sel
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TAHAP SATU : KLONING DAN EKSPRESI PROTEIN

Cloning Into Transfer Into host cell
DNA vector Expression screening/selection

> () o 58

Source DNA

Targot DNA

TAHAP DUA : PRODUKSI PROTEIN MURNI

PERBANYAKAN
KLON SEL

PRODUKSI
PROTEIN

PURIFIKASI
PROTEIN

VALIDASI
PROTEIN

Ket.: Obat biologi diproduksi dalam sel hidup.
Sumber: Diadaptasi dari Camacho dkk. (2014)

Gambar 1.2 Proses Pembuatan Obat Biologi

dipindahkan ke tabung lebih besar yang disebut bioreaktor. Beberapa
tangki bioreaktor yang digunakan di bidang manufaktur bahkan dapat
menampung sampai 20.000 liter kultur sel. Setiap tahap dalam proses
manufakturing ini sangat penting untuk menjaga kondisi yang opti-
mal agar sel dapat berkembang dengan efisien. Perubahan yang halus
pun dapat memengaruhi sel dan mengubah protein yang dihasilkan.
Kondisi yang ketat esensial untuk memastikan kualitas dan konsistensi
produk akhir. Pada tahap ini, beberapa variabel, seperti suhu, pH,
konsentrasi nutrisi, dan kadar oksigen sangat penting untuk selalu
dipantau (Daubenfeld dkk., 2016). Kontaminasi dapat berasal dari
bakteri, ragi, dan mikroorganisme lainnya, seperti virus. Protein yang
didapat dari bioreaktor kemudian diisolasi dengan berbagai macam
teknologi berdasarkan berat molekul dan muatan listriknya. Protein
yang telah dimurnikan biasanya dicampur dengan larutan steril yang
dapat disuntikkan atau diinfuskan ke dalam tubuh. Tahap akhir yang
dilakukan dalam proses manufakturing obat biologi adalah mengisi
botol atau jarum suntik dengan dosis individual, memberi label,
mengemas, dan membuatnya tersedia untuk dokter dan pasien yang
membutuhkannya.
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E. Obat Biosimilar

Pada dasarnya, obat biosimilar adalah produk obat biologi yang
telah diakui (approved) dan hampir identik dengan produk aslinya
(produk originator). Dalam Tabel 1.3, ada beberapa definisi produk
obat biosimilar yang digunakan di beberapa negara dan organisasi
World Health Organization (WHO), European Medicines Agency
(EMA), Food and Drug Administration (FDA) AS, Health Canada
di Kanada, Ministry of Food and Drug Safety (MFDS) Korea Selatan,
dan Agenciade de Vigilancia Sanitaria (Brazil). Di Indonesia, produk
obat biosimilar disebut produk bioterapeutik sejenis (similar biothera-
peutic product = SBP) atau produk biologi sejenis (PBS), yang untuk
selanjutnya disebut produk biosimilar.

Karena struktur dan proses produksi obat biologi sangat kom-
pleks, secara teori produk obat biosimilar tidak mungkin bisa identik
dengan produk originator. Untuk bisa disetujui sebagai produk obat
biosimilar yang resmi, produk obat biosimilar yang bersangkutan
harus lolos tiga jenis pengujian, yaitu uji analitik, uji non-klinik, dan
uji klinik. Hal ini dilakukan untuk mengevaluasi apakah struktur dan
karakteristik, keamanan dan efikasinya sama dengan produk yang
original. Perbedaan kecil dapat diizinkan selama perbedaan tersebut
tidak bermakna secara klinis.

Selain biosimilar, terdapat juga obat biologi yang berbasis biobet-
ter. Istilah biobetter pertama kali diperkenalkan oleh Prasad, direktur
perusahaan obat Dr Reddy’s Laboratories di India, pada 2007 (Anour,
2014). Apabila produk biosimilar adalah produk obat biologi yang
mengacu pada produk originator yang telah diakui sebelumnya
(approved), biobetter adalah produk obat biologi yang memiliki kha-
siat lebih baik daripada produk originatornya (de Mora, 2015). Hal
ini dapat terjadi karena produk obat biobetter secara umum telah
mengalami perubahan, termasuk perubahan struktur, yang membuat
produk obat biobetter lebih aman dan lebih efektif, atau perubahan
formulasi yang mungkin dapat membuat obat biobetter lebih mudah
untuk mencapai situs target dan mempertahankan integritas dosis
(Anour, 2014; Gorham, 2016; de Mora, 2015). Karena produk biobetter
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Tabel 1.3 Beberapa terminologi dan definisi obat biosimilar yang digunakan

oleh beberapa negara dan organisasi.

R
o) Organisasi | Terminologi Definisi
Negara

Eropa

Biosimilar

Sebuah obat biologi yang dikembang-
kan untuk menjadi serupa dengan
obat biologi lain yang telah memiliki li-
sensi. Variabilitas dan perbedaan yang
terdapat pada obat biosimilar tersebut
tidak memengaruhi keamanan atau
efektivitasnya.

USA

FDA

Follow-on
Biologic or
Biosimilar

Sebuah produk biologi yang sangat
mirip dengan produk biologi lain yang
telah mendapatkan lisensi di Amerika
Serikat; tidak ada perbedaan klinik
yang cukup berarti antara produk
biosimilar dan produk yang berlisensi
dalam hal keamanan, kemurnian dan
potensi produk.

Global

WHO

Similar Bio-
therapeutic
Product

Sebuah produk bioterapeutik yang
mirip dari segi kualitas, keamanan
dan kemanjuran terhadap referensi
produk bioterapeutik lain yang sudah
mempunyai lisensi.

Canada

Health
Canada

Subse-
quent Entry
Biologic

Sebuah obat biologi yang mirip dan
akan masuk pasar komersial setelah
produk originator.

Korea
Selatan

MFDS

Biosimilar

Produk biologi yang menunjukkan
kemiripan dengan produk originator
dalam hal kualitas, keamanan dan
efikasi.

Brazil

ANVISA

Biologic
Product

Obat biologi yang mempunyai ak-
tivitas biologi dan tidak mengandung
molekul baru, sudah dilisensikan di
Brazil dan telah melalui semua proses
produksi.

Indonesia

BPOM

Biosimilar

Produk biologi dengan profil khasiat,
keamanan, dan mutu yang similar/se-
rupa dengan produk biologi yang telah
disetujui.

Sumber: Kalantar-Zadeh (2017); BPOM (2015)
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telah mengalami perubahan, biobetter dianggap sebagai obat baru
yang berbeda dengan produk originatornya.

F. Persamaan dan Perbedaan antara Obat
Biosimilar dan Obat Generik

Persamaan antara obat biosimilar dan obat generik adalah sama-sama
obat yang dibuat setelah habis masa patennya. Namun, kedua jenis
obat ini jauh berbeda. Seperti yang sudah diuraikan, produk obat
biosimilar adalah produk obat biologi yang telah diakui secara resmi
dan memiliki struktur dan khasiat yang hampir sama dengan produk
aslinya. Khasiat produk obat biosimilar tidak dapat disamakan dengan
produk generik karena produk obat biosimilar tidak selalu dapat
dipertukarkan secara klinis, dan kinerja klinis obat biologi sangat
bergantung pada metode produksi dan pemurnian (Daubenfeld
dkk., 2016). Oleh sebab itu, kesamaan antara obat biosimilar dan
produk inovatornya harus meliputi uji analitik, uji non-klinik, dan
uji klinik. Karena produk obat biosimilar adalah suatu protein, obat
ini mempunyai berat molekul yang tinggi dan bersifat kompleks.
Sebagai contoh, obat biosimilar antibodi monoklonal mempunyai
berat molekul sekitar 150.000 Dalton dengan jumlah atom sekitar
20.000 (Vulto & Jaquez, 2017).

Berbeda dengan obat biosimilar yang merupakan obat biologi
dengan berat molekul yang sangat besar, obat generik adalah obat
molekul kecil dan merupakan salinan identik dari produk aslinya.
Salah satu contoh obat generik yang cukup dikenal adalah aspirin
dengan berat molekul 180 Dalton dan hanya memiliki 21 atom
(Daubenfeld, dkk., 2016). Karena perbedaan obat biosimilar dan obat
generik sangat besar, peraturan dalam pengembangan kedua obat ini
juga sangat berbeda. Secara umum, proses persetujuan (approval)
untuk obat generik lebih simpel bila dibandingkan dengan obat
biosimilar (Undela, 2011).
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G. Pengetahuan Singkat tentang Pengembangan
Obat Biosimilar

Tidak seperti obat generik yang merupakan obat molekul kecil dan
merupakan salinan identik dari produk aslinya, obat biosimilar
adalah obat yang serupa, tetapi tidak identik dengan obat aslinya.
Perbedaan kecil dapat berimplikasi pada kemanjuran obat dan kea-
manan pasien (Calo-Fernandez & Martinez-Hurtado, 2012). Oleh
sebab itu, pengembangan obat jenis ini adalah proses multistep yang
membutuhkan pemahaman dan pengetahuan yang sangat dalam.
Secara teori, proses pengembangan obat biosimilar meliputi dua hal,
yaitu pengetahuan tentang produk originator yang akan dijadikan
sebagai referensi dan pengetahuan mengenai teknik pembuatan obat
biosimilar yang akan diproduksi (Issac dkk., 2017).

Pada tahap awal, memahami karakteristik, baik secara kimia
maupun biologi menjadi sangat esensial. Untuk memahami bagaimana
mekanisme produk referensi (produk originator) bekerja dalam
mengobati pasien, dapat dilakukan dengan cara meneliti secara
detail karakteristik produk originator tersebut. Selain meneliti obat
originator secara langsung, mempelajari penyakit, data nonklinis,
klinis, dan efek samping dari obat yang sedang diteliti dari berbagai
macam literatur sangat dibutuhkan.

Pengembangan suatu obat biosimilar membutuhkan pengeta-
huan, keterampilan, dan infrastruktur dengan presisi yang sangat
tinggi. Alat dan metode analisis yang canggih digunakan untuk
membandingkan obat biosimilar dengan produk referensi pada
detail molekul yang dipelajari. Kesamaan data analitik, nonklinis,
dan klinis antara obat biosimilar dan originator merupakan suatu
bukti yang menunjukkan kesamaan antara kedua molekul tersebut
(Calo-Fernandez & Martinez-Hurtado, 2012).
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H. Mengapa Produk Obat Biosimilar berbeda
dengan Produk Originator, dan Apa Perbedaan
Pengembangan yang Fundamental antara Obat
Biosimilar dan Originator?

Dalam proses pengembangan suatu produk obat biosimilar, tentu
sangat diharapkan produk yang dikembangkan memiliki bahan aktif
yang sangat mirip dengan produk aslinya. Namun, hal tersebut tidak
mudah untuk dilakukan. Tidak seperti obat generik (molekul kecil)
yang bahan aktifnya harus identik, proses pembuatan obat biologi
(molekul besar) tidak mungkin diduplikasi di tempat lain karena selain
dirahasiakan oleh pembuat produk aslinya, proses pembuatannya
juga sangat kompleks (Ventola, 2013; Calo-Ferndndez & Martinez-
Hurtado, 2012). Hal ini membuat perusahaan lain hampir tidak
mungkin untuk membuat obat biologi yang identik dengan produk
aslinya (originator). Berikut adalah beberapa karakteristik pembuatan
obat biologi yang membuat obat biosimilar yang dihasilkan tidak
dapat identik dengan produk aslinya (US Department of Health and
Human Services, 2015).

Obat biologi tidak dibuat dengan menggunakan seperangkat
bahan standar, tetapi dikembangkan dengan menggunakan sistem
biologi dari sel hidup yang unik. Akibatnya, bahan aktif tidak
mungkin dibuat ulang dengan tepat. Kultur sel yang digunakan untuk
memproduksi obat biologi sangat unik pada masing-masing industri
obat dan protein yang dibuat.

Proses pembuatan obat biologi pada umumnya lebih kompleks
daripada proses pembuatan obat kimia. Tidak seperti obat molekul
kecil, obat biologi diproduksi dalam sel hidup dalam lingkungan yang
sangat terkontrol. Protein yang dihasilkan oleh sel akan dipengaruhi
oleh karakteristik sel individu serta lingkungan dan nutrisi yang
digunakan.

Setiap produsen memiliki detail proses yang berbeda dalam
memproduksi obat biologi. Hal ini membuat hubungan yang sangat
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unik antara proses pembuatan dan produk akhir dari suatu obat
biologi.

Apa perbedaan yang sangat signifikan antara pengembangan
produk originator dan biosimilar? Perbedaan yang sangat signifikan
adalah pada produk originator, waktu, tenaga, dan dana yang dike-
luarkan lebih banyak untuk hal-hal yang berhubungan dengan studi
klinis. Sebaliknya, pada obat biosimilar, waktu, tenaga dan dana yang
dikeluarkan lebih banyak digunakan untuk studi praklinis yang dalam
hal ini adalah studi yang berhubungan dengan kesamaan antara obat
biosimilar dan produk yang digunakan sebagai referensi (Bui dkk.,
2015; US Department of Health and Human Services, 2015). Studi ini
sering juga disebut dengan biosimilarity study. Seperti tertulis pada
Gambar 1.3, studi praklinis meliputi karakterisasi, analisis struktur
protein, studi in vitro, farmakokinetik, farmakodinamik, dan tok-
sikologi. Sementara itu, studi klinis meliputi studi farmakokinetik,
efikasi, dan keamanan (safety) (Dorey, 2014).

Data yang Dibutuhkan
Untuk Pengembangan Biosimilar

Uji Praklinis
Karakterisasi Analitik
Struktur
Uji in vitro

W

Uji Praklinis
Farmakokinetik
Farmakodinamik
Toksikologi

wnoe

Uji Klinis
Farmakokinetik
Efikasi
Keamanan (safety)

wnoe

Data yang Dibutuhkan
Untuk Pengembangan Originator

Sumber: Diadaptasi dari Bui dkk. (2015)

Gambar 1.3 Perbedaan Pengembangan Produk Obat Biosimilar dan Produk
Originator
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. Mengapa Obat Biosimilar menjadi Kesempatan
Menarik untuk dikembangkan pada Negara
Berkembang?

Obat biologi adalah obat yang dikembangkan dengan menggunakan
sel hidup dan teknologi yang sangat kompleks. Akhir-akhir ini, obat
jenis ini telah memainkan peranan yang sangat penting bagi kesehatan
masyarakat dunia, terutama untuk beberapa jenis penyakit degeneratif,
misalnya diabetes, kanker, kardiovaskular, dan anemia. Meningkatnya
kebutuhan obat biologi dan habisnya masa paten obat jenis ini me-
nyebabkan semakin banyak industri biofarmasi yang mengembangkan
produk biosimilar (Dorey, 2014). Tabel 1.4 menunjukkan peningkatan
drastis penjualan obat biosimilar dari tahun 2008-2015. Dalam kurun
waktu tersebut, terjadi peningkatan sebesar 2250%. Peningkatan sebe-
sar ini tentunya memberikan tujuan yang nyata mengapa riset dalam
bidang biosimilar menjadi sangat menarik untuk dilakukan. Namun,
pengembangan obat semacam ini membutuhkan dana yang sangat
besar (Ventola, 2013, Calo-Fernandez & Martinez-Hurtado, 2012;
Dorey, 2014). Selain masalah dana, tentu saja kompleksitas penelitian
dan pengembangan obat berbasis bioteknologi ini akhirnya akan
berefek pada harga jual yang relatif mahal. Tidak hanya Indonesia,
tetapi juga di negara maju obat jenis ini masih tergolong mahal. Hal
ini membuat obat ini tidak terjangkau bagi sebagian besar penduduk
dunia, termasuk Indonesia.

Sangat mahalnya harga obat biologi membuat penelitian dan
pengembangan obat biosimilar mulai banyak dikerjakan di banyak
laboratorium dunia, termasuk di Indonesia. Salah satu laboratorium

Tabel 1.4 Peningkatan Nilai Penjualan Produk Obat Biosimilar Dunia Tahun
2008-2015

abun | 2008 | 2009 | 2010 | 203 | 012 | aosa | aoua | auss

Revenue 100 150 250 400 750 1200 1750 2250
(Juta Dolar)

Sumber: Biosimilar Congress (2017).
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di Indonesia yang melakukan riset pengembangan obat biosimilar
adalah pada Pusat Penelitian Bioteknologi, Lembaga Ilmu Pengeta-
huan Indonesia (LIPI) di Cibinong Science Center (CSC), Cibinong,
Jawa Barat. Di Pusat Penelitian ini, penelitian dan pengembangan obat
biosimilar dimulai pada 2004 dengan tujuan mencari sistem ekspresi
protein alternatif dengan biaya yang relatif murah. Awalnya, tanaman
barley, virus BSMV (barley stripe mosaic virus) dan methylotrophic
yeast Pichia pastoris digunakan untuk mensintesis human erythro-
poietin (hEPO) (Santoso dkk., 2007). EPO adalah suatu glikoprotein
yang berfungsi dalam pembentukan sel darah merah. Menyadari
betapa kompleksnya pola glikosilasi pada human erythropoietin, kerja
sama PT Biofarma, laboratorium Cancer Chemoprevention Research
Center (CCRC), dan Universitas Gadjah Mada dalam penelitian dan
pengembangan biosimilar hEPO berlanjut dengan menggunakan
sel mamalia CHO-DG44. Protein hEPO yang dikembangkan dalam

Ket.: Dari kiri ke kanan: Prof. Dr. Umar Anggara Jennie (Alm.), Dr. Bambang Sunarko,
Prof. Dr. Enny Sudharmonowati, Prof. Dr. Iskandar Zulkarnaen (Alm.), Drs. Iskandar,
M.M dan staff dari PT. Bio Farma.

Sumber: Yana Rubiyana (2015)

Gambar 1.4 Penyerahan Research Cell Bank (RCB) dari Pihak LIPI ke Pihak
PT Bio Farma (persero)
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kerja sama ini adalah hEPO generasi kedua yang memiliki pola 5
N-link sehingga secara teori mempunyai aktivitas biologis lebih tinggi
dibandingkan dengan hEPO generasi pertama yang hanya memiliki
3 N-link. Penelitian ini menghasilkan Research Cell Bank (RCB) yang
kemudian diserahkan (Gambar 1.4) ke pihak industri, PT Bio Farma
(Persero), untuk dikembangkan lebih lanjut sampai tahap komersial.
Beberapa jenis protein untuk pengembangan obat biosimilar (seperti
GCSE interferon, dan insulin) diharapkan dapat menjadi produk yang
dapat dikembangkan oleh industri farmasi.

J. Penutup

Pembangunan kesehatan suatu negara relatif mempunyai permasala-
han yang sama, di antaranya jumlah penduduk yang semakin tinggi,
penuaan populasi, dan peningkatan jumlah penderita penyakit kronis
dan menular. Hal semacam ini menjadi salah satu masalah utama
dalam pembangunan yang dihadapi oleh suatu negara, terutama ne-
gara berkembang. Meningkatnya permasalahan kesehatan tentu akan
meningkatkan permintaan masyarakat terhadap kualitas kesehatan
yang semakin baik. Yang menjadi masalah akhirnya bagaimana penge-
luaran biaya untuk kesehatan bisa lebih terjangkau bagi masyarakat
yang membutuhkannya, termasuk harga obat yang terjangkau. Untuk
menjawab tantangan agar harga obat terjangkau, pemenuhan obat
dalam negeri dan penelitian bahan baku obat yang bersifat aplikatif
harus dilakukan.

Dalam beberapa dekade terakhir, universitas dan lembaga pe-
nelitian di banyak negara telah mengalami transformasi misi dalam
menjalankan peranannya. Terjadi pergeseran dari yang awalnya hanya
pendidikan dan penelitian murni ke penelitian yang bersifat aplikatif
dan mulai melibatkan transfer teknologi yang lebih berdampak pada
sisi komersial. Sebagai contoh, dalam 20 tahun terakhir, banyak peru-
sahaan, lembaga penelitian, dan universitas terutama di Tiongkok dan
India yang telah berkembang sangat pesat dan telah berhasil dalam
melakukan reverse engineering technology untuk memproduksi obat
biologi berbasis biosimilar yang banyak digunakan untuk mengobati
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kanker, diabetes, dan penyakit lainnya. Oleh karena itu, kesempatan
untuk melakukan penelitian dan pengembangan obat berbasis bio-
similar dapat digunakan sebagai salah satu cara oleh negara berkem-
bang, termasuk Indonesia, untuk mengejar pemenuhan kebutuhan
obat dalam negeri. Jika selama ini hanya dijadikan sebagai pasar oleh
negara maju, Indonesia diharapkan untuk bertransformasi menjadi
negara produsen obat minimal untuk memenuhi kebutuhan dalam
negeri.
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z BAB I

Regulasi Obat Biosimilar
Eko Wahyu Putro dan Gita Syahputra

A. Pendahuluan

Akses terhadap biaya pengobatan yang lebih murah sangat dinanti-
kan oleh pasien, terutama di negara-negara berkembang. Selain itu,
efisiensi anggaran belanja pemerintah untuk asuransi kesehatan juga
sangat penting. Oleh karena itu, obat biosimilar menjadi salah satu
kunci jawabannya. Dengan mutu, keamanan, dan efikasi/khasiat yang
serupa dengan obat biologi berlisensi (originator), harga yang harus
dibayar lebih murah. Berdasarkan beberapa studi pada rentang waktu
10 tahun, harga obat biosimilar di Amerika Serikat diperkirakan bisa
lebih murah antara 10-50% daripada obat originator (Mulcahy dkk.,
2014). Melalui program jaminan kesehatan untuk rakyat, pemerintah
dapat merekomendasikan pemberian obat biosimilar sehingga dapat
menghemat anggaran. Di samping itu, dengan mengeluarkan regulasi
yang mendukung kemajuan industri obat biosimilar dalam negeri,
negara dapat memperoleh keuntungan lain dalam bentuk pajak dan
devisa dari ekspor obat biosimilar.

Produsen obat merespons kebutuhan obat biosimilar dengan
mengembangkan obat biosimilar dari obat originator yang akan
dan sudah habis masa patennya. Sebelum tahun 2024, beberapa
produk obat biologi di Eropa dan Amerika Serikat, seperti insulin
glargin, filgrastim, pegfilgrastim, dan epoetin alfa akan habis masa
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patennya (Gambar 2.1). Kondisi ini juga menarik bagi perusahaan
dari skala kecil hingga besar untuk memproduksi obat biosimilar.
Mereka memiliki kesempatan untuk mengambil bagian dalam pasar,
terutama di negara-negara yang memerlukan obat biologi dengan
harga yang lebih terjangkau (Huzair & Kale, 2015). Masyarakat dan
Pemerintah bukan hanya memerlukan nilai ekonomis obat biosimilar,
melainkan juga jaminan mutu, keamanan, dan efikasi. Oleh karena
itu, regulasi sangat diperlukan untuk melindungi masyarakat. Supaya
obat biosimilar lebih cepat dinikmati oleh masyarakat, regulasi perlu
mendukung percepatan pengembangan dan produksi dengan tidak
mengesampingkan pemenuhan jaminan tersebut.

Obat Biologi Tanggal
atBiologl Perijinan 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024
(bevacizumab) 26-Feb-04
Antibod | erceptin 2500
(humanized) | (trastuzumab) 25-Sep-98
Synagis 13-Aqu.90 [
i 19-Jun-98
(cetuximab) 12-Feb-04
Enbrel 03-Feo-00
(etanercept) 02-Nov-98
o P
Antibodi (not | (adalimumab) 31-Des-02!
humanized) | Remicade 13-Aqu-o0 [
(infliximab) 24-Agu-98
Rituxan o2-un-o¢ [
(rituximab) 26-Nov-97
Avonex/Rebif 19-tar-00 [
(interferon beta-a)  07-Feb-03
sransep o5 1
(darbepoetin alfa) 17-Sep-01
Epogen
(epoetin alfa) 01-Jun-89
e 2220
(pegfilgrastim) 31-Jan-02.
Non Antibodi
Neupogen
(filgrastim) 20-Feb-01
Lanus e |
(insulin glargine) 24-Apr-00' -Uni Eropa
Lovenox ] Amerika Serikat
(enoxaparin)

Ket.: Untuk produk Enbrel, masa paten Amgen diperpanjang hingga tahun 2028.
Sumber: Dimodifikasi dari GaBl (2012)

Gambar 2.1 Beberapa produk obat biologi yang akan habis masa patennya
sebelum tahun 2024 di Uni Eropa dan Amerika Serikat.
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Obat biosimilar memiliki kemiripan, tetapi tidak identik dengan
obat originator. Obat jenis ini diproduksi dari sel hidup dengan meng-
gunakan proses biologis yang kompleks. Karena memiliki variasi
tinggi yang bersumber dari bahan baku, proses produksi, dan zat aktif
berupa protein, obat biosimilar memiliki struktur produk yang jauh
lebih kompleks daripada obat generik (Casey, 2016). Dari sisi proses
produksi, konsistensi produk sulit dipertahankan dan merupakan
tantangan serius. Selain itu, profil keamanan dan efikasi produk akhir
dalam beberapa kasus dapat berbeda akibat perubahan kecil dalam
produksi, transportasi, atau bahkan penyimpanan (BPOM, 2015).
Kondisi inilah yang menyebabkan regulasi terkait penilaian obat
biosimilar tidak bisa disamakan dengan regulasi untuk obat molekul
kecil (generik). Obat generik identik sama dengan obat originator-
nya dalam hal jenis zat aktif dan farmakokinetik karena merupakan
molekul tunggal yang berukuran kecil.

Menyadari pentingnya regulasi biosimilar, pada 2005, European
Medicines Agency (EMA) menjadi pelopor dengan menerbitkan
panduan untuk memperkenalkan prinsip-prinsip biosimilaritas.
Sebagai badan kesehatan dunia, World Health Organization (WHO)
pun mengikuti langkah EMA dengan menerbitkan panduan dengan
prinsip serupa pada 2009. Panduan yang dikeluarkan oleh WHO
diharapkan menjadi langkah awal dalam penyusunan prinsip-prinsip
evaluasi obat biosimilar yang dapat diterima secara global (Olech,
2016). Amerika Serikat, sebagai salah satu produsen sekaligus pasar
obat biosimilar utama, juga merespons perkembangan ini dengan
memberlakukan regulasi untuk aplikasi perizinan obat biosimilar
pada 2009. Food and Drug Administration (FDA) bahkan mener-
bitkan beberapa seri panduan pengembangan obat biosimilar yang
lebih spesifik yang meliputi farmakologis klinis, aspek ilmiah, mutu,
dan eksklusivitas obat originator (Daller, 2016; Olech, 2016). Peran
penting regulasi juga disadari oleh banyak negara di berbagai belahan
dunia. Jepang, Korea, Kanada, Australia, dan Selandia Baru adalah
contoh negara yang memiliki regulasi mengacu pada WHO dan EMA.
Negara-negara lain di Asia, tak terkecuali Indonesia, juga menyu-
sun dan memberlakukan regulasi tersebut untuk turut serta dalam
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pengembangan dan penggunaan obat biosimilar bagi kepentingan
masyarakat dan kemajuan ekonomi nasional.

B. Prinsip-Prinsip dalam Produksi Obat Biosimilar

Sebelum membahas regulasi obat biosimilar, prinsip-prinsip dalam
proses produksi perlu diketahui karena menjadi kunci dalam
menghasilkan obat biosimilar yang memiliki derajat kemiripan
tinggi. Perusahaan yang akan mengembangkan dan memproduksi
obat biosimilar menghadapi beberapa tantangan. Kemampuan
untuk membuat obat biologi rekombinan merupakan tantangan
awal yang harus dihadapi (Schiestl, 2011). Setiap perusahaan yang
mampu mengembangkan dan memproduksi obat biologi rekom-
binan yang aman dan efektif sebenarnya telah memiliki modal awal
untuk memproduksi obat biosimilar. Tantangan berikutnya adalah
bagaimana menghasilkan produk yang memiliki mutu konsisten dan
semirip mungkin dengan obat originator. Hambatan pertama yang
harus diatasi dalam menjawab tantangan ini terkait reverse-engineer
untuk mengembangkan proses produksi (Al-Sabbagh dkk., 2016).
Dalam melakukan reverse-engineer, profil mutu obat originator harus
diperoleh. Profil ini merupakan landasan bagi pengembangan obat
biosimilar dari obat originator. Pada umumnya, data karakteristik
produk dan proses produksi yang rinci dirahasiakan oleh pemegang
lisensi (CHMP-EMA, 2014b). Oleh karena itu, profil tersebut biasanya
diperoleh dari informasi yang dipublikasikan serta karakterisasi obat
originator secara lengkap dengan berbagai metode analisis.

Tantangan dari sisi proses produksi dijawab dengan menerapkan
prinsip Good Manufacturing Practice (GMP). Terkait GMP, panduan
seperti ICH guidance for industry Q7 (A) Good Manufacturing Practice
Guidance for Active Pharmaceutical Ingredients (ICH Q7A) dapat di-
jadikan acuan. Dengan menerapkan prinsip tersebut, proses produksi
diharapkan menghasilkan produk dengan mutu yang konsisten dan
perbedaan antara obat biosimilar dan obat originator menjadi sekecil
mungkin. Derajat kemiripan yang tinggi dapat meminimalisir kebu-
tuhan uji klinis dan dampak yang ditimbulkan obat terkait keamanan
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klinis serta efikasi (WHO, 2009). Untuk menjamin mutu, karakterisasi
obat originator dan proses produksi obat biosimilar harus dijalankan
dengan menggunakan pengetahuan dan teknologi mutakhir. Selain
itu, manajemen risiko dan sistem mutu yang efektif perlu diterapkan
dalam proses produksi (USFDA, 2015b).

Selama proses produksi, biasanya dilakukan perubahan pada be-
berapa komponen proses. Produsen harus mengetahui dampak yang
ditimbulkan pada aspek mutu, keamanan, dan efikasi jika perubahan
dilakukan terdapat salah satu atau beberapa komponen, seperti sel
inang, formulasi, dan sistem enkapsulasi/kontainer (WHO, 2009).
Penggunaan sel inang atau expression construct yang berbeda dari
obat originator dapat berpengaruh pada jenis proses yang dibutuhkan,
kadar ketidakmurnian, dan kontaminan. Perbedaan kecil yang tidak
mengubah performa produk, contohnya keragaman gugus atom C
pada lysine dari antibodi monoklonal, dapat diterima jika disertai
alasan dan penjelasan kuat. Pedoman khusus untuk sistem ekspresi
perlu dijadikan dasar, seperti ICH Guidance for Industry Quality of
Biotechnological Products: Analysis of the Expression Construct in Cells
Used for Production of r-DNA Derived Protein Products (ICH Q5B)
(USFDA, 2015b). Jika perubahan dilakukan dalam proses produksi,
uji komparasi antara obat biosimilar dan originator harus dilakukan,
dengan mengacu pada ICH guidance for industry Q5E Comparability
of Biotechnological/Biological Products Subject to Changes in Their
Manufacturing Process (ICH Q5E) (CHMP-EMA, 2014b).

Pada saat mengajukan perizinan obat biosimilar, pemohon
harus menyediakan data-data proses produksi yang lengkap sesuai
regulasi di negara terkait. WHO menyatakan bahwa data-data proses
produksi yang harus disediakan mencakup data-data vektor ekspresi,
bank sel, kultur sel/fermentasi, pemurnian produk, modifikasi reaksi,
dan sistem kontainer produk. Di samping itu, data-data eksperimen
terkait validasi dosis, formulasi, dan sistem kontainer produk juga
harus terdokumentasi (WHO, 2009). Skala produksi komersial sangat
direkomendasikan untuk digunakan dalam memperoleh data mutu,
keamanan, dan efikasi yang akan diajukan dalam perizinan. Skala
tersebut lebih mewakili kondisi profil produk sebenarnya yang akan
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dipasarkan (CHMP-EMA, 2014b). Di samping itu, stabilitas obat
biosimilar harus diketahui. Uji stabilitas dapat dilakukan dengan
mengacu pada ICH Guidance for Industry Quality of Biotechnological
Products: Stability Testing of Biotechnological/Biological Products (ICH
Q5C) (CHMP-EMA, 2014b).

C. Sekilas Mengenai Regulasi Biosimilar
Mancanegara

Regulasi yang dikeluarkan oleh EMA, WHO, dan FDA dijadikan acuan
oleh beberapa negara lain. Regulasi-regulasi tersebut memiliki sedikit
perbedaan dalam hal ruang lingkup, karakteristik obat originator, dan
paket data yang diperlukan untuk evaluasi obat biosimilar. Namun,
pada dasarnya, regulasi-regulasi obat biosimilar tersebut memiliki
kesamaan prinsip (Tsuruta dkk., 2015), seperti yang ditunjukkan
pada Gambar 2.2. Pendekatan secara bertahap untuk membuktikan
biosimilaritas menjadi dasar dalam regulasi WHO. Hal yang serupa

KLASIFIKASI BIOSIMILARITAS

~

EMA: obat biologi yang mengandung suatu senyawa aktif yang juga terkandung dalam produk
obat originator berlisensi.
FDA: Produk obat biologi yang memiliki derajat kemiripan tinggi dengan obat originator dengan
pengecualian untuk perbedaan minor pada senyawa yang tidak aktif secara klinis serta tidak ada
perbedaan yang berarti dalam hal kemanan, kemurnian, dan potensi.
WHO: Produk bio-terapeutik yang memiliki kemiripan mutu, keamanan, dan efikasi dengan
produk bio-terapeutik yang berlisensi.

/

EMA: Karakteristik mutu, aktivitas biologi, keamanan, dan

ASPEK UTAMA UNTUK o
MEMBUKTIKAN efikasi _ _
KEMIRIPAN DENGAN OBAT FDA: Keamanan, kemurnian, dan potensi
WHO: Mutu, keamanan, dan efikasi
ORIGINATOR N J
4 N
EMA, FDA, WHO:
PERSYARATAN UNTUK Analisis fisika-kimia dan biologi secara komprehensif.
PERSETUJUAN Uji non-klinis
Uji klinis
J

Sumber: Dimodifikasi dari Khraishi dkk. (2016)

Gambar 2.2 Proses persetujuan obat biosimilar menurut EMA, FDA, dan
WHO.
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juga diberlakukan oleh EMA dan FDA. Tahapan tersebut dimulai
dari karakterisasi mutu, evaluasi nonklinis, dan klinis. Jumlah data
uji nonklinis dan klinis yang diperlukan ditentukan kasus per kasus
dan tergantung pada kelas produk (Olech, 2016).

1. Regulasi EMA, WHO, dan FDA

EMA dengan kantor pusat di London adalah sebuah regulator untuk
kawasan Uni Eropa dan menjadi pionir dalam mengesahkan dan
menerbitkan panduan untuk persetujuan obat biosimilar. Panduan
pertama, Guideline on Similar Biological Medicinal Products,
berlaku mulai tanggal 30 Oktober 2005, kemudian revisi pertama
diberlakukan sejak 30 April 2015 (CHMP-EMA, 2014a). FDA adalah
regulator biosimilar di Amerika Serikat, berkedudukan di Maryland.
Di Amerika Serikat, proses perizinan produk biosimilar diatur dalam
Bagian 7002 dari Patient Protection and Affordable Care (PPAC) Act
atau dikenal juga sebagai Biologics Price Competition and Innovation
Act of 2009. FDA dan EMA juga memberlakukan beberapa pedoman
untuk mendukung penerapan dari panduan umum obat biosimilar
(Tabel 2.1, Tabel 2.2). WHO yang berkedudukan di Jenewa, Swiss,
menerbitkan Guidelines for Evaluation of Similar Biotherapeutic
Products (SBPs) pada Oktober 2009 melalui Expert Committee on
Biological Standardization. Panduan dari WHO diharapkan dapat
memberikan prinsip-prinsip yang dapat diterima secara global untuk
izin edar obat biosimilar. Regulator di setiap negara dapat mengadopsi
sebagian atau keseluruhan dari panduan WHO tersebut atau
menggunakannya sebagai dasar penyusunan regulasi. Pada banyak
adopsi, proses perizinan dilakukan kasus per kasus oleh regulator
nasional dengan jumlah persyaratan data yang bervariasi (WHO,
2009). Selain menerbitkan panduan umum untuk obat biosimilar,
WHO juga menyusun panduan penamaan produk biologi dan
bioteknologi yang dapat dijadikan acuan global yaitu, International
Non-proprietary Names (INN) for Biological and Biotechnological
Substances (WHO, 2016).

Secara prinsip, baik EMA, FDA, maupun WHO memberikan
panduan langkah-langkah yang serupa untuk mengembangkan obat
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Tabel 2.1 Panduan-panduan terkait biosimilar yang diberlakukan oleh EMA.

Cakupan/Tema Judul Panduan Tanggal Terbit

Mutu Guideline on Similar Biological Medici- 1 Desember 2014
nal Products Containing Biotechnology-  (revisi)
Derived Proteins as Active Substances:
Quality Issues .

Nonklinis dan Guideline on Similar Biological Medici- 1 Juli 2015 (revisi)
Klinis nal Products Containing Biotechnology-

Derived Proteins as Active Substance:

Non-Clinical and Clinical Issues.

Tanya jawab Questions and Answers on Biosimilar 27 September
Terkait Obat Medlicines (Similar Biological Medicinal ~ 2012
Biosimilar Products).

Sumber: CHMP-EMA (2012a); CHMP-EMA (2014b); CHMP-EMA (2015d).

Tabel 2.2 Panduan-panduan terkait biosimilar yang diberlakukan oleh FDA.

Cakupan/Tema Judul Panduan Tanggal Terbit

Mutu Quality Considerations in Demonstrat- April 2015
ing Biosimilarity of a Therapeutic
Protein Product to a Reference Product:
Guidance for Industry.

Farmakologis Clinical Pharmacology Data to Support a Desember 2016
Klinis Demonstration of Biosimilarity to a Ref-
erence Product: Guidance for Industry.

Eksklusivitas Guidance for Industry Reference Product Agustus 2014
Obat originator  Exclusivity for Biological Products Filed ~ (rancangan)
Under Section 351(a) of the PHS Act.

Interchange- Considerations in Demonstrating Inter- ~ Januari 2017 (ran-
ability changeability With a Reference Product: cangan)
Guidance for Industry.

Tanya jawab Biosimilars: Additional Questions and Mei 2015

Terkait Obat Answers Regarding Implementation

Biosimilar of the Biologics Price Competition and
Innovation Act of 2009: Guidance for
Industry.

Sumber: USFDA (2014; 2015a; 2015b; 2016; 2017b).
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biosimilar. Langkah-langkah tersebut dilakukan secara bertahap
dengan setiap tahapan menjadi landasan bagi tahapan berikutnya.
Pengembangan obat biosimilar terdiri dari 5 tahapan utama, meliputi
karakterisasi fisika-kimia, karakterisasi biologi, uji nonklinis pada
hewan, uji klinis pada manusia, dan farmakovigilans.

Farmakovigilans merupakan kegiatan yang berkaitan dengan
penemuan, penilaian, pemahaman, dan pencegahan terhadap efek
samping atau setiap masalah terkait obat lain. Tahapan uji klinis dapat
dibagi lagi menjadi fase awal (fase I) dan fase akhir (fase II/III). Pada
fase awal, dilakukan uji farmakokinetik (pharmaco kinetics/PK), uji
farmakodinamik (pharmaco dynamic/PD), dan keamanan. Pada fase
ini, keamanan dititikberatkan pada imunogenisitas atau kemampuan
suatu zat untuk memicu respons atau reaksi kekebalan (misalnya
menghasilkan antibodi spesifik, respons sel T, reaksi alergi, atau
anafilaksis). Uji PK digunakan untuk mengukur bagaimana cara tubuh
bereaksi terhadap obat yang diberikan, meliputi absorbsi, distribusi,
metabolisme, dan eliminasi/ekskresi. Uji PD digunakan untuk meng-
ukur bagaimana cara obat bereaksi terhadap tubuh, yang mencakup
efek biokimia dan fisiologi. Pada uji klinis fase akhir, dilakukan uji
untuk membuktikan efektivitas dan keamanan pada manusia (Li dkk.,
2015). Gambar 2.3 menggambarkan tahapan uji biosimilar.

- Farmakovigilans
Uji klinis
Uji pra-klinis
‘ Karakterisasi

Biologi
m

FASE II/III

FekE

Karakterisasi
fisika-kimia

Sumber: Dimodifikasi dari Li dkk. (2015)

Gambar 2.3 Pengembangan obat biosimilar secara bertahap dengan bukti
kemiripan dari hasil evaluasi pada suatu tahapan menjadi dasar untuk
merancang evaluasi tahapan selanjutnya.
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Sejak memberlakukan regulasi obat biosimilar pada 2005-2017,
EMA telah memberikan persetujuan terhadap 28 obat biosimilar
(Siegel & Royzman, 2017). Obat biosimilar pertama yang mendapat
izin adalah Omnitrope pada 2006 yang diproduksi oleh Perusahaan
Sandoz. Omnitrope memiliki zat aktif somatropin, yang merupakan
hormon pertumbuhan dan salah satunya digunakan untuk mem-
perbaiki pertumbuhan anak-anak yang terganggu akibat penyakit
genetik, seperti sindrom Prader-Will dan sindrom Turner. Beberapa
obat biosimilar yang mendapat lisensi oleh EMA hingga tahun 2017
dapat dilihat pada Tabel 2.3. Sementara itu, obat biosimilar pertama
yang disetujui US FDA adalah Zarxio, diproduksi oleh Perusahaan
Sandoz dan disetujui oleh FDA pada 2015. Zarxio memiliki senyawa
aktif filgrastim yang digunakan dalam terapi kanker, hematopoietic,
transplantasi sel punca, dan terapi neutropenia. Hingga tahun 2020,
FDA sudah memberikan izin pada 29 obat biosimilar (USFDA,
20202). Tabel 2.4 memperlihatkan data obat biosimilar yang mendapat
lisensi oleh USFDA hingga tahun 2017.

Tabel 2.3 Obat Biosimilar yang Mendapatkan Lisensi oleh EMA Hingga
Tahun 2017

Bi ilar dan Tah
Perizinannya

1 Epoetin Anemia, gagal ginjal, Abseamed (2007), Binocrit
kanker (2007), Epoetin Alfa
Hexal (2007), Retacrit (2007),
Silapo (2007)

2 Filgrastim Kanker, Hematopoietic, Accofil (2014), Filgrastim
transplantasi sel punca, Hexal (2009), Grastofil
Neutropenia (2013), Nivestim (2010),

Ratiograstim (2008), Teva-
grastim (2008), Zarzio (2009)

3 Follitropins Anovulation Bemfola (2014), Ovaleap
(2013)
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Biosimilar dan Tahun
Kategori Area Terapeutik
Perizinannya

Hormon Dwarfism, Pituitary, Omnitrope (2006)
pertumbuhan Prader-Willi Syndrome,
Turner Syndrome
5 Insulin Diabetes mellitus Abasaglar (2014), Lusduna

(2017)

6  Low-Molec-
ular Weight
Heparins

Anticoagulant

Inhixa (2016), Thorinane
(2016)

7  Monoclonal
Antibodies

Adalimumab: Rheuma-
toid arthritis/juvenile
idiopathic arthritis/
enthesitis-related arthri-
tis/psoriatic arthritis/
axial pondylo arthritis/
ankylosing spondylitis/
psoriasis/ Crohn’s dis-
ease/ulcerative colitis
Infliximab: Arthritis,
Psoriatic Arthritis, Rheu-
matoid Colitis, Ulcerative
Crohn Disease Psoriasis
Spondylitis, Ankylosing

Amgevita (2017); Solymbic

(2017); Flixabi (2016); Inflec-
tra (2013); Remsima (2013);

Truxima (2017)

8  Parathyroid

Osteoporosis

Movymia (2017); Terrosa

Hormone (2017)
Fragment

9  Fusion Rheumatoid arthritis, Benepali (2016)
Proteins plaque psoriasis, psori-

atic arthritis, ankylosing
spondylitis, polyarticu-
lar juvenile idiophatic
arthritis

Sumber: Siegel & Royzman (2017)
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Tabel 2.4 Obat Biosimilar yang Mendapatkan Lisensi oleh USFDA Hingga
Tahun 2017

Bi il t aktif,
Kategori Area Terapeutik iosimilar/zat aktif/
tahun Perizinan

Filgrastims  Kanker, Hematopoietic, trans- Zarxio-filgrastim (2015)
plantasi sel punca, neutropenia

2 Monoclo- Adalimumab: Rheumatoid ar- Inflectra-Infliximab
nal Anti- thritis/juvenile idiopathic arthri-  (2016); Amjevita-
bodies tis/enthesitis-related arthritis/ Adalimumab (2016);

psoriatic arthritis/axial pondylo  Renflexis-Infliximab
arthritis/ankylosing spondylitis/  (2017); Cyltezo-Adali-
psoriasis/Crohn’s disease/ulcera- mumab (2017); Mvasi-
tive colitis Bevacizumab (2017);
Infliximab: Arthritis, Psoriatic Ogivri- Trastuzumab
Arthritis, Rheumatoid Colitis, Ul-  (2017); Ixifi- Infliximab
cerative Crohn Disease Psoriasis  (2017)

Spondylitis, Ankylosing

Bevacizumab: Carcinoma of the

colon or rectum/breast cancer/

Lung cancer/renal-cell cancer/

Epithelial ovarian, fallopian tube,

primary peritoneal cancer/carci-

noma of the cervix

Trastuzumab: Breast cancer/Gas-

tric cancer
3 Fusion Rheumatoid arthritis, plaque Erelzi-etanercept
Proteins psoriasis, psoriatic arthritis, an-  (2016)

kylosing spondylitis, polyarticu-
lar juvenile idiopathic arthritis

Sumber: Siegel & Royzman (2017)

2. Regulasi di Beberapa Negara Lainnya

Negara-negara, seperti Jepang, Korea, Kanada, Australia, dan Selandia
Baru pada umumnya mengacu pada WHO dan EMA (Olech, 2016).
Walaupun beberapa perbedaan tetap ada di antara regulasi negara-
negara tersebut, secara prinsip mereka memiliki beberapa kesamaan.
Pertama, penggunaan dosis dan dosing regimen yang sama dengan
obat originator. Dosing regimen merupakan penetapan pemberian
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obat menyangkut formulasi, jalur pemberian, dosis, interval dosis,
dan durasi perlakuan. Kedua, evaluasi biosimilar berdasarkan uji
komparatif untuk membuktikan kemiripan/biosimilaritas. Derajat
kemiripan yang tinggi dapat mengurangi jumlah data uji klinis yang
harus disertakan untuk perizinan. Ketiga, pada setiap tahap evaluasi,
pengujian yang ekstensif diperlukan untuk membuktikan kemiripan
mutu, efikasi, dan keamanan (GaBI, 2014).

Negara-negara di Asia Tenggara, seperti Indonesia, Malaysia,
Singapura, dan Thailand juga telah memiliki regulasi untuk pengem-
bangan dan perizinan obat biosimilar. Regulasi produk obat biosimilar
di Indonesia dikeluarkan oleh Badan Pengawas Obat dan Makanan
(BPOM) pada 15 Desember 2015, yaitu Peraturan Kepala BPOM RI
No. 17 Tahun 2015 tentang Pedoman Penilaian Produk Biosimilar
(BPOM, 2015). Panduan obat biosimilar di Malaysia dikeluarkan
pada Agustus 2008 di bawah pengawasan National Pharmaceutical
Control Bureau, Ministry of Health Malaysia. Panduan tersebut
mengacu pada regulasi EMA yang secara komprehensif diadaptasi
oleh Malaysia untuk penggunaan produk obat biosimilar. Pada 2010,
satu obat biosimilar disetujui oleh Malaysia dengan nama dagang
SciTropin A dengan kandungan Somatropin yang diproduksi oleh
Sandoz GmbH, Austria, dan dikemas ulang di Singapura. Produk
tersebut dikenal luas dengan merek Omnitrope di beberapa negara
(Abas, 2011). Singapura memiliki lembaga perizinan yang tugasnya
melakukan regulasi produk medis. The Health Products Regulation
Group (HPRG) di lembaga Health Sciences Authority (HSA) secara
khusus mengurus regulasi produk kesehatan di Singapura. HPRG
memastikan produk medis yang ada memiliki kualitas, keamanan,
dan potensi yang telah terstandar. The Guidance on Registration of
Similar Biological (Biosimilar) Products in Singapore telah dirumuskan
bersama dengan industri mulai 1 Agustus 2009 yang mengacu pada
panduan EMA (Poh & Tam, 2011; Wang & Chow, 2012). Sementara
itu, pada 2010 regulator di Thailand melakukan pembaruan panduan
obat biologis agar sejalan dengan regulasi di WHO. Panduan tersebut
akhirnya menjadi pedoman untuk obat biosimilar di Thailand pada
2013 (Welch, 2017).
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Regulasi produk obat biosimilar di wilayah Amerika Latin (Se-
latan) dikembangkan di beberapa negara di wilayah tersebut guna
meningkatkan kualitas standar dan keamanan produk. Panduan
WHO banyak diadopsi di beberapa negara di wilayah Amerika Latin,
baik dalam segi prinsip obat biosimilar hingga proses produksi dan
pengembangannya (Azevedo dkk., 2012). Negara yang sudah memiliki
regulasi di antaranya (1) Brazil (tahun 2010) dengan lembaga Agencia
Nacional de Vigilancia; (2) Meksiko (tahun 2009) melalui Comision
Federal para la Proteccion cintra Riesgos Sanitarios; (3) Chile pada
2011 mengeluarkan panduan produk obat biosimilar melalui Chile’s
Agencia Nacional de Medicamentos; (4) Venezuela, sejak tahun 2000
memiliki regulasi produk obat biosimilar yang dikendalikan oleh
Ministerio del Poder Popular para la Salud; (5) Argentina mengeluar-
kan regulasi produk obat biosimilar sejak 2002 yang juga merupakan
negara utama yang memproduksi produk obat biosimilar di wilayah
Amerika Latin di bawah kendali The Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Medica.

Beberapa negara di benua Afrika telah memiliki regulasi produk
obat biosimilar di bawah pengawasan pemerintah masing-masing,
misalnya Afrika Selatan dan Mesir (Kumar dkk., 2015). Sejak Mei
2012, Afrika Selatan memiliki panduan obat biosimilar yang meru-
juk pada EMA. Panduan ini diterbitkan oleh The Medicine Control
Council (MCC) of Department of Health of Republic of South Africa.
Panduan produk obat biosimilar yang diterapkan di Mesir merujuk
pada EMA, ICH, WHO, FDA, serta panduan dari India. Panduan
tersebut diterbitkan pada 20 Januari 2013 dan diberlakukan efektif
pada 29 September 2014 oleh The Egyptian Drug Authority (EDA),
bersama dengan Central Administration for Pharmaceutical Affair
(CAPA) dan National Organization for Research and Control of
Biologics (NORCB).

Negara-negara di dunia memerlukan waktu yang berbeda-beda
dalam mengikuti jejak WHO maupun EMA untuk memberlakukan
regulasi obat biosimilar. Gambar 2.4 merupakan peta sejumlah negara
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Gambar 2.4 Negara-negara di dunia yang memiliki regulasi obat biosimilar
dan tahun penerbitan regulasi di masing-masing negara.

di dunia, termasuk WHO dan Uni Eropa, yang telah memiliki regulasi
terkait dengan obat biosimilar.

D. Prinsip-Prinsip Utama dalam Pengembangan
dan Perizinan Obat Biosimilar

Obat biosimilar layak untuk memperoleh lisensi apabila memiliki
bukti kemiripan dengan obat originator pada parameter mutu, non-
klinis, klinis, dan farmakovigilans. Satu paket data lengkap untuk
setiap parameter tersebut harus disertakan pada saat pengajuan izin
edar. Data-data tersebut diperoleh dengan melakukan serangkaian
pengujian/evaluasi secara bertahap untuk membandingkan obat
biosimilar dengan obat originator. Rangkaian evaluasi dimulai dari
analisis karakteristik mutu, kemudian uji nonklinis, dan klinis.
Hasil setiap tahapan diperlukan sebagai dasar pertimbangan untuk
menetapkan jenis dan jumlah tahapan selanjutnya yang diperlukan
(WHO, 2009).
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1. Mutu

Perbandingan aspek mutu sangat penting untuk membuktikan se-
berapa besar kemiripan antara molekul obat biosimilar dan obat
originator. Hasil evaluasi dapat digunakan untuk memperkirakan efek
keamanan dan efikasi, dibandingkan obat originator. Jika kemiripan
efek tersebut tinggi, uji nonklinis dan klinis mungkin tidak harus
dilakukan secara keseluruhan sehingga menghemat waktu pengem-
bangan dan biaya. Karakteristik mutu tidak terlepas dari proses
produksi, sebagaimana telah dibahas pada subbab sebelumnya. Di
samping itu, pemilihan obat originator juga sangat terkait erat dengan
aspek mutu.

Kriteria pemilihan obat originator sangat vital karena kemiripan
dengan obat originator dalam hal profil mutu, keamanan, dan efikasi
menjadi target yang harus dicapai. Obat originator harus sudah
beredar dengan rentang waktu dan volume yang cukup karena
menyangkut keamanan dan efikasi. Jika hanya beredar di negara
lain, obat originator harus mendapatkan lisensi dari regulator yang
telah menerapkan regulasi yang sudah mapan, dan regulator tersebut
berpengalaman dalam mengevaluasi obat biologi serta melakukan
pemantauan pasca-pemasaran. Selama evaluasi mutu, nonklinis, dan
klinis, obat originator yang digunakan harus sama. Senyawa obat
dalam obat biosimilar pun harus serupa, begitu pula dengan dosis
dan jalur pemberian obat harus sama dengan obat originator. Suatu
obat biosimilar tidak boleh dijadikan rujukan bagi obat biosimilar
lainnya (WHO, 2009). EMA mensyaratkan bahwa obat originator
harus diidentifikasi dengan jelas, meliputi produsen, merek, bentuk
sediaan farmasi, formulasi, kekuatan, jumlah batch, umur batch,
nomor lot, dan peruntukan. Baik EMA maupun FDA menyatakan
bahwa obat originator yang merupakan obat biologis berlisensi tidak
dapat digantikan oleh standar acuan. Namun, dalam rangka pengen-
dalian proses produksi maupun standardisasi metode, standar acuan
tersebut dapat digunakan (CHMP-EMA, 2014b; USFDA, 2015b).

Parameter dalam uji komparasi mutu pada dasarnya meliputi
fisika-kimia, aktivitas biologis, imunokimia, kemurnian, dan stabilitas.

36 Pengembangan Obat Biologi ...



Ketiga regulasi yang menjadi acuan dunia memberikan panduan yang
hampir sama terkait uji perbandingan mutu (Tabel 2.5).

Tabel 2.5 Parameter mutu dalam evaluasi obat biosimilar sesuai regulasi
dari EMA, WHO, dan FDA.

Penjelasan

Parameter/
Uji

Fisika-kimia

Karakterisasi fisik-kimia ditujukan untuk menentukan komposisi,
sifat fisik, struktur primer/sekunder/tersier/dan seterusnya.
Sekuen asam amino obat biosimilar harus sama dengan obat
originator. Jika ada modifikasi atau keragaman terkait faktor
intrinsik atau sistem ekspresi harus dijelaskan/dikuantifikasi.

Uji perbandingan juga meliputi karakterisasi modifikasi pasca-
translasi dan struktur karbohidrat. Untuk mengetahui sifat fisika-
kimia secara lebih lengkap, direkomendasikan menggunakan
lebih dari satu metode analisis.

Biologi/
Aktivitas
fungsional

Karakterisasi biologis ditujukan untuk mengukur kemampuan
dalam menimbulkan efek biologis. Assay biologis digunakan
untuk menentukan ukuran kualitatif suatu protein (aktif/

tidak aktif) dan ukuran kuantitatif (potensi), dinyatakan da-

lam unit aktivitas (unit/mg protein). Beberapa assay dapat
digunakan sesuai dengan sifat biologis produk, seperti pengujian
ligan/reseptor binding, pengujian enzimatis, pengujian berbasis
sel, dan pengujian fungsional. Efek netralisasi oleh antibodi yang
terbentuk setelah pemberian obat terhadap aktivitas biologis
dari obat atau lainnya harus dikuantifikasi.

Imuno-
kimia

Analisis dilakukan pada sifat khusus protein seperti ikatan
dengan reseptor yang merupakan fungsi inheren dari protein.
Karakterisasi antibodi/produk berbasis antibodi. Spesifitas,
afinitas, kinetika ikatan, aktivitas fungsional harus dapat di-
bandingkan. Kinetika dan termodinamika ikatan dapat dianalisis
dengan berbagai metode, seperti surface plasmon resonance,
microcalorimetry, atau classical scatchard analysis.

Kemurnian
dan ketidak-
murnian

Ketidakmurnian terkait proses yang diukur dapat bersumber
dari DNA sel inang, protein sel inang, kultur sel (antibiotik,
komponen media), proses hilir (reagen, sisa pelarut, zat terlarut,
endotoksin). Jika terdapat perbedaan nyata, potensi dampak
keamanan, efikasi, dan imunogenisitas harus dievaluasi.
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Parameter/ Penjelasan
Uji

Stabilitas Stabilitas diuji dengan metode percepatan degradasi produk di
bawah pengaruh kondisi seperti suhu tinggi, freeze thaw, cahaya,
dan agitasi. Data stabilitas yang diperoleh melalui uji pada
kondisi dan waktu yang riil diperlukan untuk pengajuan shelf life
(masa penyimpanan hingga produk terdegradasi sendiri) serta
untuk menetapkan kondisi saat transportasi dan penyimpanan.

Kuantitas Kuantitas harus diukur dengan assay yang sesuai dan dinyatakan
dalam satuan yang sama dengan obat originator untuk
menunjukkan perbandingan kekuatan.

Sumber: WHO (2009), USFDA (2015b), CHMP-EMA (2014a)

2. Nonklinis

Evaluasi nonklinis dilakukan untuk mengetahui aspek farmako-
toksikologis obat biosimilar dibandingkan dengan obat originator.
Data-data dari uji nonklinis diperlukan untuk mencapai target kea-
manan dan efikasi. PHS Act di Amerika Serikat mensyaratkan bahwa
data dari pengujian obat biosimilar pada hewan diperlukan untuk
evaluasi keamanan dan membuktikan biosimilaritas (USFDA, 2015c¢).
Uji nonklinis dilakukan dengan menggunakan formulasi obat yang
sudah final, yang diperuntukkan bagi uji klinis. Dalam merencanakan
pengujian, rujukan yang relevan, seperti ICH guideline S6 (R1)-pre-
clinical safety evaluation of biotechnology-derived pharmaceuticals
dapat dijadikan pedoman ) (CHMP-EMA, 2011).

Evaluasi nonklinis bagi obat originator meliputi farmakokinetik,
farmakodinamik, dan toksikologis dengan cakupan luas. Namun,
persyaratan data uji nonklinis untuk obat biosimilar yang terbukti
memiliki kemiripan molekul yang tinggi bisa lebih sedikit karena
obat originator sudah memiliki data klinis yang jelas. Data tambahan
nonklinis juga diperlukan tergantung pada faktor terkait mutu dan
farmako-toksikologis obat biosimilar. Faktor terkait mutu meliputi
perbedaan signifikan sistem ekspresi sel, metode purifikasi, serta ke-
beradaan campuran kompleks dari produk dan/atau pengotor terkait
proses yang tidak dapat dikarakterisasi dengan baik. Faktor terkait

38 Pengembangan Obat Biolog ...



farmako-toksikologis terdiri dari mekanisme aksi obat yang tidak
diketahui atau hanya sedikit dipahami, senyawa obat yang memiliki
toksisitas signifikan dan/atau indeks terapeutik sempit, serta data
klinis obat originator yang terbatas. Oleh karena itu, cakupan dalam
evaluasi nonklinis harus ditentukan kasus per kasus (WHO, 2009).
Dalam evaluasi nonklinis, uji in-vitro dilakukan terlebih dahulu,
kemudian hasilnya menjadi dasar untuk menentukan sejauh mana
uji in-vivo pada hewan harus dilakukan (CHMP-EMA, 2015c¢), seperti
ditunjukkan pada Tabel 2.6.

Tabel 2.6 Parameter nonklinis dalam evaluasi obat biosimilar sesuai
dengan regulasi dari EMA, WHO, dan FDA.

Parameter/
Uji

In vitro Melakukan assay ikatan reseptor (reseptor, antigen, enzim, dll),
assay berbasis sel (proliferasi sel, sitotoksisitas). Sebagian data
pada umumnya bisa diperoleh dari tahapan uji dengan assay
biologi. Assay yang dilakukan harus mencakup keseluruhan
rentang farmakologis/toksikologis yang relevan secara klinis
pada obat originator.

Penetapan Uji in-vivo tidak perlu dilakukan jika hasil uji fisika-kimia dan

perlu/ biologi menunjukkan kemiripan yang tinggi, tidak ditemukan
tidaknya masalah terkait aspek mutu, serta hasil uji in-vitro dapat di-
in vivo validasi dan merefleksikan aktivitas farmakodinamika klinis yang

relevan dari obat originator.

In vivo Uji dilakukan pada spesies hewan yang relevan. Dengan
spesies ini, obat originator dapat menunjukkan aktivitas
farmakodinamika dan/atau toksikologis.

Faktor yang harus diperhatikan meliputi: aktivitas biologis/
farmakodinamika harus relevan dengan aplikasi klinis; toksisitas
nonklinis diukur dengan minimal satu uji toksisitas dosis
berulang, mencakup toksiko-kinetika seperti pengukuran res-
pons antibodi, kadar antibodi anti-produk, reaksi silang dengan
protein endogenous homolog, dan kapasitas netralisasi produk.

Pengujian dosis tunggal pada hewan dengan parameter PK
dan PD dapat mendukung pembuktian derajat kemiripan obat
biosimilar. Pengukuran PK dan PD juga dapat disertakan dalam
uji toksisitas tunggal pada hewan.
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Parameter/ Penjelasan
Uji

In vivo Evaluasi imunogenisitas pada hewan tidak dapat memprediksi
respons imun terhadap produk protein pada manusia. Namun,
karena perbedaan proses produksi dapat menyebabkan
perbedaan kemurnian yang berdampak pada imunogenisitas,
pengukuran respons antibodi pada hewan dapat memberikan
informasi yang bermanfaat.

Sumber: WHO (2009), USFDA (2015c), CHMP-EMA (2015d).

3. Klinis

Evaluasi klinis pada manusia menggunakan obat biosimilar dilakukan
untuk menguji obat biosimilar hasil proses produksi skala komersial/
hasil optimasi akhir. Pada umumnya, proses produksi dioptimasi
selama pengembangan obat biosimilar. Jika uji perbandingan tidak
dapat dilakukan dengan proses produksi hasil optimasi akhir, justifi-
kasi harus diberikan berdasarkan data yang membandingkan hasil uji
PK produk formulasi akhir dan formulasi sebelumnya (CHMP-EMA,
2015¢; WHO, 2009).

Uji klinis dilakukan secara bertahap, diawali dengan uji PK,
kemudian PD, efikasi, keamanan, dan pada kasus tertentu, diperlukan
uji konfirmasi PK/PD, serta imunogenisitas (Tabel 2.7). Perbedaan
yang muncul dari setiap tahapan uji harus dijelaskan dan dijustifikasi
(CHMP-EMA, 2015¢; USFDA, 2016; WHO, 2009). Dalam regulasi
FDA, uji PK, PD, dan imunogenisitas klinis sudah cukup untuk mem-
buktikan ada/tidak adanya perbedaan nyata antara obat biosimilar
dan obat originator. Namun, jika terdapat perbedaan nyata, uji klinis
tambahan harus dilakukan (USFDA, 2015c¢).
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Tabel 2.7 Parameter klinis dalam evaluasi obat biosimilar sesuai regulasi
dari EMA, WHO, dan FDA.

Farmako Kinetik/

Parameter: absorpsi/bioavailabilitas, karakteristik

Pharmaco eliminasi; rancangan uji: cross-over, paralel; dosis: tunggal/

Kinetics/PK jamak; objek studi: sebaiknya relawan yang sehat jika
diketahui tidak ada dampak buruk atau efek farmakologis;
kriteria keberterimaan: ditetapkan sebelum uji PK dan
dijustifikasi, rentang 80—120% ekuivalensi; jalur pemberian
obat: intravenous dan subcutaneous.

Farmako Parameter: hubungan antara dosis dengan efek yang

Dinamik/ ditimbulkan. Kemiripan antara obat biosimilar dan obat

Pharmaco originator diamati pada bagian yang curam pada grafik

Dynamic/PD hubungan antara dosis dan respons; dosis: tunggal/jamak;

penanda (marker) PD: dipilih yang relevan secara klinis.

PK/PD Konfirmatif

Uji klinis konfirmatif tidak harus dilakukan jika hasil dari
uji fisika-kimia, struktur, biologi in-vitro, PK pada manusia
yang dikombinasikan dengan penanda PD menunjukkan
bukti kemiripan yang kuat; dosis: dalam rentang tertentu;
kriteria keberterimaan: ditetapkan sebelum uji PK/PD dan
dijustifikasi.

Efikasi

Dilakukan dengan cara double-blind atau paling tidak
observer-blind untuk mengurangi bias dari pelaku uji;
desain tipe ekuivalen lebih direkomendasikan dari-
pada no-inferiority karena lebih memungkinkan untuk
melakukan ekstrapolasi efikasi ke indikasi lainnya.

Perhitungan untuk memperkirakan jumlah sampel harus
dicantumkan dalam protokol uji. Pemilihan margin atas dan
bawah harus dapat dijelaskan secara statistik dan klinis.
Terkadang perubahan yang terjadi pada praktik klinis
memerlukan perubahan pula pada indikasi terapeutik yang
harus diajukan perizinannya. Perubahan indikasi ini harus
dibicarakan dengan regulator.

Keamanan

Uji keamanan klinis diperlukan jika data profil keamanan
tidak dapat dideduksi dari uji efikasi atau PK/PD konfir-
matif. Perbandingan yang diamati meliputi jenis, frekue-
nsi, dan keseriusan dari Kejadian Tidak Diharapkan (KTD)
atau reaksi. Produsen obat biosimilar harus memberikan
deskripsi tentang isu keamanan yang mungkin timbul yang
disebabkan oleh perbedaan dalam proses produksi.
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Imunogenisitas

Uji imunogenisitas harus dilakukan pada manusia karena
uji pada hewan umumnya tidak dapat memberikan prediksi
respons kekebalan pada manusia. Jika ekstrapolasi efikasi
dan keamanan akan dilakukan, imunogenisitas harus
dievaluasi pada populasi pasien yang berisiko paling tinggi
terhadap respons kekebalan dan KTD terkait kekebalan.

Periode observasi tergantung pada durasi terapi yang
diinginkan serta perkiraan waktu terbentuknya antibodi
(misalnya 6—9 bulan untuk somatropin, dan 6 bulan untuk
insulin). Evaluasi imunogenisitas lanjutan pasca-pemasaran
mungkin diperlukan karena data yang diperoleh sebelum
pengajuan izin edar terbatas. Antibodi terkait KTD yang
jarang terjadi mungkin belum terbentuk saat diuji sebelum
pemasaran.

Ekstrapolasi
data efikasi dan
keamanan untuk
indikasi klinis
lainnya

Ekstrapolasi hanya diperbolehkan untuk indikasi pada obat
originator yang sebelumnya telah mendapat perizinan.
Jika pada indikasi tertentu dari obat originator belum diuji
manfaat klinisnya pasca-pemasaran, produsen dapat mem-
pertimbangkan untuk ekstrapolasi ke indikasi lainnya.

Data keamanan dan efikasi dapat diekstrapolasi jika bukti
kemiripan sudah ditunjukkan melalui uji fisika-kimia, struk-
tur, fungsional in-vitro, dan uji klinis (efikasi, keamanan,
PK/PD). Kemiripan obat biosimilar dengan obat originator
harus sudah dibuktikan melalui uji efikasi dan keamanan
pada salah satu indikasi.

Sumber: WHO (2009), USFDA (2015c), CHMP-EMA (2015d)

4. Farmakovigilans

Farmakovigilans adalah kegiatan yang ditujukan untuk memantau
keamanan klinis obat biosimilar pada semua indikasi yang diizinkan
pada periode pasca-pemasaran atau setelah digunakan dalam terapi.
Pemantauan tersebut sangat penting karena data dari uji klinis yang
diperoleh sebelum perizinan biasanya terbatas dan kemungkinan kecil
KTD akan dijumpai pada populasi uji yang terbatas. Oleh karena
itu, produsen biosimilar harus mengajukan spesifikasi keamanan dan
rencana farmakovigilans bersamaan dengan pengajuan perizinan.
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Prinsip-prinsip dalam ICH efficacy guidelines: Pharmacovigilance
planning (E2E) dapat dijadikan rujukan. Pada saat izin edar diper-
oleh, produsen harus sudah memiliki sistem untuk farmakovigilans
meliputi personel yang berkompeten dan sarana untuk memberikan
informasi terjadinya KTD di negara tempat beredarnya obat bio-
similar (CHMP-EMA, 2005; USFDA, 2015¢c; WHO, 2009). Sistem
pemantauan keamanan ini harus dapat membedakan KTD yang dise-
babkan oleh obat biosimilar atau obat originator, termasuk KTD baru
yang disebabkan oleh obat biosimilar, yang sebelumnya tidak pernah
terjadi akibat penggunaan obat originator. Laporan keamanan pasca-
pemasaran mencakup semua informasi terkait toleransi terhadap
produk dan harus dievaluasi, terutama menyangkut frekuensi dan
penyebab terjadinya KTD. Selain itu, obat biosimilar yang dipasarkan
juga harus mudah ditelusuri identitasnya. Dengan demikian, laporan
terkait KTD dari suatu obat biosimilar hendaknya disertai dengan
informasi tentang International Non-proprietary Name (INN), nama
merek (proprietary), nama perusahaan, nomor lot, dan negara asal
(WHO, 2009).

E. Regulasi Obat Biosimilar Spesifik

Regulasi biosimilar yang spesifik untuk setiap jenis penyakit dibutuh-
kan karena profil antarpenyakit berbeda. Perbedaan ini menyebabkan
parameter yang harus diuji secara nonklinis dan klinis juga berbeda.
Dalam hal uji efikasi klinis, misalnya, pemilihan endpoint dan time
point untuk menganalisis endpoint suatu obat biosimilar berbeda
dengan obat originatornya (CHMP-EMA, 2015b). Jika dibandingkan
dengan obat biosimilar untuk jenis penyakit lain, perbedaan bisa lebih
banyak. Endpoint merupakan suatu kondisi yang timbul pada objek uji
baik berupa penyakit, gejala, tanda-tanda, dan abnormalitas setelah
mendapat perlakuan uji. Kondisi tersebut menjadi dasar pengambilan
keputusan untuk menghentikan uji dan tidak memberikan perlakuan
lanjutan (Osakwe, 2016). Oleh karena itu, untuk memberikan pan-
duan yang lebih spesifik, khususnya dalam melakukan uji nonklinis
dan klinis, EMA menerbitkan beberapa regulasi obat biosimilar
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untuk beberapa jenis penyakit. Regulasi spesifik tersebut mengacu
pada Guideline on similar biological medicinal products containing
biotechnology-derived proteins as active substance: non-clinical and
clinical issues sebagai persyaratan umum.

1. G-CSF Rekombinan (rG-CSF)

Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF) merupakan protein
polipeptida rantai tunggal yang memiliki 174 asam amino. G-CSF
rekombinan yang diproduksi di E. coli (filgrastim) dan sel Chinese
Hamster Ovary (lenograstim) sudah digunakan secara klinis (CHMP-
EMA, 2006a). Pemberian obat G-CSF dilakukan melalui jalur subcu-
taneous dan intravenous. G-CSF digunakan mengobati neutropenia
(kurangnya konsentrasi sel darah putih/neutrophils dan infeksi pada
pasien kanker). Neutropenia salah satunya disebabkan oleh pemberian
kemoterapi (Bendall & Bradstock, 2014). Panduan yang diterbitkan
oleh EMA untuk obat biosimilar ini adalah Guidance on similar me-
dicinal products containing recombinant granulocyte-colony stimulating
factor (tanggal terbit: 1 Juni 2006).

2. Low Molecular Weight Heparin (LMWH)

LMWH yang masuk ke dalam famili glycosaminoglycans, merupakan
rantai polisakarida yang tidak bercabang, terdiri dari unit-unit disa-
karida. LMWH diaplikasikan dalam pengobatan thromboembolism
prophylaxis pada pasien yang menjalani pembedahan. Di dalam tububh,
heparin diproduksi dalam rongga sel mast, yakni salah satu jenis sel
darah putih. sel mast memiliki peran penting dalam menunjang sistem
kekebalan/pertahanan tubuh dan penyembuhan luka. Di luar tubuh,
heparin diproduksi dengan depolimerisasi secara kimia maupun
enzimatis dari unfractionated heparin (UFH) yang bersumber dari
hewan. Setelah proses depolimerisasi, LMWH umumnya tersusun
oleh kurang dari 18 unit monosakarida. Saat ini, obat LMWH yang
berlisensi diproduksi dari porcine intestinal mucosa (CHMP-EMA,
2017; Minghetti dkk., 2013). Panduan yang diterbitkan oleh EMA
untuk obat biosimilar ini adalah Guideline on non-clinical and clinical
development of similar biological medicinal products containing low
molecular-weight-heparins (tanggal terbit: 1 Juni 2017).
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3. Human Insulin dan Analog Insulin

Human insulin merupakan molekul yang terdiri dari 51 asam amino,
sedangkan insulin analog memiliki struktur molekul yang sudah
mengalami substitusi asam amino atau perubahan kimia lain, misal-
nya penambahan molekul asam lemak. Insulin diberikan kepada
pasien penderita diabetes melalui jalur subcutaneous dan intravenous.
Bentuk sediaan obat insulin ada empat jenis sesuai dengan kecepatan
penyerapan dalam jaringan tubuh dan aliran darah, yaitu rapid-acting,
short-acting, intermediate-acting, dan long-acting. Human insulin
terlarut adalah contoh dari short-acting insulin (CHMP-EMA, 2015e).
Insulin jenis rapid dan short-acting dapat berpindah dengan cepat dari
jaringan lemak (subcutaneous) ke aliran darah. Insulin jenis rapid dan
short-acting digunakan untuk mengontrol gula darah pada saat makan
dan mengendalikan gula darah yang tinggi. Sementara itu, insulin
jenis intermediate dan long-acting memiliki waktu penyerapan lebih
lama dan lebih lama juga berada dalam tubuh. Insulin tersebut digu-
nakan untuk mengontrol gula darah overnight, saat berpuasa, dan di
antara waktu makan. Panduan yang diterbitkan oleh EMA untuk obat
biosimilar ini adalah Guideline on non-clinical and clinical development
of similar biological medicinal products containing recombinant human
insulin and insulin analogues (tanggal terbit: 1 September 2015).

4. Interferon Beta (IFN-B)

Interferon beta diberikan untuk terapi penderita multiple sclerosis.
Penyakit ini merupakan penyakit autoimun yang menyerang sistem
saraf pusat, yaitu otak, saraf mata, dan saraf tulang belakang. Terdapat
dua jenis interferon beta, yaitu IFN-B-1a dan IFN-f3-1b. IFN-B-1a
merupakan rantai polipeptida dengan glikosilasi tunggal yang terdiri
dari 166 asam amino, sedangkan IFN-B-1b terdiri dari 165 asam
amino. IFN-f diberikan kepada pasien melalui jalur subcutaneous
dan intramuscular (CHMP-EMA, 2013c¢). Panduan yang diterbitkan
oleh EMA untuk obat biosimilar ini adalah Guideline on similar bio-
logical medicinal products containing interferon beta (tanggal terbit:
1 September 2013).
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5. Antibodi Monoklonal (mAb)

Sebagaimana struktur protein pada umumnya, antibodi monoklonal
memiliki struktur yang kompleks dan di dalam molekul bisa terdapat
beberapa bagian (domain) yang memiliki fungsi berbeda. Antibodi
monoklonal dihasilkan oleh sistem kekebalan tubuh sebagai respons
terhadap zat-zat asing. Antigen atau zat asing tersebut dapat berupa
bakteri, fungi, virus, dan zat kimia. Antibodi monoklonal memiliki
banyak aplikasi dalam immunotherapy (pengobatan terhadap penyakit
dengan menggunakan mAb dengan target antigen spesifik dalam
tubuh). Penggunaan mAb meliputi terapi kanker, rheumatoid arthritis,
multiple sclerosis, penyakit jantung, systemic lupus erythematosus,
penyakit crohn’s, ulcerative colitis, dan psoriasis (CHMP-EMA, 2012b;
Mediller, 2016; Ogbru, t.t.). Panduan yang diterbitkan oleh EMA untuk
obat biosimilar ini adalah:Guideline on similar biological medicinal
products containing monoclonal antibodies-non-clinical and clinical
issues (tanggal terbit: 1 Desember 2012).

6. Human Erythropoietin (H-EPO)

Human erythropoietin adalah glikoprotein yang tersusun dari 165
asam amino. Protein ini diproduksi dalam ginjal dan berfungsi
sebagai pemicu produksi sel darah merah. Untuk keperluan terapi
klinis, erythropoietin diproduksi dengan teknik DNA rekombinan
menggunakan sel mamalia sebagai sistem ekspresinya. Erythropoietin
rekombinan disebut juga epoetin. Perbedaan antara human eryth-
ropoietin dan epoetin ada pada pola glikosilasi, sedangkan sekuen
asam amino keduanya sama. Epoetin digunakan dalam terapi anemia
yang disebabkan oleh penyakit ginjal kronis atau kondisi lainnya,
seperti kemoterapi pada penderita kanker (CHMP-EMA, 2010b;
Grampp dkk., 2018). Panduan yang diterbitkan oleh EMA untuk obat
biosimilar ini adalah Guideline on non-clinical and clinical develop-
ment of similar biological medicinal products containing recombinant
erythropoietins (tanggal terbit: revisi I pada 1 Oktober 2010).

7. Follicle-Stimulating Hormone (FSH)

FSH tergolong dalam hormon yang merupakan molekul glikoprotein,
dihasilkan oleh kelenjar pituitari. Struktur molekul FSH merupakan
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hetero dimer yang terdiri dari dua subunit yang mengandung oli-
gosakarida. Sub-unit alfa tersusun atas 92 asam amino, sedangkan
sub-unit beta memiliki 111 asam amino. Peran FSH adalah mengatur
fungsi reproduksi bagi laki-laki maupun perempuan. Hormon ini
diberikan kepada pasien melalui jalur subcutaneous dan terkadang
melalui intra-muscular. FSH rekombinan digunakan untuk merang-
sang pertumbuhan dan penarikan ovarian follicle untuk perempuan,
sedangkan pada laki-laki FSH digunakan untuk menimbulkan dan
mempertahankan spermatogenesis (CHMP-EMA, 2013a). Panduan
yang diterbitkan oleh EMA untuk obat biosimilar ini adalah Guideline
on non-clinical and clinical development of similar biological medicinal
products containing recombinant human follicle stimulating hormone
(r-hFSH) (tanggal terbit: 1 September 2013).

8. Somatropin

Somatotropin merupakan hormon pertumbuhan rekombinan (rhGH)
yang diproduksi menggunakan sel inang dari E. coli, mamalia, dan
yeast. Di dalam tubuh, hormon pertumbuhan (human Growth Hor-
mone, hGH) dihasilkan dalam kelenjar pituitari anterior. Molekul
hGH tersusun atas 191 asam amino yang membentuk rantai tunggal
non-glikosilasi. Polipeptida ini berukuran 22 kilo Dalton (kD). Soma-
tropin memiliki rentang terapi yang lebar pada anak-anak yang sedang
dalam masa pertumbuhan. Namun, manusia dewasa lebih sensitif
terhadap efek samping tertentu. Somatropin yang sudah berlisensi
digunakan untuk normalisasi atau meningkatkan pertumbuhan linier
dan/atau komposisi tubuh pada pasien yang kekurangan hormon
pertumbuhan. Pada kondisi tertentu, somatropin juga diperuntuk-
kan bagi pasien yang memiliki hGH normal (CHMP-EMA, 2006b).
Panduan yang diterbitkan oleh EMA untuk obat biosimilar ini adalah
Guidance on similar medicinal products containing somatropin (tanggal
terbit: 1 Juni 2006). Parameter-parameter uji yang diperlukan untuk
evaluasi obat biosimilar berdasarkan regulasi spesifik dari EMA di-
rangkum pada Tabel 2.8.
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Tabel 2.8 Parameter-parameter yang diperlukan untuk evaluasi obat
biosimilar berdasarkan regulasi spesifik dari EMA.

PP . Farmako-
) vigilans
gi IMELED]

\ \ v \ \

r G-CSF \ \ v
LMWH v V (a) \ V(d v V() \ v
Insulin \ V (b) V (c) \ vV o Vi(e) \ \
IFN-B \ V (a) - \ \ \ \ \
mAb \ V (a) - \ \ \ \ \
EPO \ v \ \ v \ v v
FSH v \ Vv (c) \ \ \ \ \
Somatropin \ \ \ \ \ \ \ \

Ket.: (a) uji in vivo tidak diperlukan jika karakterisasi fisika-kimia dan biologi
menggunakan metode mutakhir dan uji in vivo telah membuktikan biosimilaritas;
(b) tidak diperlukan sebagai bagian dari uji komparatif; (c) uji toksikologis hanya
disyaratkan jika uji dilakukan pada eksipien yang baru atau belum banyak
digunakan; (d) uji PK konvensional tidak dapat dilakukan karena LMWH heterogen;
(e) uji efikasi klinis komparatif tidak diperlukan jika hasil karakterisasi fisika-kimia,
fungsional, dan PD menunjukkan kemiripan; (f) tidak memerlukan uji efikasi
spesifik karena endpoint yaitu HbAlc tidak cukup sensitif untuk mendeteksi
perbedaan klinis antara dua insulin.

Sumber: WHO (2009), USFDA (2015c), CHMP-EMA (2015d), CHMP-EMA (2010a; 2013a;
2013b; 2015a; 2015b; 2017), CHMP-EMA (2006b), CHMP-EMA (2012b).

D. Regulasi Obat Biosimilar di Indonesia

Regulasi obat biosimilar di Indonesia dikeluarkan oleh Badan Penga-
was Obat dan Makanan (BPOM) pada 15 Desember 2015, yakni
Peraturan Kepala BPOM RI No. 17 Tahun 2015 tentang Pedoman
Penilaian Produk Biosimilar. Peraturan ini merujuk pada regulasi obat
biosimilar yang dikeluarkan oleh WHO. Dalam peraturan tersebut,
definisi produk biosimilar atau similar biotherapeutic product (SBP)
atau produk biologi sejenis (PBS), yang untuk selanjutnya disebut
produk biosimilar, adalah produk biologi dengan profil efikasi,
keamanan, dan mutu yang mirip dengan produk biologi sejenis yang
berlisensi. Pedoman ini berlaku untuk produk obat biosimilar yang
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akan didaftarkan di Indonesia dan menjelaskan aspek mutu, keamanan,
serta efikasi. Vaksin, produk yang berasal dari darah/plasma, produk
darah rekombinan, serta produk biologi lain (misalnya produk untuk
terapi gen dan sel punca) tidak tercakup dalam pedoman tersebut.

Saat ini, obat biosimilar yang beredar di Indonesia adalah
produk impor, terdiri dari 4 epoetin alfa, 3 insulin rekombinan, dan
3 filgrastim/G-CSF rekombinan. Pengembangan obat biosimilar
yang direncanakan hingga tahun 2019 adalah 5 obat biosimilar
melalui transfer teknologi, terdiri dari 4 epoetin alfa dan 1 insulin
analog, sementara 1 obat biosimilar yang merupakan insulin analog
akan dihasilkan dengan teknologi dalam negeri. Transfer teknologi
merupakan mekanisme yang paling diminati oleh produsen untuk
mengembangkan dan memproduksi obat biosimilar di Indonesia.
Metode tersebut dapat mempersingkat durasi pengembangan dan me-
nekan biaya. Namun, di Indonesia saat ini belum ada regulasi untuk
evaluasi obat biosimilar yang dikembangkan melalui mekanisme
transfer teknologi (Hidayati, 2016). Sistematika pedoman penilaian
obat biosimilar terdiri dari persyaratan umum dan khusus (Gambar
2.5). Persyaratan umum mencakup bingkai kerja administratif dan
prinsip evaluasi yang meliputi pendaftaran, uji komparasi, dan obat
originator.

Secara administratif, registrasi obat biosimilar dilakukan mengi-
kuti peraturan mengenai kriteria dan tata laksana registrasi obat yang
berlaku. Dalam rangka pendaftaran obat biosimilar, cara penilaian
tidak sama dengan obat generik dan harus mengadopsi pendekatan
berdasarkan studi komparasi. Selain syarat keamanan dan efikasi
bersifat mutlak, produsen obat biosimilar juga harus melakukan studi
farmakovigilans. Pemilihan obat originator untuk studi komparasi
harus didasarkan pada prinsip kemiripan zat aktif, baik molekuler
maupun efek biologis. Selain zat aktif, bentuk sediaan, kekuatan dan
cara pemberian obat biosimilar juga harus sama dengan obat origina-
tor. Bila terdapat perbedaan antara obat biosimilar dan obat originator,
justifikasi harus dilakukan dengan uji yang sesuai atas dasar kasus per
kasus di mana faktor keamanan lebih diutamakan. Obat originator

Regulasi Obat Biosimilar ... 49



A. Bingkai Kerja Administratif: B. Prinsip Evaluasi:

Registrasi produk biosimilar dilakukan mengikuti [1] Pendaftaran;
peraturan mengenai kriteria dan tata laksana [2] Studi komparasi;
registrasi obat yang berlaku. [3] Obat originator

A. Evaluasi Mutu: B. Evaluasi Non-Klinik:
[1] Proses pembuatan; [2] Karakterisasi (fisikokimia, [1] Studi in vitro;
biologis, imunokimia, cemaran); [3] Spesifikasi; [4] [2] Studi in vivo

Teknik analisis; [5] Stabilitas

C. Evaluasi Klinis: D. Farmakovigilans
[1] Studi farmakokinetik (PK); [2] Uji

farmakodinamik (PD); [3] Studi PK/PD konfirmasi;

[4] Studi efikasi; [5] Keamanan; [6] Imunogenisitas;

[7] Ekstrapolasi data indikasi dan keamanan

Sumber: BPOM (2015)

Gambar 2.5 Sistematika Pedoman Umum Penilaian Produk Biosimilar di
Indonesia

harus digunakan sebagai pembanding pada seluruh uji komparatif
untuk aspek mutu, keamanan, dan efikasi.

1. Evaluasi Mutu

Dalam uji komparasi, aspek mutu, keamanan, dan efikasi merupakan
fokus utama. Jika ada variasi modifikasi pasca-translasi, harus diberi-
kan justifikasi. Profil cemaran dan zat aktif dapat memengaruhi kea-
manan dan efikasi obat biosimilar sehingga berakibat pada perbedaan
jumlah data nonklinis dan klinis yang diperlukan. Obat originator
yang digunakan bukan merupakan obat biosimilar dan harus sudah
memperoleh izin edar berdasarkan pada data mutu, keamanan, dan
efikasi lengkap. Justifikasi dalam pemilihan obat originator harus
disertai dengan bukti-bukti ilmiah, terutama terkait aspek mutu. Obat
originator bisa berasal dari luar negeri, tetapi harus sudah disetujui di
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negara-negara dengan sistem evaluasi yang sudah mapan. Jika sudah
tidak diproduksi lagi, obat originator yang digunakan adalah obat
biologi yang sudah disetujui berdasarkan data mutu, keamanan, dan
efikasi lengkap. Obat originator tersebut juga telah lama beredar tanpa
adanya isu terkait aspek mutu, keamanan dan efikasi. Identifikasi,
seperti nama paten, bentuk sediaan, formulasi dan besar sediaan obat
originator harus jelas, termasuk waktu paruh dari profil mutu. Selain
itu, zat aktif yang digunakan dalam studi komparasi harus sesuai
dengan zat aktif dalam obat originator.

Persyaratan khusus yang tercakup dalam pedoman dari BPOM
terdiri dari evaluasi mutu, nonklinis, klinis, dan farmakovigilans.
Evaluasi mutu menekankan pentingnya penilaian pada aspek proses
pembuatan, karakterisasi, spesifikasi, teknik analisis, dan stabilitas.
Beberapa prinsip dalam evaluasi mutu dapat dilihat pada Gambar 2.6.

PROSES PEMBUATAN KARAKTERISASI
Memenuhi standar cara produksi obat yang baik (CPOB), Keidentikan struktur primer
mengoptimasi proses produksi, menggunakan ilmu dengan obat originator; kriteria
pengetahuan dan teknologi mutakhir, memiliki kesamaan pengujian: fisika-kimia, aktivitas
tipe sel inang (sistem ekspresi), produk memiliki biologis, sifat imunokmia,
kemiripan struktur molekul dan profil klinis, dan memiliki kemurnian dan cemaran.
dokumentasi lengkap mengenai proses pembuatan. N~
Valid_a_si n'!etode analisis;_ Sekomprehensif mungkin;
spesifikasi mencakup atribut mutu . s

L . EVALUASI tervalidasi atau diterima
yang penting; jumlah lot yang diuji secara ilmiah dan
memadai; ren.tar?g. tidak Ie.blh MUTU terkualifikasi; validasi
lebar secara signifikan dari obat

‘inator. menggunakan acuan yang
originator. relevan.

v

TEKNIK ANALISIS

Mengikuti rekomendasi pedoman dari BPOM; mencakup uji degradasi dipercepat dan uji pada
kondisi stres yang bervariasi; dapat menunjukkan data mentah; data stabilitas dapat
mengindikasikan kondisi penyimpanan, transportasi, dan periode masa simpan/edar untuk zat
aktif, obat, dan produk antara.

—\/

Sumber: BPOM (2015)
Gambar 2.6 Prinsip Evaluasi Mutu Obat Biosimilar dalam Regulasi BPOM
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2. Evaluasi Nonklinis

Evaluasi nonklinis bervariasi dan harus ditetapkan kasus per kasus,
biasanya meliputi uji PD, PK, dan toksikologis. Uji toksisitas dosis
berulang melalui perbandingan langsung dengan obat originator
(head-to-head) menjadi persyaratan minimal untuk evaluasi nonklinis.
Jumlah uji dapat dikurangi jika telah terdapat bukti tingkat kemiripan
yang tinggi antara produk obat biosimilar dan obat originator. Obat
biosimilar yang diuji harus merupakan sediaan akhir, kecuali ada
justifikasi tersendiri. Spesies yang relevan perlu dipertimbangkan
untuk uji PD dan toksikologis untuk mengantisipasi munculnya res-
pons dan antibodi hewan pada studi jangka panjang. Studi in vitro
yaitu uji ikatan reseptor atau uji berbasis sel (misalnya uji proliferasi
sel atau uji sitotoksisitas) dapat dilakukan untuk memastikan kese-
taraan aktivitas biologis/farmakodinamik obat biosimilar dan obat
originator. Studi in vivo pada hewan harus bersifat komparatif dan
menggunakan spesies yang relevan. Pemantauan terhadap endpoint
meliputi aktivitas biologis/farmakodinamik yang relevan dengan
aplikasi klinis serta uji toksisitas nonklinis pada minimal satu uji
toksisitas dosis berulang pada spesies hewan yang relevan dan men-
cakup pengukuran toksikokinetik. Evaluasi in vivo terhadap aktivitas
biologis/PD tidak diperlukan bila ada uji in vitro yang dianggap dapat
mewakili aktivitas PD yang relevan secara klinis. Tergantung pada
jalur pemberian obat, uji toleransi lokal mungkin perlu dilakukan.
Dengan dasar bukti kemiripan dari studi perbandingan, mutu uji
toksikologis rutin tidak perlu dilakukan, kecuali bila dipicu oleh hasil
studi toksisitas berulang atau studi toleransi lokal dan/atau oleh sifat
toksikologis lain yang diketahui pada obat originator (contohnya
adverse effect terhadap fungsi reproduksi).

3. Evaluasi Klinis

Evaluasi klinis yang diatur meliputi PK, PD, PK/PD konfirmatif,
efikasi, keamanan, imunogenisitas, dan ekstrapolasi indikasi. Aspek
dan prinsip-prinsip dalam evaluasi klinis disajikan pada Tabel 2.9.
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Tabel 2.9 Prinsip Evaluasi Klinis Obat Biosimilar dalam Regulasi BPOM

Prinsip-prinsip dalam studi komparatif

Uji e Kesamaan dosis, cara pemberian, dan rentang terapi dengan
Farmako obat originator
Kinetik/Pk ¢ Uji dosis berulang jika PK tergantung pada dosis dan waktu
e Desain menyilang (cross-over) tidak berlaku untuk produk
dengan waktu paruh panjang/membentuk antibodi anti-produk
¢ Cakupan perbandingan: bioavailabilitas, eliminasi/kliren
e Kriteria bioekivalensi 80-125%
Uji e Dilakukan jika terdeteksi adanya perbedaan profil PK yang
Farmako relevansi klinisnya tidak diketahui
Eli:)namik/ e Dosis dipilih di bagian kurva dosis-respons yang curam
e Penanda PD dipilih berdasarkan relevansi klinisnya
PK/PD e Dapat menggantikan uji efikasi klinis jika ada bukti kemiripan
konfirmatif dari studi PK dan PD, minimal ada satu penanda PD terkait
dengan efikasi, hubungan antara dosis/paparan, penanda PD
yang relevan dan respons/efikasi dari obat originator diketahui
dengan baik
e Memerlukan populasi studi dan dosis yang sensitif
e Rentang keberterimaan untuk parameter PK dan PD harus
ditetapkan sebelumnya
Efikasi e Studi dose-finding tidak diperlukan

Jika potensinya sebanding dalam studi PK dan PD, posologi obat
originator digunakan dalam uji klinis

Uji efikasi dengan perbandingan langsung (head-to-head) pada
populasi studi yang sesuai (sensitif), dengan desain ekivalensi
atau non-inferioritas, acak, tersamar ganda atau paling tidak
penilainya tersamar, dan dengan power yang cukup
Keuntungan pada desain ekivalensi: kemungkinan ekstrapolasi
efikasi ke indikasi lain dari obat originator tanpa harus dilakukan
uji klinik yang khusus untuk indikasi tersebut
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Prinsip-prinsip dalam studi komparatif

Keamanan e Perbandingan mencakup jenis, frekuensi, dan keparahan
kejadian/reaksi yang tidak diinginkan
e Data keamanan dari uji klinis untuk mendeteksi kejadian/
reaksi tidak diinginkan yang sering terjadi dalam jangka pendek
dinyatakan cukup untuk izin edar
e Pemantauan keamanan klinis yang ketat diperlukan pada pasca-

pemasaran
Imuno- ¢ Imunogenisitas harus divaluasi sebelum persetujuan izin edar
genisitas ¢ Imunogenisitas harus selalu diuji pada manusia

e Perbandingan dengan kelompok kontrol eksternal dianggap tidak
tepat

e Jika pembentukan antibodi ditemukan, tetapi terlalu jarang
untuk dapat dideteksi sebelum produk diedarkan, maka rencana
manajemen risiko (RMP) diperlukan

e Jika produsen berniat untuk mengekstrapolasi data efikasi dan
keamanan ke indikasi lain yang disetujui, imunogenisitas harus
diuji pada populasi pasien yang mempunyai risiko tertinggi dalam
timbulnya respons imun dan kejadian tidak diinginkan (KTD)

e Periode pengamatan yang dibutuhkan untuk pengujian imuno-
genisitas tergantung pada lama terapi yang diinginkan dan waktu
yang diharapkan untuk terbentuknya antibodi

e Karakterisasi lebih lanjut dari profil imunogenisitas mungkin
diperlukan pasca-pemasaran

Ekstrapo- e Jika kemiripan efikasi dan keamanan untuk indikasi klinis
lasi data tertentu telah ditunjukkan, maka ekstrapolasi data ke indikasi
efikasi dan

lain dimungkinkan dengan syarat:
keamanan
e Dengan model uji klinis yang sensitif perbedaan tetap tidak

ditemukan
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Prinsip-prinsip dalam studi komparatif

¢ Mekanisme kerja dan/atau reseptor yang terlibat sama. Jika
berbeda/tidak diketahui, dibutuhkan alasan ilmiah yang kuat
dan data klinik tambahan (misalnya "PD fingerprint")

¢ Keamanan dan imunogenisitas telah diketahui secara memadai
dan diprediksi tidak ada isu keamanan lain yang akan timbul
pada indikasi yang diekstrapolasi

e Jika uji efikasi menggunakan desain studi non-inferioritas dan
menunjukkan efikasi dan keamanan yang dapat diterima,
pemohon izin edar harus memberikan argumen yang meyakin-
kan bahwa temuan ini dapat diterapkan pada indikasi yang
diekstrapolasi

Sumber: BPOM (2015)

4. Farmakovigilans

Pemantauan lebih lanjut terhadap keamanan klinis obat biosimilar
untuk semua indikasi diperlukan dalam upaya menilai manfaat
dan risiko yang pada periode pasca-pemasaran. Produsen harus
menyerahkan spesifikasi keamanan dan rencana farmakovigilans
pada saat pengajuan izin edar (contoh referensi: ICH E2E). Rencana
farmakovigilans harus menggambarkan kegiatan dan metode pasca-
pemasaran yang terencana untuk mengevaluasi keamanan produk.
Dalam beberapa kasus, dibutuhkan tindakan untuk meminimalkan
risiko, misalnya memberikan pendidikan untuk pasien, dokter, dan
tenaga medis. Terkait risiko tambahan yang teridentifikasi selama
pengkajian, maka pemegang izin edar wajib melakukan pemantauan
keamanan lebih lanjut dan dilakukan secara khusus. Laporan kea-
manan produk pasca-pemasaran harus memuat semua informasi
tentang tolerabilitas produk yang disetujui oleh BPOM. Informasi
keamanan harus dievaluasi secara ilmiah dan harus mencakup evaluasi
terhadap penyebab dan frekuensi terjadinya dampak efek yang tidak
diinginkan. Saat mendapat izin edar, produsen harus memastikan telah
memiliki sistem farmakovigilans sesuai yang ditetapkan oleh BPOM
dalam Peraturan Kepala Badan POM Nomor HK.03.1.23.12.11.10690
Tahun 2011 tentang Penerapan Farmakovigilans Bagi Industri Farmasi
dan peraturan lain yang terkait.
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G. Perkembangan Regulasi Obat Biosimilar pada
Masa yang akan Datang

Obat biosimilar memerlukan proses panjang, mulai dari perencanaan
produk hingga aplikasinya dalam terapi kepada pasien. Selain mutu,
efikasi, dan keamanan, waktu dan biaya adalah faktor yang vital bagi
kesuksesan pemasaran obat biosimilar. Regulasi diperlukan untuk
memastikan derajat kemiripan mutu, efikasi, dan keamanan yang
tinggi. Namun, regulasi juga harus dapat mendukung pada sampainya
obat biosimilar ke tangan pasien dengan harga yang lebih terjangkau.
Sementara itu, keterjangkauan harga sangat tergantung pada biaya
pengembangan, produksi, dan pemasaran. Oleh karena itu, regulasi
obat biosimilar juga harus senantiasa ditinjau agar harmonis dalam
memenuhi berbagai aspek tersebut.

1. Regulasi Transfer Teknologi

Menurut BPOM (Hidayati, 2016), produsen di Indonesia lebih
berminat pada skema transfer teknologi untuk memproduksi obat
biosimilar di Indonesia. Skema ini memang dapat mempercepat
masuknya obat biosimilar ke pasar dan menekan biaya mulai dari
pengembangan hingga pemasaran. Transfer teknologi tersebut
meliputi teknik produksi, metode analisis, dan data evaluasi produk
untuk perizinan. Transfer teknologi dari produsen mancanegara ke
dalam negeri pada dasarnya dilakukan melalui dua cara. Pertama, jika
produsen mancanegara memiliki data studi komparasi dengan obat
originator yang cukup, produsen dalam negeri tidak harus melakukan
studi komparasi secara keseluruhan. Kedua, produsen dalam negeri
melakukan studi komparasi penuh karena produsen mancanegara
tidak memiliki data studi komparasi yang memadai.

Sistem penamaan terkait erat dengan keberhasilan farmako-
vigilans. Efektifitas farmakovigilans ditentukan oleh monitoring kea-
manan pasca-pemasaran yang akurat serta didukung dengan produk
biosimilar yang mudah ditelusuri dan dibedakan dari produk sejenis.
Di Uni Eropa, obat biosimilar diperbolehkan memiliki International
Nonproprietary Names (INN) yang sama dengan produk referensinya.
Hal ini berisiko menimbulkan kesulitan identifikasi produk mana yang
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bermasalah jika terjadi KTD. Sebagai contoh, ada tiga produk epoetin
alfa yang memperoleh lisensi dengan nama yang sama. Akhir-akhir ini,
untuk meningkatkan ketertelusuran dalam program monitoring, Uni
Eropa mengharuskan pencantuman merek dan nomor lot di samping
INN. FDA belum menerbitkan aturan penamaan dengan INN hingga
saat ini. Akan tetapi, dilihat dari penamaan obat biosimilar yang sudah
diberi izin edar, FDA sepertinya mengikuti panduan INN dari WHO.
Menurut WHO, di belakang INN perlu ditambahkan 4 abjad untuk
menambah keunikan nama. Walaupun telah memberikan panduan
penamaan obat biosimilar dengan INN, WHO belum mewajibkan
produsen untuk mengajukan aplikasi ke Sekretariat INN WHO
untuk perizinan obat biosimilar. Dengan demikian, saat ini belum
ada standar penamaan INN yang diacu secara internasional yang
bertujuan agar farmakovigilans lebih efektif (Daller, 2016; Declerck
dkk., 2017). Karena sangat penting untuk menjamin ketertelusuran
produk terutama dalam pemantauan keamanan, regulator nasional
perlu memberlakukan penggunaan INN dan sebaiknya merujuk
kepada regulasi WHO agar lebih harmonis secara global.

Produsen menghadapi kendala dalam hal regulasi, uji kom-

parasi, dan uji imunogenisitas. Beberapa upaya dapat dilakukan
untuk mengatasi hambatan tersebut dijelaskan dalam Gambar 2.7.

4 )
Mengusulkan kepada WHO untuk menerbitkan
panduan; menggunakan panduan evaluasi obat

Belum ada regulasi khusus

yang mengatur transfer biosimilar jika terjadi perubahan proses produksi
teknologi (ICH QSE) sebagai rujukan tambahan
. J
. 's A
Data efikasi, kemanan, dan . o
imunogenisitas kurang Melakukan uji komparatif klinis tambahan
. J
( )

Uji imunogenisitas sulit

T . Melakukan uji imunogenisitas di luar negeri;

Transfer metode analisis ke laboratorium dalam
negeri

keterbatasan jumlah
laboratorium, metode \_ )

analisis, dan standar acuan

Sumber: Hidayati (2016)

Gambar 2.7 Kendala dan solusi transfer teknologi untuk produksi obat biosimilar
di Indonesia.

Regulasi Obat Biosimilar ... 57



Khusus menyangkut regulasi, pemerintah perlu menyusun dan
memberlakukan regulasi untuk mengatur dan mendukung transfer
teknologi. Di samping itu, WHO sebagai badan kesehatan dunia juga
perlu mengeluarkan regulasi terkait yang dapat dirujuk secara global
sehingga harmonisasi regulasi antar-negara lebih mempermudah
transfer teknologi.

2. Regulasi Interchangeability

Obat biosimilar yang ditetapkan sebagai obat yang interchangeable
atau dapat digunakan sebagai pengganti obat originator dalam terapi
tanpa petunjuk/sepengetahuan penyedia layanan kesehatan yang
mengeluarkan resep obat originator. Status interchangeable tidak
secara otomatis diberikan pada saat obat biosimilar mendapatkan
izin edar (USFDA, 2019). Baik EMA maupun WHO, tidak mengatur
interchangeability dalam panduan yang diterbitkan. Di Uni Eropa,
EMA masih menyerahkan pengambilan keputusan interchangeability
kepada masing-masing regulator nasional. Dalam regulasi beberapa
negara lainnya, interchangeability masih belum diperbolehkan atau
dinyatakan bahwa untuk menerapkan interchangeability diperlukan
studi lebih lanjut untuk membuktikan tidak adanya efek buruk pada
kesehatan pasien. Sebaliknya, FDA telah mengeluarkan draft panduan
yang mengatur interchangeability, yaitu Considerations in Demonstrat-
ing Interchangeability with a Reference Product: Guidance for Industry.
Langkah yang dilakukan FDA perlu diikuti oleh regulator nasional
lainnya. Interchangeability akan menjadi tren untuk diatur dalam
regulasi karena secara ekonomi menguntungkan bagi pemerintah
dan pasien, serta tentunya bagi produsen obat biosimilar sendiri
(Wekselman, 2012; Kumar dkk., 2015). Potensi manfaat bisa lebih
besar lagi jika interchangeability bukan hanya antara obat biosimilar
dan obat originator, tetapi juga antarobat biosimilar sejenis. Lebih jauh
lagi, pemberian obat biosimilar tanpa harus memberi tahu pembuat
resep obat originator, atau disebut automatic substitution akan lebih
mempercepat pemanfaatan obat biosimilar oleh pasien. Namun, regu-
lasi harus mengatur dengan jelas persyaratan untuk hal-hal tersebut
(Declerck dkk., 2017).
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3. Regulasi Keseragaman Penamaan dan Ketertelusuran

Sistem penamaan terkait erat dengan keberhasilan farmakovigilans.
Efektifitas farmakovigilans ditentukan oleh monitoring keamanan
pasca-pemasaran yang akurat serta didukung dengan produk bio-
similar yang mudah ditelusuri dan dibedakan dari produk sejenis.
Di Uni Eropa, obat biosimilar diperbolehkan memiliki International
Nonproprietary Names (INN) yang sama dengan produk referensinya.
Hal ini berisiko menimbulkan kesulitan identifikasi produk mana yang
bermasalah jika terjadi KTD. Sebagai contoh, ada tiga produk epoetin
alfa yang memperoleh lisensi dengan nama yang sama. Akhir-akhir
ini, untuk meningkatkan ketertelusuran dalam program monitor, Uni
Eropa mengharuskan pencantuman merek dan nomor lot di samping
INN. FDA belum menerbitkan aturan penamaan dengan INN hingga
saat ini. Akan tetapi, dilihat dari penamaan obat biosimilar yang sudah
diberi izin edar, FDA sepertinya mengikuti panduan INN dari WHO.
Menurut WHO, di belakang INN perlu ditambahkan 4 abjad untuk
menambah keunikan nama. Walaupun telah memberikan panduan
penamaan obat biosimilar dengan INN, WHO belum mewajibkan
produsen untuk mengajukan aplikasi ke Sekretariat INN WHO
untuk perizinan obat biosimilar. Dengan demikian, saat ini belum
ada standar penamaan INN yang diacu secara internasional yang
bertujuan agar farmakovigilans lebih efektif (Daller, 2016; Declerck
dkk., 2017). Karena sangat penting untuk menjamin ketertelusuran
produk terutama dalam pemantauan keamanan, regulator nasional
perlu memberlakukan penggunaan INN dan sebaiknya merujuk
kepada regulasi WHO agar lebih harmonis secara global.

4. Regulasi Pasca-Pemasaran (Pemanfaatan Obat Biosimilar)

Obat biosimilar mengalami transformasi dari wujud abstrak berupa
sains menjadi produk obat dan dari produk obat berpindah ke
pasien. Transformasi tahap I melibatkan produsen, regulator, dan
pemerintah—khususnya instansi yang menangani kesehatan. Hasil
transformasi tahap I adalah perizinan dan pemasaran obat biosimilar.
Namun, transformasi tahap II tidak kalah penting karena menyangkut
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pemanfaatan secara langsung oleh pasien. Penggunaan obat biosimi-
lar dalam terapi tergantung pada sejauh mana bukti hasil uji, salah
satunya keamanan pasca-pemasaran dan mekanisme penetapan resep
obat oleh paramedis. Selain itu, pengaturan insentif atas penggunaan
biosimilar dan pengaturan kompetisi yang efektif antarobat biosimilar
juga penting (Acha & Mestre-Ferrandiz, 2017). Faktor-faktor kunci
tersebut perlu diatur dengan regulasi juga. Regulasi obat biosimilar
masing-masing negara perlu diatur sehingga transformasi tahap II
lebih berhasil mengantarkan obat biosimilar yang aman bagi pasien
sekaligus mendukung perkembangan biosimilar dalam negeri.

Khusus menyangkut keamanan pasca-pemasaran yang meru-
pakan program farmakovigilans, regulator juga perlu memberikan
panduan lebih spesifik. Transformasi tahap II tergantung pada tingkat
keyakinan paramedis dan pasien, khususnya terhadap keamanan dan
efikasi. Dengan demikian, petunjuk yang jelas dalam mengumpulkan
data-data terkait keamanan dan efikasi harus ada. Saat ini, termasuk
di Indonesia, panduan mengenai farmakovigilans masih terlalu
umum. Pemantauan keamanan pasca-pemasaran masih tergantung
pada pengalaman produsen produk acuan (Declerck dkk., 2017). Hal
ini menuntut partisipasi aktif antara regulator dan produsen untuk
membahas rencana farmakovigilans. Akan lebih mudah lagi jika
regulator membuat panduan farmakovigilans untuk masing-masing
produk. Terlebih lagi, farmakovigilans menjadi tantangan yang lebih
berat bagi obat biosimilar generasi kedua, seperti mAb dan protein
fusi. Obat biosimilar tersebut memiliki struktur lebih kompleks
daripada generasi pertama (EPO, G-CSE somatropin) sehingga
memerlukan upaya lebih untuk membuktikan keamanan dan efikasi
pasca-pemasaran (Blandizzi dkk., 2018).

H. Penutup

Obat biologi (originator) memiliki harga yang relatif mahal dan
sulit dijangkau oleh pasien—terutama di negara berkembang—serta
menjadi beban bagi pemerintah yang harus mengalokasikan dana
untuk asuransi kesehatan. Bersamaan dengan mulai berakhirnya
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hak paten obat originator, obat biosimilar merupakan solusi bagi
penyediaan obat yang lebih terjangkau. Karakteristik obat biosimilar
tidak sama dengan obat generik. Tahapan studi untuk membuktikan
kemiripan antara obat biosimilar dan obat originator lebih panjang.
Kemajuan teknik produksi dan metode analisis mutlak diperlukan
untuk mengurangi tahapan studi pembuktian kemiripan serta proses
produksi yang lebih ekonomis.

Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM) mendukung pe-
ngembangan obat biosimilar di Indonesia. Pedoman dan regulasi
terkait pengembangan obat biosimilar pun terus disiapkan. Pada 2018,
BPOM telah meninjau PT Kalbio Global Medika (KGM) yang akan
memproduksi obat-obat biosimilar. PT KGM yang merupakan anak
perusahaan Kalbe Farma diharapkan dapat memproduksi obat-obat
biosimilar yang berkualitas sehingga dapat memenuhi kebutuhan
dalam negeri dan juga untuk ekspor. Lembaga Ilmu Pengetahuan
Indonesia (LIPI) yang merupakan lembaga pemerintahan juga
terus mengembangkan penelitiannya dalam bioteknologi, khususnya
pengembangan obat biosimilar. Adapun BPOM sebagai pengawas dan
pengendali peredaran obat di Indonesia terus melakukan peninjauan
regulasi yang ada.

Regulasi untuk izin edar obat biosimilar diperkirakan akan terus
mengalami peninjauan sehingga menjadi lebih spesifik dalam men-
jawab tantangan ekonomi di satu sisi, dan mutu keamanan serta khasiat
di sisi lain. Dengan kata lain, inovasi diperlukan dalam pengembangan
regulasi obat biosimilar. Selain regulasi perlu diselaraskan dengan
era perdagangan bebas, harmonisasi regulasi juga diperlukan untuk
menjamin kesamaan prinsip pengembangan dan mengurangi kom-
pleksitas dalam hal izin edar antarnegara. Namun, setiap negara tetap
memiliki otonomi untuk menitikberatkan regulasi obat biosimilar
sesuai dengan kebutuhan spesifik negara masing-masing, contohnya
pengaturan transfer teknologi pengembangan dan produksi obat
biosimilar di Indonesia.
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Eritropoietin dan Obat Biosimilar:
Sejarah Kesuksesan Terapi Anemia,
Kemajuan yang Telah Dicapai, dan

Tantangan

Adi Santoso, Yana Rubiyana, Arizah Kusumawati, Popi Hadi
Wisnuwardhani, dan Endah Puji Septisetyani

A. Pendahuluan

Sel darah merah adalah sel yang mempunyai fungsi sangat vital dalam
transportasi oksigen ke seluruh tubuh. Untuk memenuhi kebutuhan
oksigen ini, setiap detik dalam tubuh manusia dewasa ada 2,5 juta
sel darah merah yang harus diproduksi. Sel darah merah mempunyai
umur 100-120 hari dalam tubuh dan membutuhkan waktu sekitar satu
menit dalam melakukan sirkulasinya (Ng dkk., 2003). Pada manusia
dewasa, terdapat 2-3x10'* sel darah merah dan 1% dari jumlah
ini harus diganti dengan sel darah merah yang baru setiap harinya
(Bianconi dkk., 2013). Begitu vitalnya fungsi sel darah merah, tidak
mengherankan jika ada sedikit gangguan dalam regulasi, produksi sel
dan ketersediaan oksigen dalam tubuh dapat menyebabkan gangguan
yang serius dalam tubuh (Bianconi dkk., 2013).

Respons yang begitu cepat dalam pengaturan kandungan sel darah
merah dapat dilihat dari meningkatnya level plasma eritropoietin
(EPO) sampai sekitar 1000 kali lipat di atas ambang normal saat
tubuh mengalami tekanan pada kondisi kekurangan oksigen (Bunn,
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2013). Peningkatan level plasma EPO sebesar ini dapat meningkatkan
produksi sel darah merah sebesar 10 kali lipat (Jelkmann, 1992).
Melihat fungsinya yang sangat esensial dalam tubuh, saat ini EPO
menjadi salah satu blockbuster drug yang sangat dibutuhkan dunia
kesehatan.

Secara umum, produksi EPO di dalam tubuh distimulasi oleh
kurangnya kandungan oksigen (hypoxia) (Gambar 3.1). Kondisi
hipoksia menstimulasi produksi EPO oleh sel interstitial fibroblasts
pada ginjal. Protein EPO yang dihasilkan oleh ginjal dibawa ke
sumsum tulang (bone marrow) tempat pembentukan sel darah
merah berlangsung. Secara umum, meningkatnya kandungan EPO
akan meningkatkan kandungan sel darah merah. Sel darah merah
yang diproduksi akhirnya membawa oksigen ke seluruh tubuh.
Dengan meningkatnya kandungan oksigen, kondisi hypoxia dapat
ditanggulangi, dan pada saat kondisi normoxia (kandungan normal
oksigen dalam darah) telah tercapai, proses stimulasi pembentukan
EPO akan menurun (Bunn, 2013).

Menurunnya kandungan
oksigen dalam darah Kandungan
akan meningkatkan oksigen dalam darah
produksi EPO pada ginjal meningkat

9 ‘s Terjadi peningkatan
‘ Produksi sel darah
EPO diproduksi pada ginjal . ‘é merah pada bone
E— :;e‘?‘#lv marrow
e

EPO di transfer ke bone '%:%-
marrow %
Sumber: Diadaptasi dari Suzana (2017)

Gambar 3.1 Pengaturan dan Stimulasi Pembentukan Sel Darah Merah
oleh EPO
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Perbandingan respons ginjal dalam memproduksi EPO pada
kondisi normoksia dan hipoksia dapat dijelaskan melalui Gambar
3.2. Pada gambar tersebut, terlihat dengan jelas pada saat kondisi
tubuh sedang mengalami hipoksia, jumlah sel interstitial pada ginjal
yang memproduksi EPO terlihat sangat banyak. Sebaliknya, pada
kondisi normal, jumlah sel interstitial yang memproduksi EPO jauh
berkurang. Hal ini menunjukkan bahwa regulasi produksi EPO pada
ginjal terjadi dengan cara on/off sehingga produksi EPO pada ginjal
dapat berlangsung dengan cepat untuk meningkatkan kandungan
oksigen dalam darah.

Perkembangan ilmu kedokteran dan bioteknologi yang semakin
cepat menghadirkan cara baru dalam memproduksi bahan baku obat
berbasis protein yang dikenal dengan nama obat biologi (biologic
drugs). Hingga saat ini, terdapat sekitar 200 obat dan vaksin dalam
kategori produk bioteknologi yang telah secara ilmiah terbukti
mampu menyembuhkan ataupun mencegah berbagai jenis penyakit
(Lybecker, 2017). Produk obat biologi umumnya digunakan untuk
mengobati dan mencegah banyak penyakit yang langka dan serius,
seperti kanker, serangan jantung, stroke, multiple sclerosis, diabetes,
rheumatoid arthritis, penyakit autoimun, dan beberapa penyakit
lainnya (Lybecker, 2017).
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Kondisi normal Kondisi kekurangan
oksigen

Sumber: Diadaptasi dari Bowen (2018)

Gambar 3.2 llustrasi perbedaan jumlah sel yang memproduksi EPO pada
kondisi normoksia dan hipoksia.
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Pengembangan produk obat biologi relatif sangat rumit. Hal ini
karena molekul obat yang disintesis dalam obat biologi mempunyai
struktur yang sangat kompleks. Molekul obat tersebut diproduksi
oleh sel hidup, dan secara intrinsik mempunyai molekul yang sangat
bervariasi. Setelah masa paten produk obat biologi originator habis,
industri farmasi lain dapat mendaftarkan produk obat biologi tersebut,
biasanya dikenal sebagai produk obat biosimilar. Sekitar 10 jenis obat
biologi saat ini yang digunakan untuk meningkatkan kandungan EPO
dalam tubuh (erythropoiesis-stimulating agents) telah beredar secara
komersial (Kalantar-Zadeh, 2017). Keberadaan obat biologi EPO ini
tentunya dengan cepat diikuti riset dan produksi obat biosimilar EPO
di beberapa negara, termasuk Indonesia.

B. Eritropoietin dalam Perspektif Sejarah

Pada 1890, Viault (1890) mengamati bahwa 2 minggu setelah
bepergian di negara Peru pada daerah dengan ketinggian 4.200 m
di atas permukaan laut, dia mengamati bahwa jumlah sel darah
merah meningkat dari 5,0 juta menjadi 7,1 juta/mm’. Pengamatan
sederhana ini menunjukkan bahwa meningkatnya proses eritropoiesis
(sintesis sel darah merah) akan terjadi dengan drastis pada saat kita
terpapar pada kondisi hipoksia (kekurangan oksigen). Sejak saat
itu, meningkatnya proses eritropoiesis pada saat tubuh mengalami
hipoksia selalu menjadi topik perdebatan sengit. Pada 1906, Carnot
& Deflandre melakukan penelitian yang sedikit berbeda dengan
menyuntikkan plasma dari kelinci yang mengalami anemia pada
kelinci normal. Hasil menunjukkan adanya peningkatan kandungan
retikulosit (sel darah merah) pada kelinci normal (Carnot &
Deflandre, 1906). Hal ini membuktikan adanya peningkatan faktor
humoral, yang saat itu diberi nama hemopoietin, pada plasma kelinci
yang mengalami anemia (Krumdieck, 1943; Erslev, 1953). Penelitian
milestone berikutnya dalam EPO adalah penelitian yang dilakukan
oleh Miyake dkk. (1977) yang berhasil melakukan purifikasi EPO dari
urine dengan kemurnian yang sangat tinggi. Didapatnya protein EPO
ini membuat informasi sekuens asam amino dapat diketahui dengan
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cepat dan mudah. Keberhasilan Miyake dkk. (1977) akhirnya diikuti
oleh keberhasilan Lin dkk. (1985) yang berhasil melakukan kloning
gen human EPO dari chinese hamster ovary (CHO) dan Jacobs dkk.
(1985) dari African green monkey kidney cells. Dengan ditemukannya
gen human EPO, produksi human EPO memasuki era baru karena
dengan teknologi rekombinan, industri farmasi mampu membuat
human EPO dalam jumlah besar dalam waktu yang sangat singkat.

Riset tentang tempat sebenarnya EPO diproduksi juga mendapat
perhatian luar biasa kalangan peneliti EPO. Penelitian ini mulai
mendapat titik terang pada saat Jacobson dkk. (1957) melakukan
prosedur nephrectomy (menghilangkan atau mengurangi sebagian
dari fungsi ginjal). Nephrectomy yang dilakukan pada beberapa hewan
menyebabkan hewan tersebut tidak dapat memproduksi EPO. Ini
menunjukkan bahwa ginjal menjadi salah satu pusat produksi EPO
dalam hewan mamalia. Tikus yang mengalami gagal ginjal juga
menunjukkan penurunan produksi EPO yang sangat drastis (Gurney
dkk., 1957). Akhir dari penelusuran tentang organ pengekspresi EPO
lebih diyakinkan lagi dengan ditemukannya level mRNA EPO yang
sangat tinggi pada ginjal. Pada saat kekurangan oksigen, level mRNA
EPO meningkat. Sebaliknya, pada saat suplai oksigen mencukupi,
level mRNA EPO akan kembali normal. Sebagian besar mRNA EPO
diekspresikan pada jaringan ginjal dan hati (Conrad dkk., 1996; Yin
& Blanchard, 2000). Penemuan ini juga menjadi awal ditemukannya
fakta bahwa pada saat fetal life (kehidupan sebelum lahir), organ
utama produksi EPO adalah hati dan setelah lahir, produksi EPO
adalah di ginjal (Beru dkk., 1986; Zanjani dkk., 1974). Secara lengkap
perkembangan penelitian EPO dijelaskan pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Erythropoietin dalam Perspektif Sejarah

e B T

Carnot & Delfandre Darah kelinci yang meng- Menunjukkan adanya

(1906) alami anemia disuntik- faktor humoral yang
kan pada kelinci donor. mengontrol produksi sel
Terjadi peningkatan sel darah merah.

darah merah 20%—-40%
pada kelinci donor.
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" owbuor | owrlusl | Ketsamgan

Krumdieck (1943)

Darah dari kelinci yang
mengalami hipoksia
disuntikkan pada kelinci
donor. Terjadi pening-
katan sel darah merah
pada kelinci donor.

Adanya hubungan lang-
sung antara hipoksia dan
jumlah sel darah merah.

Erslev (1953)

Plasma dari kelinci yang
mengalami anemia
disuntikkan pada kelinci
donor. Terjadi peningkat-
kan jumlah sel/retikulos-
it pada kelinci donor.

Molekul EPO kemung-
kinan bisa digunakan
untuk terapi.

Hodgson &Toha (1954)

Deteksi EPO pada urine
dan plasma pada kelinci
yang mengalami anemia.

Keberadaan EPO pada
urine.

Fisher & Birdwell (1961)

Deteksi EPO pada ginjal.

Ginjal dapat mem-
produksi EPO.

Fried (1972)

Deteksi aktivitas EPO
pada hati.

Hati dapat memproduksi
EPO.

Miyake dkk. (1977)

Purifikasi EPO dari urin
pada pasien anemia.

EPO berhasil diisolasi
dan karakterisasi.

Jacobs dkk. (1985)
Lin dkk. (1985)

Kloning gen EPO.

EPO dapat diproduksi
dengan menggunakan
teknik bioteknologi.

Sumber: Ng dkk. (2003)

C. Biokimia Eritropoietin dan Perannya dalam Klinis

Human EPO adalah hematopoietic growth factor pertama yang diklon
(Jacobs dkk., 1985; Lin dkk., 1985) dan mempunyai untai tunggal
165 asam amino dengan 3 posisi N-glikosilasi pada Asn24, Asn38
dan Asn83, dan 1 posisi O-glikosilasi pada Ser126. Molekul hEPO
mempunyai berat molekul 30,400 Da (Browne dkk., 1986; Egrie dkk.,
1986) (Gambar 3.3). Namun, 40% dari berat molekul ini berasal dari
berat molekul karbohidrat EPO dalam bentuk glikosilasi. Walaupun
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kontribusi berat molekul karbohidrat hanya 40%, sebagian besar
permukaan molekul hEPO ditutupi (masked) oleh karbohidrat (Egrie
& Browne, 2001). Hal ini yang membuat pola glikosilasi mempunyai
fungsi yang esensial terhadap fungsi biologis hEPO. Glikosilasi
yang tidak tepat atau modifikasi pada rantai glikan hEPO dapat
mengakibatkan perubahan aktivitas, baik in vitro maupun in vivo.

Unit-unit oligosakarida atau glikan pada glikoprotein memiliki
beberapa fungsi, seperti mengatur proses folding rantai polipeptida
pada retikulum endoplasmik, melindungi protein dari proteolisis,
dan modulasi aktivitas biologis (Brinkman dkk., 2000; Devasahayam,
2007). Proses sintesis polipeptida diatur secara genetik, sedangkan
proses glikosilasi diatur dengan mekanisme yang berbeda. Karbohidrat
ditambahkan ke dalam rantai polipeptida melalui serangkaian
proses enzimatik (post-translational modifications). Konsekuensinya,
glikoprotein yang sama dapat ditemui dalam bentuk glicoforms yang
berbeda. Proses glikosilasi ini sangat spesifik terhadap sel, spesies,
dan rantai polipeptida. Setiap glikoprotein memiliki karakteristik pola
glikosilasi yang spesifik dan reproducible (Skibeli dkk., 2001). Struktur
oligosakarida dari suatu protein rekombinan juga tergantung pada
metode ekspresi dan kondisi kultur.

.'..0....%....“

L N N ] LA L ] [N N N N N N ]
N link N link N link 0 link
(Asn 24) {Asn 38) {Asn 83) (Ser 126)
® m A * o (= 1 < &>
Mannose N-acetyl Fucose Xylose Galactose N-acetyl N-Glycolyl N-Acetyl
ghecesamine galaciosamine  neuraminic acid | neuraminic acid

Sumber: Diadaptasi dari Boissel dkk. (1993)

Gambar 3.3 Skema Struktur Molekul EPO dengan Pola Glikosilasi 3 N-link
dan 1 O-link
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Kecepatan proses eritropoiesis sangat bergantung pada jumlah
sel proerythroblasts dan konsentrasi EPO dalam darah. Penelitian
terdahulu menunjukkan bahwa pada saat jumlah sel proerythroblasts
rendah, dibutuhkan kandungan EPO yang relatif tinggi untuk
memenuhi kebutuhan tubuh akan sel darah merah. Demikian juga
sebaliknya, pada saat jumlah sel proerythroblasts tinggi, jumlah EPO
yang dibutuhkan semakin rendah (Stein, 2003; Fried, 2009).

Sebelum tersedianya molekul eritropoietin manusia dalam
bentuk protein rekombinan (recombinant human erythropoietin,
rhEPO), satu-satunya pengobatan untuk pasien dengan anemia gagal
ginjal kronis adalah transfusi darah. Namun, transfusi darah yang
secara rutin dilakukan untuk menjaga kadar hemoglobin tubuh juga
mempunyai risiko. Salah satunya adalah kelebihan zat besi dalam
tubuh. Keadaan ini tentu saja akan mengganggu proses manajemen
penyembuhan anemia yang sedang dilakukan. Meningkatnya
kemajuan teknologi obat biologi telah mendorong tersedianya obat
jenis ini untuk penyakit anemia. Serangkaian uji klinis yang dilakukan
membuktikan bahwa obat rhEPO dapat digunakan secara efektif
sebagai terapi anemia pada pasien yang mengalami gagal ginjal kronis.
Keberhasilan ini menjadi tonggak sejarah diterimanya penggunaan
rhEPO sebagai agen terapeutik pada 1988 dalam perawatan anemia
bagi pasien gagal ginjal. Keberhasilan pertama kali kloning gen EPO
yang dilakukan pada 1985 dan diterimanya penggunaan klinis thEPO
secara resmi untuk pasien anemia pada 1988 membuat kemajuan riset
EPO tergolong sangat cepat. Beberapa contoh aplikasi klinis thEPO
adalah gagal ginjal kronis dan akut, kemoterapi kanker, HIV/AIDS,
pasien yang melakukan transfusi, saat operasi dan pasca-operasi,
rhematoid arthritis, dan segala sesuatu yang berhubungan dengan
kondisi anemia.
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D. Sintesis Human Erythropoietin

Sebagai salah satu hormon glikoprotein yang sangat penting dalam
tubuh manusia, EPO mempunyai fungsi dalam produksi sel darah
merah pada sumsum tulang. Sel darah merah yang dihasilkan esensial
fungsinya untuk transportasi oksigen ke seluruh tubuh sehingga
proses respirasi pada setiap sel dapat terjadi. Berkurangnya produksi
EPO oleh ginjal dapat mengakibatkan anemia. Melihat fungsinya yang
vital dan kebutuhan dunia kedokteran yang begitu tinggi terhadap
EPO, sintesis human EPO banyak dilakukan oleh industri biofarmasi.

1. Sintesis human eritropoietin pada sel mamalia

Sebagai molekul protein yang mempunyai 3 N-link gugus karbohidrat,
EPO adalah glikoprotein yang dalam proses pembentukannya dalam
tubuh manusia membutuhkan proses modifikasi pascatranslasi yang
sangat rumit. Proses pasca-translasi pada molekul EPO sangat esensial,
terutama dalam kaitannya agar protein ini mempunyai struktur tiga
dimensi yang tepat sehingga secara biologis dapat berfungsi dalam
pembentukan sel darah merah seperti yang diinginkan (Jayapal dkk.,
2007). Pada proses glikosilasi yang terjadi dalam sel inang, beberapa
jenis unit karbohidrat yang sangat spesifik diikatkan pada protein
tertentu yang mempunyai motif N-link atau O-link. Proses glikosilasi
untuk keperluan obat manusia biasanya dilakukan dalam sel mamalia.
Hal ini karena sel inang seperti bakteri tidak mampu untuk melakukan
proses glikosilasi seperti pada sel mamalia (Jayapal dkk., 2007). Oleh
sebab itu, produk obat berbasis bioteknologi sampai saat ini sebagian
besar diproduksi menggunakan sel mamalia yang dalam hal ini adalah
menggunakan sel CHO (Chinese hamster ovary) (Lai dkk., 2013). Sel
CHO berasal dari sel ovary Chinese hamster (Cricetulus griseus) dan
pertama kali dikembangkan oleh pada laboratorium Theodore Puck
pada 1956 (Puck, 1957; Puck, 1985) pada Institute Eleanor Roosevelt,
Amerika Serikat. Pada penelitian tersebut, sel CHO berhasil diisolasi
dan dapat ditumbuhkan secara in vitro pada cawan petri. Tabel 3.2
menjelaskan sejarah perkembangan dan milestone pada sel CHO.
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Tabel 3.2 Sejarah Perkembangan Sel CHO

Perkembangan
P sel/produk

1956  Original CHO Sel line CHO pertama kali dikembangkan oleh
Theodore Puck di Institute Eleanor Roosevelt,
Amerika Serikat.

1968 CHO-K1 Kao dan Puck berhasil melakukan kloning pada sel
original CHO. Sel ini kemudian didistribusikan pada
beberapa peneliti di dunia.

1971 CHO-S Sel CHO berhasil diadaptasikan pada kultur sus-
pense.

1980 CHO DXB11 Urlaub dan Chasin berhasil melakukan studi mu-
tasi gen DHFR satu lokus (dihydrofolate reductase)
pada sel CHO.

1981 CHO-MTX Amplifikasi gen dengan menggunakan methotrex-

Induced ate (MTX)

1983 CHO DG44 Urlaub dan Chasin berhasil melakukan studi mu-
tasi gen DHFR dua lokus (dihydrofolate reductase)
pada sel CHO.

1989  CHOK1SV Vektor untuk kloning dengan menggunakan sistem

ekspresi Glutamine Synthetase (GS) berhasil
dibuat.

Sumber: Wurm (2013)

Sel CHO telah digunakan untuk produksi protein terapeutik,
antibodi monoklonal, hormon, enzim yang terhitung lebih dari
70% dari keseluruhan rekombinan terapeutik dengan nilai pasar
lebih dari 99 miliar USS$. Selain kemampuannya dalam melakukan
proses modifikasi pasca-translasi sehingga protein yang dihasilkan
kompatibel dengan sistem pada tubuh manusia (Kim dkk., 2012),
keuntungan lainnya adalah sel CHO mampu tumbuh dan beradaptasi
pada kultur suspensi dengan serum free media dan sangat terdefinisi
secara kimia sehingga dapat dengan mudah untuk dikondisikan dalam
produksi skala yang besar pada industri biofarmasi (Lai dkk., 2013).
Keuntungan penggunaan sel CHO lainnya adalah sel ini tergolong
aman dan mempunyai risiko yang rendah terhadap kemungkinan
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terkontaminasi oleh virus manusia (Boeger dkk., 2005). Tabel 3.3
berisi contoh beberapa produk obat biologi yang diproduksi pada
sel CHO.

Produksi obat biologi membutuhkan suatu komitmen yang
sangat tinggi karena dana yang dibutuhkan sangat besar dan mem-
butuhkan banyak tenaga ahli yang berpengalaman. Tingginya tingkat
kompleksitas produksi obat biologi karena pada tahap pengembangan
sel line terdapat beberapa tahap seleksi sel yang harus dilakukan.
Setiap klon sel dapat memiliki sifat yang berbeda sehingga upaya yang
signifikan sangat dibutuhkan agar klon yang mempunyai karakter
produksi yang tinggi dan sel yang stabil bisa didapatkan (Kim dkk.,
2012; Lai dkk., 2013; Jayapal dkk., 2007).

Tahap awal produksi obat biologi adalah pengembangan sel
line yang akan digunakan untuk produksi obat yang diinginkan.
Sel inang ditransfeksi vektor ekspresi yang mengandung gen
target dan marker seleksi. Selanjutnya, sel yang telah ditransfeksi

Tabel 3.3 Contoh Beberapa Produk Obat Biologi yang Diproduksi pada
Sel CHO

Nama Dagang  Nama Generik Kategori Produk Fungsi Biologis
Enbrel Etanercep Antibodi Antagonis TNF
Rituxan Rituximab Antibodi Sel B non lodgkin
lymphoma
Procrit Epoetin alfa EPO Erythropoietin
Epogen Epoetin alfa EPO Erythropoietin
Pulmozyme Dornase alfa Rekombinan Deoxy-  Cystic Fribrosis
ribonuclaesel
Avonex Interferon Beta  Interferon Pasien multiple
Sklerosis
Recombinate Faktor VIII Faktor darah Hemofilia A
Benefix Faktor IX Faktor darah Hemofilia B
Follistim Follitropoin Beta Hormon Treatment untuk
infertility

Sumber: Datta dkk. (2013)
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diseleksi untuk mendapatkan sel yang memproduksi protein yang
diinginkan (Gambar 3.4). Pada sistem amplifikasi gen, konsentrasi
agen penyeleksi, misalnya methotrexate (MTX), ditingkatkan secara
bertahap untuk memperoleh klon sel yang lebih produktif. Kloning
sel tunggal (single cell cloning) atau pengenceran terbatas (limiting
dilution) dilakukan untuk memastikan sel terpilih menghasilkan
protein rekombinan. Klon sel dengan titer protein rekombinan
tinggi dipilih untuk tahap ekspansi dan evaluasi klon lebih lanjut, di
antaranya stabilitas produksi dan kualitas protein rekombinan (Lai
dkk., 2013). Klon terpilih selanjutnya dievaluasi dalam bioreaktor dan
dilakukan penyimpanan untuk penggunaan ke depannya (Sautter &
Enenkel, 2005). Sel klon yang berhasil melewati beberapa evaluasi
lanjutan ini akhirnya akan digunakan untuk menghasilkan protein
untuk uji nonklinis dan klinis (Jayapal dkk., 2007; Lai dkk., 2013;
Kim dkk., 2012).

CELL LINE CHARACTERIZATION

CELL LINE ENGINEERING

PROCESS DEVELOPMENT

Expression
Analysis
& expansion

Cell banking
& Further
evaluation

Clone
evaluation

je
- Growth
— evaluation

Screening &

Transfection amplification

’.—
@}‘ g”; _— Trans'fclmn

Selection

Sumber: Diadaptasi dari Lai dkk. (2013)

Gambar 3.4 Proses pengembangan sel mamalia untuk pembuatan protein
rekombinan.

Sehubungan dengan pengembangan produk obat berbasis
biosimilar, Laboratorium Protein Terapeutik dan Vaksin, Pusat
Penelitian Bioteknologi LIPI, bekerja sama dengan PT Bio Farma
(Persero) dan Fakultas Farmasi Universitas Gadjah Mada melakukan
penelitian pengembangan produksi bahan baku obat berbasis
biosmiliar rhEPO. Untuk kepentingan ini, dipilihlah sel mamalia
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CHO-DG44 yang terkenal banyak digunakan oleh industri biofarmasi.
Sel mamalia CHO-DG44 menjadi salah satu pilihan utama karena
selain dapat digunakan untuk memproduksi protein terapeutik yang
mempunyai pola glikosilasi sama dengan pola glikosilasi pada manusia,
sel ini juga mampu menghasilkan produksi yang tinggi sehingga bila
ditinjau dari segi ekonomi, dapat memberikan keuntungan yang
diharapkan. Pada penelitian ini, dikembangkan proses produksi
rhEPO yang telah dimodifikasi dengan penambahan rantai 2 N-linked
dengan tujuan jangka panjang produksi obat berbasis biosimilar yang
produk originatornya adalah Aranesp (Amgen Co.) (Gambar 3.5).
Selain Aranesp, produk biosimilar EPO lainnya yang mempunyai 3
N-linked dan telah beredar secara komersial adalah molekul Epogen
(Amgen Co.)

Molekul native hEPO memiliki rantai 3 N-linked dan rantai
1 O-linked dengan total jumlah asam sialat maksimum sebanyak 14
molekul. Dengan penambahan rantai 2 N-linked, molekul rhEPO
yang akan disintesis memiliki pola glikosilasi rantai 5 N-linked dan

ﬂjji TJ\I,IJ 1L|,‘Ij % (5N Link

Modifikasi dengan
Penambahan 2 N-Linked

glycosylation

PPy Py,

Sumber: Diadaptasi dari Egrie & Browne (2001)

Gambar 3.5 Struktur molekul Epogen dan Aranesp yang masing-masing
memiliki gugus 3 dan 5 N-link.
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rantai 1 O-linked dengan total asam sialat maksimum sebanyak 22
molekul (Gambar 3.5). Penambahan asam sialat pada molekul natif
hEPO akan meningkatkan waktu paruh dan aktivitas biologisnya
(Egrie & Browne, 2001; Byrne & Donohue, 2007). Peningkatan waktu
paruh dan aktivitas biologis mempunyai dampak yang signifikan,
termasuk pengurangan jumlah dosis yang diberikan sehingga biaya
yang dibutuhkan untuk perawatan rhEPO relatif menjadi semakin
murah.

Hasil analisis Western blot dengan enzim PNGase F menunjukkan
bahwa protein rhEPO yang memiliki 5 gugus N-linked telah didapat
seperti yang terlihat pada Gambar 3.6 (Santoso dkk., 2015). Pada
gambar tersebut, terlihat bahwa molekul EPO yang memiliki 5 gugus
N-linked mempunyai ukuran sebesar 37 kDa. Pemotongan gugus
karbohidrat dengan menggunakan enzim PNGase F menunjukkan
keberadaan protein backbone EPO dengan ukuran sebesar 20 kDa.
Tahap selanjutnya yang sedang dilakukan pada penelitian ini adalah

1 2 3

-

L
’ — 37kDa
Ead
‘ ., 4‘ 20 kDa

e e

Ket.: Lane 1: marker; lane 2: protein EPO 5 N-link (20 kDa) dengan gugus
karbohidrat telah dipotong oleh enzim PNGase F, lane 3: protein EPO 5 N-link
(37 kDa) dengan gugus karbohidrat tidak dipotong.

Sumber: Santoso dkk. (2015)
Gambar 3.6 Analisis Western Blot dan Gel Shift
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mempelajari profil glikosilasi protein EPO yang dihasilkan. Adanya
kerjasama dengan PT Bio Farma (Persero) dan UGM ini diharapkan
dapat meningkatkan kemandirian bangsa Indonesia dalam bidang
bahan baku obat.

2. Sintesis human erythropoietin pada tanaman

Sebelum menggunakan sel mamalia sebagai sel inang untuk mem-
produksi rhEPO dan dalam rangka untuk mencari sistem produksi
alternatif yang jauh lebih murah, digunakanlah teknologi molecular
farming. Molecular farming adalah terminologi yang sering digunakan
untuk proses protein skala besar dengan tanaman sebagai bioreaktor.
Keuntungan dari teknologi ini adalah dengan meningkatkan jumlah
tanaman sehingga jumlah protein yang didapat akan meningkat. Pada
penelitian ini, barley stripe mosaic virus (BSMV) digunakan sebagai
vektor. Virus BSMV telah dipelajari dengan saksama dan memiliki
sistem genom yang dapat digunakan sebagai vektor dengan cara
skrining yang mudah. BSMV tergolong kelompok Hordeivirus yang
memiliki materi genetik single stranded (ss)* RNA dan memiliki tiga
genom, yaitu genom a yang terdiri atas satu protein aa, genom [} yang
terdiri atas empat protein Pa, b, fc, dan Bd, dan genom y yang terdiri
atas dua protein ya dan yb (Santoso & Edwards, 2003).

Pada awal penelitian ini, produksi EPO dilakukan dengan
virus BSMV yang telah diintegrasikan dengan gen human EPO.
Virus rekombinan yang didapat kemudian ditransfeksikan ke dalam
tanaman barley (sejenis tanaman gandum) yang bertindak sebagai
tanaman inang. Melalui bantuan virus rekombinan tersebut, protein
human EPO berhasil diproduksi pada tanaman barley. Gambar 3.7
memperlihatkan tanaman barley yang baru tumbuh dan siap untuk
ditransfeksi.

Gambar 3.8 memperlihatkan tanaman yang telah mengalami
transfeksi oleh virus BSMV dan terlihat bercak warna putih. Bercak
putih tersebut muncul karena sel pada tanaman tersebut telah mati
terinfeksi oleh virus, dan pada saat yang sama pada bercak tersebut,
protein EPO berhasil diproduksi.
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Sumber: Santoso dkk. (2007)

Gambar 3.7 Benih tanaman barley yang telah bergerminasi selama 5 hari
siap untuk diinfeksi dengan virus BSMV.

Sumber: Santoso dkk. (2007)

Gambar 3.8 Perbedaan antara tanaman yang tidak terinfeksi (sebelah kiri)
dan yang telah terinfeksi (sebelah kanan).

Hasil analisis Western blot pada Gambar 3.9 memperlihatkan pita
protein human EPO pada tanaman barley yang telah diinfeksi oleh
BSMV dengan ukuran 34 kDa. Sementara itu, pada tanaman yang
tidak diinfeksi, protein EPO tidak tampak (Santoso dkk., 2007). Pada
gambar tersebut juga terlihat impurities yang bereaksi silang dengan
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Ket.: Lane 1 dan 2 adalah sampel dari tanaman yang terinfeksi oleh virus
rekombinan BSMV. Tanda panah menunjukkan keberadaan protein hEPO pada
lane 1 & 2. Lane 3 adalah sampel yang diambil dari tanaman yang tidak diinfeksi.

Sumber: Santoso dkk. (2007)
Gambar 3.9 Analisis Western blot menggunakan antibodi human EPO.

antibodi yang digunakan. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
sistem molecular farming dapat digunakan untuk produksi Protein
Terapeutik. Namun, karena pola glikosilasi pada tanaman sangat
berbeda dengan pola glikosilasi pada manusia, penggunaan tanaman
untuk produksi protein terapeutik yang memiliki gugus karbohidrat
masih memerlukan studi dan modifikasi lebih lanjut.

Selain menggunakan tanaman, sistem ekspresi alternatif yang
telah kami gunakan adalah yeast Pichia pastoris. Ragi metilotropik
Pichia pastoris saat ini berperan besar dalam bidang bioteknologi,
terutama untuk produksi protein obat berbasis biofarmasi (Kurtzman,
2009). Hal ini membuat penelitian bioteknologi tentang P. pastoris
di berbagai laboratorium, baik pada universitas, institusi penelitian
pemerintah maupun pada industri, menjadi sangat populer.

3. Sintesis human erythropoietin pada yeast

Penggunaan yeast sebagai salah satu sistem ekspresi protein telah cu-
kup lama digunakan. Salah satu contoh yeast yang sering digunakan
dalam bioteknologi untuk memproduksi suatu protein adalah Pichia
pastoris. Penggunaan P. pastoris sebagai sistem ekspresi produksi
protein heterolog telah terbukti mempunyai banyak keuntungan.
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Beberapa keuntungan penggunaan P. pastoris bila dibandingkan
dengan sistem ekspresi lainnya adalah 1) P. pastoris hanya menyekre-
sikan sedikit protein endogen (protein yang berasal dari P. pastoris)
sehingga sangat mempermudah proses purifikasi; 2) P. pastoris dapat
tumbuh dengan kepadatan sel yang sangat tinggi tinggi (> 100 g/l
berat sel kering) pada media yang relatif sederhana (Brierley, 1998;
Li dkk., 2007); 3) keberadaan promoter AOX1 (alkohol oksidase 1)
sangat mempermudah pengontrolan ekspresi protein rekombinan
yang dikehendaki melalui mekanisme induksi (Cereghino & Cregg,
2000); 4) ekspresi pada P, pastoris juga menghilangkan kemungkinan
kontaminasi endotoksin dan bakteriofag (Li dkk., 2007; Cereghino &
Cregg, 2000); 5) P. pastoris dapat melakukan proses modifikasi pasca-
translasi, seperti glikosilasi, metilasi, asilasi, regulasi proteolitik yang
dapat ditargetkan pada kompartemen subseluler tertentu. Walaupun
pola glikosilasi pada protein rekombinan yang dihasilkan dari P
pastoris sedikit berbeda dengan pola glikosilasi pada sel mamalia atau
manusia, masalah ini dapat dipecahkan menggunakan sel humanized
P. pastoris (Hamilton dkk., 2006). Dengan sel humanized P. pastoris,
pola glikosilasi yang dihasilkan akan menyerupai pola glikosilasi
pada manusia. Masalah utama yang dihadapi dengan Pichia terletak
pada modifikasi lebih lanjut yang harus dilakukan untuk membuat
P, pastoris menjadi humanized Pichia.

Untuk menyintesis molekul hEPO menggunakan P. pastoris
sebagai sistem ekspresi, gen human EPO diintegrasikan pada genom
sel P. pastoris strain X33 di bawah kontrol promoter AOX1. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa rhEPO berhasil disintesis dengan hasil
sebesar 4 mg/liter media. Analisis Western blot menunjukkan bahwa
rhEPO berhasil disintesis oleh sel P. pastoris dengan berat molekul
sebesar 37 kDa (Gambar 3.10). Untuk membandingkan antara EPO
yang diproduksi dengan menggunakan P. pastoris dan EPO yang
beredar secara komersial, EPO yang diproduksi menggunakan sel
mamalia CHO juga dianalisis sebagai pembanding. Untuk analisis
lebih lanjut mengenai keberadaan glikosilasi pada molekul hEPO
yang berhasil disintesis, enzim PNGase F digunakan untuk memotong
gugus karbohidrat yang terbentuk. Terlihat dengan jelas bahwa

84 Pengembangan Obat Biologi ...



50 kDa

36 kDa

27 kDa

Ket.: Lane 1: rhEPO dari P. pastoris, Lane 2: rhEPO dari P. pastoris setelah perlakuan
dengan enzim PNGase F. Lane 3: Marker (b-galaktosidase 118 kDa; BSA 90 kDa;
ovalbumin 50 kDa; karbonik anhidrase 36 kDa; beta-laktoglobulin 27 kDa dan
lysozyme 20 kDa). Lane 4: rhEPO dari sel mamalia CHO setelah perlakuan dengan
enzim PNGase F. Lane 5: rhEPO dari sel mamalia CHO.

Sumber: Santoso dkk. (2013)

Gambar 3.10 Hasil Analisis Western Blot Protein Rekombinan Human
Erytropoietin (rhEPQO).

pemotongan gugus karbohidrat EPO yang diproduksi oleh P. pastoris
dan sel CHO telah terjadi penurunan berat molekul 27 kDa untuk
EPO dari P. pastoris dan 20 untuk EPO dari sel CHO. Penurunan
berat molekul ini adalah karena secara teori 40% dari berat molekul
EPO berasal dari gugus karbohidratnya, sedangkan berat molekul
yang berasal dari asam aminonya hanya 60%. Hasil berat molekul
EPO yang berasal dari P. pastoris lebih tinggi daripada EPO yang
berasal dari sel CHO karena EPO yang berasal dari P. pastoris masih
mengandung gugus karbohidrat. Ini dapat terlihat dari smears yang
terlihat pada Lane 1 dan 2 (Gambar 3.10).

E. Obat Biosimilar EPO

Sejak disetujuinya rekombinan protein pertama kali di dunia, yakni
insulin pada 1982, obat biologi telah terbukti mempunyai peran
signifikan dalam pengobatan berbagai penyakit. Habisnya masa
paten beberapa obat biologi memungkinkan tumbuhnya produk obat
biosimilar. Tersedianya produk obat biosimilar diperkirakan dapat
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membantu mengurangi pengeluaran obat minimal sebesar 30%. Hal
ini membuat lebih banyak pasien mempunyai akses terhadap obat
biologi.

hEPO mempunyai fungsi yang esensial dalam tubuh dan meru-
pakan faktor utama dalam pembentukan darah merah. Menurunnya
kandungan hEPO dalam tubuh dapat menyebabkan anemia. Saat ini,
rekombinan hEPO menjadi salah satu obat utama dan merupakan
prosedur standar dalam penyembuhan penderita gagal ginjal kronis,
penderita kanker yang melakukan kemoterapi, AIDS, dan rhematoid
arthritis. Penggunaan EPO oleh beberapa penderita penyakit tersebut
menunjukkan peningkatan kandungan hemoglobin dan peningkatan
kualitas hidup. Hal ini membuat rekombinan hEPO menjadi salah
satu blockbuster drug yang sangat dibutuhkan dunia.

Epoetin alfa adalah produk eritropoietin pertama kali yang
beredar secara komersial dengan nama dagang Epogen pada 1989
oleh pabrik obat biofarmasi Amgen dari Amerika Serikat. Selain
Amgen, Johnson and Johnson menjual obat yang sama dengan nama
dagang Procrit. Sejak beredar secara komersial, obat ini cukup lama
menduduki peringkat pertama dunia dalam penjualan obat biologis.
Kuatnya hak paten Epoetin di Amerika Serikat membuat perusahaan
lain yang memproduksi obat sejenis sangat sulit untuk menembus
pasar obat di Amerika. Namun, di luar Amerika, hak paten obat ini
tidak terlalu kuat sehingga obat biosimilar Epoetin pertama muncul.
Pada 2007, dua obat biosimilar EPO produk yang disetujui (approved)
oleh European Medicines Agency (EMA) adalah HX575 (epoetin alfa)
dan SB 309 (epoetin Zeta) (Abraham & MacDonald, 2012).

Sebagai obat yang sangat berpengaruh terhadap pembentukan
sel darah merah, Epogen adalah obat biologi EPO generasi pertama
(memiliki 3 gugus N-link). Epogen memiliki waktu paruh yang
relatif pendek (sekitar 8 jam). Hal ini membuat penggunaan
Epogen membutuhkan penyuntikan yang relatif sering untuk
meningkatkan dan menjaga stabilitas hemoglobin dalam tubuh bagi
yang membutuhkannya. Keberadaan generasi kedua EPO, misalnya
Darbepoetin (memiliki 5 gugus N-link) dan Mircera (pegylated
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EPO, molekul EPO yang dikonjugasikan dengan molekul polietilen
glikol), memungkinkan peningkatan waktu paruh EPO menjadi 2-3
kali lebih tinggi dibandingkan Epogen. Peningkatan waktu paruh
ini memungkinkan penyuntikan EPO menjadi lebih jarang, menjadi
sekali dalam seminggu atau sebulan, tergantung kondisi pasien yang
membutuhkan. Darbepoietin dengan nama dagang Aranesp yang
dikembangkan oleh Amgen telah disetujui oleh FDA (Food and Drug
Administration) pada 2001, sedangkan Mircera yang dikembangkan
oleh Roche disetujui oleh FDA dan EMA pada 2007. Secara detail,
pengembangan EPO biosimilar dan jenisnya yang telah beredar secara
komersial dapat dilihat pada Tabel 3.4.

Tabel 3.4 Ringkasan Berbagai Jenis Produk Obat Berbasis EPO

Nama Peru- Disetujui Jenis

Inovasi Nama Dagang

sahaan tahun Teknologi

Generasi Pertama

Epoetinalfa Epogen’ Amgen 1989 Sel CHO
Eprex’ Ortho Biotech 1988
Procrit” Amgen 1989
Epoetin beta Recormon’ Boehringer 1990 Sel CHO
Mannheim
Epoetin omega Epomax’ Elanex/Baxter 1990 Sel BHK
Hemax®

Generasi Kedua

Epoetin beta Neorecormon® Roche 1997 Sel CHO
Darbepoetinalfa  Aranesp’ Amgen 2001 Sel CHO
Generasi Ketiga

Epoetin delta Dynepo”® Shire 2002 Sel HT-1080
Methoxy poly- Mircera® Roche 2007 Sel CHO

ethylene glycol
epoetin beta

Epoetinalfa Binocrit” Sandoz 2007 Sel CHO
(biosimilar) Abseamed"® Medice

Epoetinal- Hexal AG

faHexal’
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Nama Peru- Disetujui Jenis

inovask Nama Dagang ELEED tahun Teknologi
Epoetin zeta Retacrit” Hospira 2007 Sel CHO
(biosimilar) Silapo® Stada
Epoetin theta Biopoin® Teva 2009 Sel CHO
Eporatio® Ratio
Pharm

Sumber: Kalantar-Zadeh (2017)

Seperti yang tertera pada Tabel 3.4, sejarah pengembangan EPO
dan produk obat biosimilar dapat dikategorikan dalam 3 generasi.
Secara umum, perbedaan generasi di antara produk EPO ini berkaitan
dengan waktu paruh yang dihasilkan. Sebagai contoh, generasi kedua
EPO, Darbepoietin alfa, mempunyai waktu paruh 2-3 kali lebih lama
dibandingkan EPO generasi pertama, sedangkan generasi ketiga EPO,
Mircera, mempunyai waktu paruh 6 kali lebih lama dari Darbepoietin.
Teknologi yang digunakan untuk pengembangan EPO di antaranya
melakukan modifikasi dalam hal penambahan gugus N-link glikosilasi
dan penggunaan PEG dalam rangka meningkatkan waktu paruh dan
fungsi biologis dalam tubuh pasien (Vega dkk., 2014).

F. Penutup

Protein farmasetik EPO merupakan glikoprotein yang berperan
fundamental dalam pembentukan sel darah merah. Terapi klinis
menggunakan EPO secara umum sangat diperlukan bagi pasien yang
mengalami anemia, terutama pada pasien gagal ginjal dan pasien yang
sedang dalam perawatan kemoterapi. Molekul EPO merupakan salah
satu molekul dalam obat biologi yang mempunyai gugus karbohidrat
sangat tinggi dan pola glikosilasi yang sangat kompleks. Karena pola
glikosilasi sangat erat kaitannya dengan waktu paruh dan aktivitas
biologinya, proses produksi molekul EPO membutuhkan proses
produksi yang rumit.

Dalam usaha untuk mendapatkan sistem ekspresi alternatif yang
tergolong murah, penggunaan tanaman dan yeast telah dilakukan.
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Namun, karena usaha ini masih terbentur dengan pola glikosilasi
yang tidak kompatibel dengan pola glikosilasi pada manusia, pada
penelitian ini akhirnya menggunakan sistem ekspresi pada sel
mamalia yang dalam hal ini adalah sel CHO dan CHO-DG44.

Pengembangan produksi EPO dengan penambahan rantai 2
N-linked sedang dilakukan. Molekul rhEPO yang sedang disintesis
memiliki pola glikosilasi 5 N-linked dan rantai 1 O-linked dengan total
asam sialat maksimum sebanyak 22 molekul asam sialat. Penambahan
asam sialat pada molekul natif hEPO akan meningkatkan waktu
paruh dan aktivitas biologisnya (Egrie & Browne, 2001; Byrne dkk.,
2007). Dengan meningkatnya waktu paruh dan aktivitas biologisnya,
diharapkan akan dapat mengurangi jumlah dosis yang diberikan
sehingga biaya yang dibutuhkan untuk perawatan dengan molekul
EPO relatif menjadi lebih murah.
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z BAB IV

Strategi Produksi Human
Insulin Menggunakan Khamir

Metilotropik Pichia pastoris
Dini Nurdiani, Neng Herawati, dan Wien Kusharyoto

A. Pendahuluan

Diabetes melitus merupakan salah satu penyakit yang banyak menim-
bulkan kematian secara global dengan jumlah penderita pada 2015
mencapai 415 juta orang dan menyebabkan kematian 5 juta orang.
Jumlah penderita diabetes diperkirakan akan terus meningkat setiap
tahunnya sehingga diprediksi pada 2040 jumlahnya mencapai 642 juta
orang (Ogurtsova dkk., 2017). Penderita diabetes melitus (kencing
manis) tidak memiliki kemampuan untuk mengambil dan menggu-
nakan gula darah sehingga kadar gula darah meningkat. Ada dua
tipe utama diabetes, yaitu tipe 1 dan 2. Pada diabetes tipe 1, pasien
mengalami defisiensi insulin yang disebabkan adanya kerusakan
imunologis dari sel-sel B pankreas penghasil insulin. Pada diabetes
tipe 2, pasien memproduksi insulin, tetapi sel tubuh tidak merespons
dengan normal terhadap insulin. Pada kebanyakan kasus, hal tersebut
disebabkan oleh resistansi insulin bersamaan dengan kurangnya
sekresi insulin dan sering kali berhubungan dengan obesitas (Walsh,
2005; Baeshen dkk., 2016; Zaykof dkk., 2016). Dalam jangka panjang,
penyakit diabetes dapat menimbulkan kegagalan dan kerusakan
fungsi berbagai organ, seperti komplikasi vaskular pada organ mata,
ginjal, jantung, pembuluh darah, dan saraf (Swidan & Montgomery;,
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1998). Untuk mencegah atau mengurangi komplikasi lebih lanjut dari
diabetes, terapi insulin sangat dibutuhkan demi kelangsungan hidup
penderita diabetes.

Insulin sebagai agen antidiabetes ditemukan pada 1921 oleh
Frederick Banting dan Charles Best. Mereka berhasil mengekstrak
insulin dari sel-sel pankreas anjing untuk menyembuhkan anjing yang
menderita diabetes. Penggunaan ekstrak insulin kasar selanjutnya
digunakan untuk menyembuhkan Leonard Thompson seorang remaja
penderita diabetes, dan ini menjadi awal era terapi insulin untuk
penyembuhan diabetes. Setelah penemuan tersebut, insulin komersial
pertama diproduksi oleh perusahaan farmasi Amerika Serikat Eli Lilly
(Walsh, 2005).

Selama beberapa dekade, produksi insulin konvensional berasal
dari pankreas dari babi dan sapi. Namun, cara ini dianggap kurang
efektif untuk memenuhi permintaan pasar yang diprediksi akan terus
meningkat. Munculnya teknologi DNA rekombinan dan perkem-
bangan ilmu kimia protein menjadi alternatif yang menjanjikan
untuk produksi Human insulin (HI) secara langsung dan efektif
untuk memenuhi kebutuhan pasar di masa kini maupun masa yang
akan datang. Produksi HI berbasis bioteknologi ini menggunakan
bakteri atau khamir yang dimodifikasi secara genetik sebagai ‘mesin
produksi’ (Vajo dkk., 2001; Heinemann & Hompesch, 2014). Insulin
merupakan produk rekombinan pertama yang diizinkan oleh FDA
pada awal 1980-an untuk diaplikasikan pada manusia (Walsh, 2005;
Ferrer-Miralles dkk., 2009).

Generasi pertama obat-obat biologis berbasis protein rekombinan
telah secara signifikan memajukan pengobatan berbagai penyakit,
termasuk diabetes (Lavalle-Gonzales & Khatami, 2014). Beberapa
obat generasi pertama biofarmasetik berakhir masa patennya pada
beberapa tahun terakhir. Hal ini membuka peluang pasar produk-
produk biologis global menjadi produk berikutnya yang dinamakan
biosimilar (DeVries dkk., 2014). Biosimilar adalah obat biologis yang
diizinkan berdasarkan kemiripannya yang tinggi terhadap produk
biologis hasil inovasi yang telah diizinkan sebelumnya yang dinama-
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kan produk referensi (Camacho dkk., 2014). Untuk pasar insulin,
perlindungan paten sejumlah insulin, seperti human insulin dan
analognya, akan atau telah berakhir dalam waktu dekat, termasuk
rapid-acting dan long-acting analog (seperti insulin aspart, lispro, dan
glargine) (DeVries dkk., 2014).

Bab ini membahas insulin dan turunannya, biosimilar insulin,
sistem ekspresi yang digunakan dalam produksi HI, ekspresi HI di
P. pastoris, dan tahapan produksi HI rekombinan pada P. pastoris.

B. Insulin dan Turunannya

HI tersusun oleh 51 asam amino dan memiliki berat molekul 5.808
Da. HI dihasilkan oleh sel-sel beta pankreas dan berperan penting
dalam regulasi metabolisme karbohidrat dan lemak di dalam tubuh.
Proses sintesis HI ditampilkan pada Gambar 4.1. HI disintesis se-
bagai polipeptida tunggal dinamakan preproinsulin di dalam sel-sel
beta pankreas. Preproinsulin mengandung 24 residu signal peptide,
yang mengarahkan polipeptida yang baru terbentuk ke retikulum
endoplasma. Signal peptide dipotong di dalam retikulum endoplasma
menjadi proinsulin. Di dalam retikulum endoplasma, proinsulin
dilipat dengan konformasi yang sesuai dengan pembentukan tiga
ikatan disulfida. Proinsulin yang telah dilipat selanjutnya diangkut
ke trans-Golgi network, di mana proinsulin diubah menjadi insulin
aktif dengan endopeptidase seluler dinamakan prohormon convertase
(PC1 dan PC2) dan eksoprotease karboksipeptidase E. Endopeptidase
memotong pada dua posisi, menghasilkan pelepasan fragmen yang
dinamakan C-peptide membentuk insulin aktif (Baeshen dkk., 2014).

Insulin merupakan protein pertama yang struktur primernya
berhasil ditemukan oleh Sanger dkk. (1955), terdiri dari dua rantai
polipeptida A dan B yang dihubungkan dengan dua ikatan disulfida
(A7-B7 dan A20-B19). Rantai A memiliki satu lagi ikatan disulfida
dalam rantainya (A6-A11). Sekuen asam amino HI ditampilkan pada
Gambar 4.2.
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Gambar 4.1 Proses modifikasi pasca-translasi dari preproinsulin menjadi
insulin aktif.
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Ket.: Terdiri atas dua rantai polipeptida A (21 asam amino) dan B (30 asam amino)
yang dihubungkan dengan dua ikatan disulfida (A7-B7 dan A20-B19). Rantai A
memiliki satu ikatan disulfida dalam rantainya (A6-A11).

Sumber: Digambar ulang dari Insulin is a protein (t.t).
Gambar 4.2 Sekuen HI
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HI pertama kali disintesis dengan teknologi DNA rekombinan
pada 1970-an dan komersialisasinya dilakukan pada awal 1980-an.
Biosintesis HI menjadi alternatif produksi insulin selain insulin yang
diperoleh dari hewan dan—yang lebih penting—memungkinkan
produksi protein manusia dalam jumlah yang hampir tidak terbatas.
HI rekombinan yang diproduksi di E. coli dan S. cerevisiae ditampil-
kan pada Tabel 4.1. Teknologi DNA rekombinan juga menawarkan
produksi analog-analog insulin non-native dengan kemampuan
farmakologi yang superior. Gambar 4.3 menunjukkan perbedaan
sekuen asam amino HI dan analog-analognya yang telah diizinkan
untuk digunakan dalam pengobatan diabetes (Zaykof dkk., 2016).

Tabel 4.1 HI Rekombinan/Hasil Rekayasa dan Analog-Analognya yang
telah Dipasarkan

Izin

Nama Produk Karakteristik M Perusa- Komer-
LEE]] .

sialisasi

Humulin HI rekombinan Identik dengan Eli Lilly 1982
diproduksi di E. coli  native HI (AS)

Novolin HI rekombinan Identik dengan Novo 1991
diproduksi di S. native HI Nordisk  (AS)
cerevisiae

Insuman HI rekombinan Identik dengan Hoechst 1997
diproduksi di E. coli  native HI (Uni

Eropa)

Actrapid/Velosulin/ HI rekombinan Identik dengan Novo 2002

Monotard/ Insula-  diproduksi di S. HI Nordisk  (Uni

tard/Protaphane/  cerevisiae diformu- Eropa)

Mixtard/ Actra- lasi sebagai produk

phane/ Ultratard short/ ntermediate/
long-acting

Humalog (Lispro) Analog short-acting Inversi dari Eli Lilly 1996 (AS
HI rekombinan sekuen native dan Uni
diproduksi di E. coli pada posisi Eropa)

ProB28LysB29
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Izin

Nama Produk Karakteristik Perusa- Komer-
LEED N
sialisasi
Liprolog (Lispro) Analog short-acting Inversi dari Eli Lilly 1997
HI rekombinan sekuen native (Uni
diproduksi di E. coli pada posisi Eropa)
ProB28LysB29
NovoRapid (Aspart) Analog short-acting B28Pro Novo 1999
HI rekombinan digantikan Nordisk  (Uni
diproduksi di S. oleh asam Eropa)
cerevisiae aspartat
Novolog (Aspart) Analog short-acting B28Pro Novo 2000
HI rekombinan digantikan Nordisk  (AS)
diproduksi di S. oleh asam
cerevisiae aspartat
Levemir (Detemir)  Analog long-acting Delesi B30Thr  Novo 2006
HI rekombinan dan penam- Nordisk  (Uni
diproduksi di S. bahan C14 Eropa)
cerevisiae asam lemak
yang terikat
secara kovalen
pada B29Lys
Apidra (Glulisine) Analog rapid-acting B3Asn diganti- Aventis 2006
HI rekombinan kan oleh lysine Pharma- (AS)
diproduksi di E. coli dan B29Lys di- ceu ticals
gantikan asam
glutamate
Lantus (Glargine; Analog long-acting  A21Asn Aventis 2001 (AS
Optisulin) HI rekombinan digantikan Pharma- dan Uni
diproduksi di E. coli dengan glycine ceu ticals Eropa)
dan rantai B
diperpanjang
dengan dua
arginine
Degludec Analog long-acting Delesi B30Thr Novo 2013
HI rekombinan dan penem- Nordisk  (Uni
diproduksi di E. coli pelan asam Eropa)
heksadekan- 2015
dioat pada (AS)
B29Lys

Sumber: Walsh (2005) dan Zaykof dkk. (2016)
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Ket.: Perbedaan sekuen antara HI dan analog-analognya ditandai dengan warna
kuning.
Sumber: Digambar ulang dari Zaykof dkk. (2016)

Gambar 4.3 Sekuen HI dan analog-analognya yang telah diizinkan untuk
digunakan dalam pengobatan diabetes.

C. Biosimilar Insulin

HI rekombinan pertama kali diizinkan untuk digunakan secara klinis
pada 1982. Analognya kemudian dikembangkan dan dipasarkan
dalam beberapa dekade terakhir. Sejak itu, beberapa biosimilar
insulin (BI) nonbasal dan basal telah dikembangkan dan dipasarkan
di negara-negara yang tidak memiliki panduan regulasi yang ketat,
seperti India dan Tiongkok, baik oleh perusahaan-perusahaan baru di
luar perusahaan yang mendominasi pasar insulin di Amerika maupun
Eropa. Munculnya BI didukung pula oleh beberapa faktor, yaitu
adanya kemajuan dalam teknologi produksi protein terapeutik yang
memudahkan produksi insulin dan telah berakhirnya perlindungan
paten dari HI dan analog-analognya, seperti insulin glargine dari
Lantus 2014-2015, insulin lispro dari Humalog 2013, dan insulin
aspart dari NovoRapid 2012 (Heinemann, 2012).
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Biosimilar insulin merupakan produk salinan insulin yang
diizinkan untuk dipasarkan di luar perlindungan paten. Hal ini
menguntungkan bagi kompetisi pasar yang lebih besar dan memi-
liki potensi dalam menurunkan biaya produksi. Biosimilar insulin
pertama yang memperoleh izin pemasaran adalah insulin glargine
(Eli Lilly dan Boehringer Ingelheim) dengan nama dagang Abasaglar
diperkenalkan di pasar Eropa dan Basaglar di pasar Amerika Serikat
sekitar tahun 2016. Namun, Basaglar di AS hanya memperoleh izin
sementara dan bukan sebagai biosimilar karena belum adanya jalur
regulasi untuk insulin. Paten untuk insulin glargine berakhir pada
pertengahan tahun 2015, dan salinan insulin glargine yang dibuat oleh
perusahaan farmasi yang lain telah dipasarkan di India, Tiongkok,
Meksiko, dan negara lainnya (Heinemann dkk., 2015; Heinemann
& Carter, 2017). Tabel 4.2 menampilkan beberapa BI yang tersedia
ataupun dalam pengembangan di beberapa negara sampai dengan
Juli 2014 yang dirangkum dari Lavalle-Gonzales dan Khatami (2014).

Tabel 4.2 Biosimilar Insulin yang Tersedia atau dalam Pengembangan di
Beberapa Negara

Nama Produk Produk Referensi/ Sistem Izin Pemasaran
(Perusahaan, Negara) | Produk Pembanding Ekspresi (tahun)

Bl Nonbasal
Wosulin Human Insulin/Novolin  Hansenula  India (2003)
(Wockhardt, India) (Novo Nordisk) polymorpha
Insugen (Biocon, India) Human Insulin/ Ac- P. pastoris India (2004)
trapid (Novo Nordisk)
Gensulin, Scilin Bioton, Human Insulin/ E. coli Polandia (2001)
Polandia) Actraphene dan
Humulin (Eli Lilly &
Co.), Insuman (Sanofi)
Biosulin (Marvel Life Human Insulin/ E. coli -
Science, India) Actraphene dan
Humulin (Eli Lilly &
Co.), Insuman (Sanofi)
Prandilin (Gan dan Lee, Human Insulin/ E. coli Tiongkok (2007)
Tiongkok) Humalog (Eli Lilly)
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Nama Produk Produk Referensi/ Sistem Izin Pemasaran
(Perusahaan, Negara) | Produk Pembanding Ekspresi (tahun)

BI Basal
Glaritus (Wockhardt, Insulin Glargine/ E. coli India (2009).
India) Lantus Dipasarkan juga
di Tanzania,
Nepal, Srilanka,
dan Myanmar
Glarvia/Basalog Insulin Glargine/ P. pastoris Proses komer-
(Biocon, India) Lantus sialisasi (2013)
Basalin (Gan dan Lee, Insulin Glargine/Lantus E. coli Mesir, Pakistan,
Tiongkok) dan Novolin Asia Tenggara,
Amerika Latin
(2005)
Bonglixan (Landsteiner Insulin Glargine/ E. coli Meksiko (2008)
Scientific, Meksiko) Lantus

Sumber: Lavalle-Gonzales & Khatami (2014)

D. Sistem Ekspresi untuk Produksi HI

Berkembangnya teknologi rekayasa genetika serta semakin mening-
katnya jumlah pasien yang menderita penyakit diabetes melitus (DM)
menyebabkan kebutuhan akan insulin sebagai agen pengobatannya
juga meningkat (Kjeldsen, 2000). Insulin terapeutik dan produk-
produk berbasis insulin lainnya tetap menjadi salah satu produk bi-
oteknologi farmasi yang paling sering digunakan sehingga menguasai
penjualan global tahunan mencapai lebih dari 4,5 miliar US$ (Walsh,
2005). Kondisi ini mendukung munculnya produsen-produsen baru
dari berbagai kalangan, baik peneliti maupun perusahaan farmasi,
yang berusaha memproduksi insulin, khususnya insulin manusia
menggunakan teknologi rekayasa genetika. Kualitas protein, fungsi,
kecepatan produksi, dan jumlah protein yang dihasilkan menjadi
faktor penting dalam memilih sistem ekspresi untuk produksi pro-
tein rekombinan (Demain & Vaishnav, 2009). Berikut akan dibahas
beberapa sistem ekspresi yang telah digunakan dalam produksi insulin
sebagai produk obat biosimilar (Gambar 4.4).

Strategi Produksi Human ... 103



M E. coli
® Khamir
Insect cell lines

Mammalian cell lines

B Tanaman dan Hewan
transgenik

Sumber: Walsh (2004; 2013)

Gambar 4.4 Persentase Produk Biofarmasi yang Diproduksi pada Berbagai
Sistem Ekspresi

1. Eschericia coli

E. coli merupakan inang pertama dan paling banyak digunakan untuk
produksi protein-protein heterolog (Terpe, 2006). Sistem bakteri
“meminjamkan” sebagian kompartemen selnya untuk dimanipulasi
secara genetik. Hal ini cukup mudah dilakukan karena tingkat re-
produksi bakteri yang cepat sehingga mudah menghasilkan populasi
genetik identik, atau dalam istilah bioteknologi disebut kloning.

Terdapat beberapa keuntungan menggunakan sel E. coli sebagai
sistem ekspresi, yaitu tingkat produksi tinggi, mudah diproduksi dalam
skala besar (sampai 100 mg per liter kultur), biaya untuk media dan
reagen-reagen yang dibutuhkan tidak mahal, dan kondisi pertumbuh-
an cepat (bakteri bereplikasi setiap 20 menit sampai 2 jam). Ekspresi
protein di E. coli merupakan metode yang paling cepat, mudah, dan
paling murah. Sementara itu, kekurangan bakteri sebagai sistem
ekspresi adalah bakteri memiliki keterbatasan dalam mengekspresikan
protein-protein eukariotik, disebabkan ketidakmampuannya dalam
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melakukan sebagian dari proses modifikasi pascatranslasi, Hal ini
karena bakteri tidak memiliki enzyme-mediated N-linked glycosyla-
tion, O-linked glycosylation, amidation, hydroxylation, myristoylation,
palmitation, atau sulfation (Kamionka, 2011; Brondyk, 2009). Selain
itu, ukuran plasmid terbatas sampai 15 kb sehingga sulit memperoleh
protein terlarut yang memiliki ukuran lebih dari 60 kDa (Ferrer-
Mirales dkk., 2009; Graslund dkk., 2008 ), sebagian besar protein
yang diekspresikan bersifat toksik untuk bakteri E. coli, adanya
badan inklusi, serta protein tak terlarut. Pada situasi tertentu, badan
inklusi menjadi penghalang terbentuknya protein yang larut dan
aktif. Namun, dalam kondisi khusus juga menguntungkan karena
organel sel ini resistan terhadap enzim proteolisis, mudah dipekatkan
melalui sentrifugasi, tidak terlalu terkontaminasi oleh protein-protein
lain, dan mampu melipat kembali menjadi protein aktif dan terlarut
(Brondyk, 2009).

Produksi insulin rekombinan pertama kali dilakukan oleh Ge-
nentech pada 1978 dengan mengekspresikan secara terpisah cDNA
sintetik yang mengkode rantai insulin A dan B di dalam sel bakteri
E. coli (Chance & Frank, 1993). Insulin rekombinan pertama yang
dikomersialkan dan digunakan sebagai agen terapeutik pada manusia
dibuat dengan prosedur ini (Chance & Frank, 1993; Chance dkk.,
1999). Ekspresi sintetik cDNA yang mengkode satu rantai proinsulin
pada bakteri E. coli diikuti proses purifikasi dan pemutusan rantai
peptida-C oleh reaksi proteolitik. Metode ini dinilai lebih efisien untuk
produksi terapeutik insulin dalam skala besar jika dibandingkan den-
gan metode produksi dua rantai tersebut. Insulin dari proses ini sudah
dikomersialisasi sejak tahun 1986 (Chance dkk., 1999). Perusahaan
farmasi Eli Lilly meniru teknologi ini untuk memproduksi Humulin,
yakni insulin rekombinan pertama yang digunakan untuk pengobatan
penderita diabetes. Generasi pertama insulin rekombinan memiliki
urutan asam amino yang identik dengan originatornya (native in-
sulin). Beberapa jenis HI yang telah digunakan sebagai agen terapi
untuk pengobatan DM dapat dilihat pada Tabel 4.3.
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Tabel 4.3 Daftar HI rekombinan yang disetujui untuk digunakan pada
manusia.

International ) )
Nonproprietar Sistem Farmakoki: Produsen
prop y produksi netik
Names
Human insulin Humu- E. coli Short-acting Eli Lilly & Co.,
lin, In- insulin Indianapolis, IN
suman,
Exubera
Insulin lispro Humalog E. coli Rapid-acting  Eli Lilly & Co.,

insulin analog Indianapolis, IN

Insulin glulisine Apidra E. coli Rapid-acting  Aventis pharma-
insulin analog ceuticals,
Parsippany, NJ

Insulin glargine Lantus E. coli Long-acting Aventis pharma-
insulin analog ceuticals,
Parsippany, NJ

Sumber: Ferrer-Miralles dkk. (2009); Vajo dkk. (2001)

2. Khamir

Khamir juga telah diterima sebagai inang untuk melakukan proses eks-
presi protein-protein eukariotik. Saccharomyces cerevisiae dan Pichia
pastoris adalah inang yang paling atraktif dalam memproduksi jenis
protein ini. Keuntungan utama yang ditawarkan oleh sistem ekspresi
khamir, yaitu kemudahan dalam teknik-teknik pengembangan dan
akses informasi genetiknya, pertumbuhan yang cepat, media kultur
sederhana dan murah, serta proses seluler dan metabolismenya juga
bisa ditemukan pada eukariot tingkat tinggi (Gargouri dkk., 2012).
Pada sistem ekspresi ini, protein rekombinan dapat diproduksi, baik
secara intraseluler maupun direkayasa, untuk masuk ke jalur sekretori
khamir agar disekresikan pada medium kulturnya.

Sebagai makhluk eukariot uniseluler, khamir memiliki kemam-
puan dalam proses modifikasi pasca-translasi, yakni mampu menam-
bahkan gugus glikan pada residu asparagin (N-Linked) dan residu
serin/treonin (O-Linked). Secara substansi, struktur-struktur glikan
ini berbeda dengan modifikasi yang terjadi pada sel-sel serangga
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dan mamalia. Perbedaan inilah yang menjadi kendala jika ekspresi
dilakukan pada sel khamir. Selain itu, khusus S. cerevisiae terdapat
beberapa kelemahan, yaitu ekspresi rendah, hiperglikosilasi, protein
mengandung residu-residu mannose sehingga mengubah fungsi dan
protein yang disekresikan menjadi bersifat antigenik, adakalanya
protein dipertahankan dalam permukaan periplasma sehingga
meningkatkan biaya purifikasi, proses fermentasinya menghasilkan
metanol yang bersifat toksik untuk sel itu sendiri (Cregg dkk., 1993;
Balamurugan dkk., 2006; Waterham dkk., 1997). Tabel 4.4 adalah HI
komersial yang diproduksi di khamir.

Tabel 4.4 HI Komersial yang Diproduksi di Khamir

Sistem Ekspresi m Nama Dagang

Saccharomyces Insulin Actrapid, Velosulin, Novo Nordisk
cerevisiae Monotard, Insulatard,

Protaphane, Mixtard,

Actraphane, Ultratard

Insulin Novolog, Novolog Flexpen,

aspart Novolog Denfill, Novo-
Rapid, NovoRapid penfill,
Novomix 30, Novolog mix

70/30
Insulin Levemir, Levemir, Flexpen
detemir
Pichia pastoris Insulin Insugen Biocon (India)

Sumber: Kim dkk. (2015)

3. Tanaman dan Sel Mamalia

Seperti yang telah disebutkan sebelumnya, ekspresi human insulin
rekombinan telah dilakukan pada berbagai organisme berbeda, seperti
bakteri (Thim dkk., 1986), fungi (Wang dkk., 2001), kultur sel mamalia
(Yanagita dkk., 1992), dan tanaman transgenik (Arakawa dkk., 1998).
Produksi insulin komersial yang beredar di pasar farmasi masih
didominasi oleh insulin yang diproduksi bakteri E. coli dan khamir
S. cerevisiae. Sistem komersial ini telah mengalami penyempurnaan
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dan pengoptimalan selama dua dekade, dan telah berhasil mencapai
tingkat produksi sebesar lima ton per tahun. Namun, hal yang masih
menjadi tantangan bagi perusahaan-perusahaan tersebut adalah men-
cari beberapa alternatif sistem ekspresi untuk meningkatkan kapasitas
dan kebutuhan ekonomi masa depan.

Produksi farmasetikal pada tanaman menjadi daya tarik tersendiri
bagi pelaku bisnis dalam dunia farmasi. Mapp Biopharmaceutical Inc.,
perusahaan lokal di San Diego, Califonia, Amerika Serikat, sukses
mengeluarkan obat yang diproduksi pada daun tembakau. Obat
tersebut diberi nama ZMapp. ZMapp digunakan untuk melawan
virus Ebola yang mewabah pada 2014 di Benua Afrika. Selama bulan
Oktober 2014, tujuh pasien terinfeksi Ebola yang diobati lebih awal
dengan ZMapp dan berhasil sembuh total. Sementara itu, pasien lain
yang terlambat diberikan obat ini dilaporkan meninggal (Yao dkk.,
2015).

Penggunaan tanaman sebagai obat telah dilakukan selama
berabad-abad. Saat ini, tujuan menggunakan tanaman sebagai bio-
platform untuk ekspresi protein rekombinan juga telah menjadi tren
dalam perkembangan obat-obatan modern (Soltanmohammadi,
2014). Sistem berbasis tanaman menawarkan potensi produksi yang
aman, mudah direkayasa secara genetik, mampu melakukan modi-
fikasi secara glikosilasi, ekonomis, dan berkapasitas tinggi (Deckers
dkk., 2020; Daniell dkk., 2001). Studi terbaru membuktikan bahwa
teknologi molecular farming pada tanaman mempunyai banyak
keuntungan dalam aspek ekonomi, keamanan, dan kepraktisannya
(Soltanmohammadi dkk., 2014).

Nykiforuk dkk. (2006) melaporkan keberhasilannya dalam mela-
kukan ekspresi human insulin (DesB, -insulin) pada biji tanaman
transgenik Arabidopsis thaliana dan telah memasuki tahap pengujian
secara in vitro dan in vivo. Arabidopsis thaliana adalah tanaman ber-
bunga kecil yang merupakan tanaman asli Eurasia. Tanaman ini sering
dijadikan model dalam identifikasi gen dan fungsinya. Tanaman tomat
(Lycopersicum esculentum Mill.) juga dijadikan sebagai host dalam
ekspresi protein pro-insulin manusia. Mengingat pentingnya insulin
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serta banyaknya manfaat tanaman tomat, sistem ini diharapkan
potensial dijadikan alternatif sistem ekspresi untuk produksi protein
proinsulin manusia (Soltanmohammadi dkk., 2014).

Ekspresi human pre-proinsulin juga pernah dilakukan pada sel
Chinese hamster ovary (CHO). Sel CHO ditransfeksi dengan vektor
ekspresi mamalia yang membawa cDNA pengkode human pre-
proinsulin, promotor RSV mengontrol proses ekspresi tersebut. Level
insulin yang diekspresikan oleh sistem ekspresi tersebut dilaporkan
sangat rendah, yaitu 5-10 ng/10° sel/24 jam (Pak dkk., 1998).

E. Ekspresi Insulin di Pichia pastoris

Khamir metilotropik adalah grup spesies khamir yang memiliki lin-
tasan umum untuk metabolisme senyawa satu karbon sebagai sumber
karbon dan energi (contohnya metanol). Awalnya, grup khamir ini
telah digunakan dalam produksi protein untuk pakan (protein sel
tunggal), tapi kemudian khamir diminati untuk digunakan dalam
sistem produksi protein rekombinan karena 1) khamir memiliki
kemampuan untuk tumbuh hingga mencapai kerapatan sel yang tinggi
meski menggunakan proses fermentasi sederhana; dan 2) kebutuhan
khamir terhadap enzim pengoksidasi metanol (seperti alkohol
oksidase) membuat ekspresi di khamir dikendalikan oleh promotor
yang sangat kuat (Porro dkk., 2005). Dua spesies yang paling banyak
digunakan untuk ekspresi protein heterolog adalah Pichia pastoris
(Komagataella pastoris) (Cregg dkk., 2000) dan Hansenula polymorpha
(Pichia angusta) (Gellissen, 2000) . Pada bagian ini, pembahasan akan
difokuskan pada ekspresi insulin di P. pastoris.

Ekspresi protein asing di P. pastoris terdiri dari tiga tahap utama,
yaitu 1) insersi gen ke dalam vektor ekspresi; 2) introduksi vektor
ekspresi ke dalam P, pastoris sebagai inang; dan 3) pengujian galur
potensial untuk ekspresi gen asing. Di dalam vektor ekspresi, produksi
protein heterolog di P. pastoris kebanyakan menggunakan promoter
untuk metabolisme metanol yang hanya akan bekerja ketika sel di-
tumbuhkan pada medium yang mengandung methanol. Promotor-
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promotor AOX (alkohol oksidase terutama AOX1) menjadi yang
paling banyak digunakan untuk produksi protein asing di P. pastoris.
Namun, pilihan promotor lain juga tersedia untuk produksi protein di
Pichia, seperti promotor GAP (gliseraldehida 3-fosfat dehidrogenase),
AOX2 (alkohol oksidase), FLD1 (formaldehid dehidrogenase), dan
ICL1 (isositrat liase) (Macauley-Patrick dkk., 2005).

F. Tahapan Produksi Human Insulin Rekombinan
pada P. pastoris

Dalam memproduksi human insulin rekombinan pada P. pastoris
diperlukan beberapa tahapan yang dilakukan secara berurutan yang
dimulai dengan konstruksi vektor ekspresi prekursor insulin, diikuti
dengan pengaturan jumlah salinan gen, proses fermentasi untuk pro-
duksi prekursor insulin oleh P, pastoris, pemurnian prekursor insulin,
dan pengubahan atau konversi prekursor insulin menjadi insulin.

1. Konstruksi Vektor Ekspresi Prekursor Insulin

Gen penyandi prekursor insulin dapat diperoleh dengan metode sin-
tesis gen yang disediakan oleh perusahaan penyedia jasa sintesis gen.
Metode tersebut memberikan kemungkinan untuk memperoleh gen
penyandi protein dalam waktu singkat serta untuk pemilihan kodon
yang paling sering digunakan oleh inang yang dipakai untuk produksi
protein. Gen penyandi prekursor insulin didesain berdasarkan sekuen
asam amino dari prekursor insulin dan disesuaikan dengan preferensi
penggunaan kodon dari P. pastoris. Pemilihan kodon yang paling
sesuai untuk ekspresi protein oleh P, pastoris dapat dilakukan dengan
piranti lunak seperti Gene Designer (Villalobos dkk., 2006).

Pada ujung 5" atau arah hulu dari sekuen penyandi prekursor in-
sulin terdapat sekuen penyandi faktor perkawinan alfa (atau Faktor-a)
dari S. cerevisiae. Faktor-a merupakan peptida pemandu (prepro-
leader peptide) yang lazim pada khamir dan sering digunakan untuk
sekresi berbagai protein heterolog pada S. cerevisiae dan P. pastoris.
Protein yang diproduksi oleh S. cerevisiae dan P. pastoris melalui fusi
dengan Faktor-a akan disekresikan atau dikeluarkan dari sel ke dalam
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medium kultur. Pre-peptida dari Faktor-a menjamin bahwa protein
fusi antara Faktor-a dan prekursor insulin (Faktor-a//prekursor
insulin) yang terbentuk di ribosom ditranslokasi ke dalam retikulum
endoplasma (RE) yang merupakan titik awal dari jalur sekresi protein.
Pro-peptida kemudian mengarahkan transport protein fusi tersebut
dari RE ke dalam badan Golgi, di mana endoprotease Kex2p akan
memisahkan Faktor-a dan prekursor insulin pada situs KR. Prekursor
insulin yang terbentuk kemudian akan dikeluarkan/disekresikan dari
sel ke medium kultur (Julius dkk., 1984).

Penelitian Kjeldsen dkk. (1996) menunjukkan bahwa apabila
prekursor insulin secara langsung disambungkan dengan Faktor-a,
pemotongan oleh Kex2p-endoprotease tidak berlangsung secara
sempurna sehingga terdapat cukup banyak protein fusi Faktor-
a//prekursor insulin yang mengalami glikosilasi berlebih yang di-
sekresikan ke dalam medium kultur. Setelah dilakukan deglikosilasi
dengan enzim PNGaseF, akan diperoleh protein yang ukurannya setara
dengan ukuran protein fusi Faktor-a//prekursor insulin (Kjeldsen
dkk., 1996).

Untuk mengoptimalkan pengolahan atau pemotongan Faktor-a
dari prekursor insulin oleh Kex2-endoprotease dari P. pastoris, perlu
ditambahkan sebuah rantai peptida pemisah (spacer peptide) yang
disisipkan di antara Faktor-a dan rantai B dari prekursor insulin
(Egel-Mitani dkk., 1998). Beberapa sekuen rantai peptida pemisah
telah diuji coba untuk sekresi prekursor insulin oleh S. cerevisiae dan
P, pastoris, di antaranya EAEAEAK, EEAEAEAK, EEAEAEAEK, dan
EEAEAEAPK. Dari keempat sekuen tersebut hanya sekuen peptida
pemisah EEAEAEAPK (Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Ala-Pro-Lys)
yang memungkinkan pemotongan yang sempurna antara Faktor-a
dan prekursor insulin. Selain itu, melalui penggunaan peptida
pemisah EEAEAEAPK diperoleh peningkatan sekresi prekursor
insulin sebesar 2,5 kali dibandingkan sekresi tanpa peptida pemisah
(Kjeldsen dkk., 1999). Oleh karena itu, dalam konstruksi gen, sekuen
penyandi peptida pemisah EEAEAEAPK disisipkan di antara sekuen
penyandi Faktor-a dan rantai B1-29 dari prekursor insulin. Dalam
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hal ini, prekursor insulin tidak memiliki asam amino Threonin B30
(Thr-B30) pada ujung C-terminal dari rantai B. Asam amino Thr-B30
dapat ditambahkan pada atau disambungkan dengan asam amino
Lisin B29 (Lys-B29) melalui proses transpeptidasi yang dimediasi
oleh enzim tripsin setelah pemurnian prekursor insulin dilakukan
(Morihara dkk., 1986).

Dalam konstruksi prekursor insulin, antara Lys-B29 pada rantai B
dan Gly-A1 pada rantai A terdapat rantai peptida penghubung (linker
peptide) pendek yang menggantikan peptida C pada prekursor insulin
asli (native) yang diproduksi oleh sel B dari pankreas. Rantai peptida
penghubung yang digunakan terdiri dari beberapa asam amino dan
pada ujung C-terminal dari peptida penghubung tersebut diakhiri
dengan asam amino Lisin (Lys) untuk memberikan kemungkinan
pemotongan oleh tripsin. Peptida penghubung yang lazim digunakan
pada prekursor insulin adalah AAK (Ala-Ala-Lys) (Kjeldsen, 2000).
Namun, untuk meningkatkan stabilitas folding (pelipatan protein)
dari prekursor insulin yang pada akhirnya dapat meningkatkan
efisiensi sekresi, dapat digunakan peptida penghubung lainnya yang
memberikan kemungkinan tersebut. Sebuah penelitian menunjukkan
bahwa penambahan asam amino aromatik pada peptida penghubung
dapat meningkatkan stabilitas struktur prekursor insulin dan efisiensi
sekresi. Peptida penghubung dengan sekuen EFK, EYK, EWK, dan
LWK dapat meningkatkan hasil sekresi prekursor insulin, di mana
peptida penghubung EWK (Glu-Trp-Lys) menyebabkan peningkatan
hasil sekresi sekitar 5 kali lipat apabila dibandingkan dengan penggu-
naan peptida penghubung AAK (Kjeldsen dkk., 2002; Kjeldsen dkk.,
2006; Kjeldsen, 2006). Gambar 4.5 menunjukkan skema konstruksi
dari kaset untuk produksi prekursor human insulin yang diintroduksi
ke dalam vektor ekspresi untuk inang P. pastoris yang telah dikerjakan
di LIPI beserta hasil ekspresi prekursor insulinnya.

2. Pengaturan Jumlah Salinan Gen

Untuk ekspresi gen pada P, pastoris, integrasi gen penyandi protein
dan komponen untuk regulasi ekspresinya (kaset ekspresi) ke dalam
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Ket.: A. Situs pemotongan oleh endoprotease Kex2 ditunjukkan oleh segitiga
berwarna hitam. Spacer menunjukkan sekuen rantai pemisah, sedangkan linker
mewakili sekuen untuk rantai penghubung.

Sumber: Nurdiani dkk. (2018)

Gambar 4.5 A. Skema konstruk dari kaset ekspresi untuk sekresi prekursor
insulin oleh P. pastoris untuk produksi human insulin; B. Hasil SDS-PAGE
prekusor HI rekombinan.

genom khamir tersebut merupakan metode yang lazim dipilih, karena
klon yang sangat stabil dapat diperoleh serta tidak diperlukan lagi
pengulangan proses seleksi klon. Melalui metode tersebut, dapat
diperoleh klon P. pastoris yang memiliki satu atau beberapa kopi dari
kaset ekspresi.

Gen penyandi prekursor insulin yang digunakan telah dioptimasi
penggunaan kodonnya untuk ekspresi pada P. pastoris. Di samping
optimasi penggunaan kodon, jumlah kopi gen merupakan parameter
yang dapat dievaluasi untuk meningkatkan ekspresi protein oleh P,
pastoris. Beberapa studi menunjukkan adanya peningkatan tingkat
ekspresi protein pada klon yang memiliki beberapa kopi dari kaset
ekspresi (Mansur dkk., 2005; Zhu dkk., 2009). Dengan menciptakan
Klon P, pastoris yang memiliki 11 kopi dari kaset ekspresi, peningkatan
produksi mini prekursor insulin dari 19 menjadi 250 mg/L kultur
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dapat diperoleh (Mansur dkk., 2005). Perolehan klon yang memiliki
multi kopi dari kaset ekspresi juga digunakan untuk optimisasi sekresi
prekursor insulin babi (porcine insulin precursor atau PIP) oleh P
pastoris (Zhu dkk., 2009). Dengan membandingkan klon-klon P.
pastoris yang memiliki sampai dengan 52 kopi dari kaset ekspresi PIP,
diperoleh kurva berbentuk lonceng yang menunjukkan korelasi antara
jumlah kopi gen dan tingkat produksi protein. Produksi PIP yang
paling tinggi ditunjukkan oleh klon yang memiliki 12 kopi dari kaset
ekspresi. Adanya batas maksimal dari jumlah kopi kaset ekspresi yang
dicapai untuk produksi PIP kemungkinan besar terkait dengan stres
pada retikulum endoplasma pada saat pemrosesan atau modifikasi
protein berlangsung (Inan dkk., 2006).

Konstruksi klon yang memiliki beberapa kopi kaset ekspresi
dapat dilakukan dengan beberapa metode. Salah satu metode yang
terbukti bermanfaat adalah melalui amplifikasi (perbanyakan) vektor
pasca-transformasi. Pada vektor yang berbasis Zeocin, klon dengan
jumlah kopi gen yang rendah dapat ditumbuhkan berulang pada me-
dium dengan konsentrasi Zeocin yang ditingkatkan secara bertahap
(Sunga & Cregg, 2004).

Jumlah kopi gen dapat ditentukan dengan analisis Southern blot
yang sejauh ini merupakan metode yang lazim digunakan. Namun,
metode tersebut sangat menyita waktu dan cukup sulit dilakukan
serta membutuhkan DNA genom dalam jumlah besar.

3. Proses Fermentasi untuk Sekresi Prekursor Insulin oleh P.
pastoris

Sistem ekspresi dengan P. pastoris memanfaatkan promoter alkohol
oksidase (AOX1) yang dapat diinduksi dengan metanol. Promoter
tersebut mengontrol ekspresi gen yang menyandi enzim alkohol
oksidase dan merupakan enzim yang mengatalisis langkah pertama
dalam metabolisme metanol (Cregg dkk., 1993). P. pastoris memiliki
kemampuan dalam tingkat ekspresi protein yang tinggi, sekresi pro-
tein ekstraseluler yang efisien serta untuk tumbuh sampai kepadatan
sel yang tinggi dalam medium minimal di dalam bioreaktor.
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Meskipun ekspresi protein heterolog oleh P. pastoris dapat dilaku-
kan dengan kultur yang menggunakan labu kocok (labu Erlenmeyer),
tingkat produksi protein yang lebih tinggi dapat diperoleh dengan
kultur yang menggunakan fermentor. Medium mineral untuk kultur
P. pastoris yang umumnya terdiri atas gliserol atau metanol, biotin,
senyawa-senyawa garam dan trace elements cukup ekonomis dan
terdefinisi (Stratton dkk., 1998) sehingga khamir tersebut sangat
ideal untuk produksi protein dalam skala besar dengan fermentor.
Hanya dengan menggunakan fermentor, parameter-parameter
seperti nilai pH, aerasi, dan penambahan sumber karbon atau in-
duser dapat dikontrol secara tepat sehingga sangat mungkin untuk
memperoleh kepadatan sel yang sangat tinggi (400 g/L berat sel
basah yang setara dengan 100 g/L berat sel kering) (Lin-Cereghino
dkk., 2002). Perpindahan dari kultur dengan labu kocok ke kultur
dengan fermentor dalam skala kecil pasti membutuhkan optimisasi
ulang sejumlah kondisi kultur yang tidak dapat dielakkan. Namun,
parameter-parameter kondisi kultur yang telah ditetapkan pada kultur
dengan fermentor skala kecil umumnya hanya membutuhkan sedikit
pengaturan lebih lanjut pada saat peningkatan skala (scale-up) ke
volume kultur yang lebih besar.

Kultur dengan fermentasi fed-batch umumnya lebih disukai
sebagai cara kultur untuk mencapai kepadatan sel yang tinggi dengan
kontrol yang lebih mudah (Gambar 4.6). Terdapat tiga tahap proses
yang lazim digunakan untuk produksi protein rekombinan oleh P,
pastoris dengan fermentasi fed-batch. Pada tahap pertama, P. pastoris
yang telah ditransformasi dengan gen penyandi protein yang akan
diproduksi ditumbuhkan terlebih dahulu sampai tingkat kepadatan
sel yang diharapkan dengan menggunakan gliserol sebagai sumber
karbon. Pada tahap ini, gliserol digunakan sebagai substrat untuk
pertumbuhan. Oleh karena itu, sel dengan gliserol menunjukkan laju
pertumbuhan spesifik yang lebih tinggi dibandingkan pertumbuhan
dengan metanol (0,18 L/jam dengan gliserol dibanding dengan 0,14
L/jam dengan metanol) (Potvin dkk., 2012). Pertumbuhan dengan
gliserol berlangsung kira-kira selama 24 jam, dan biasanya diawali
dengan konsentrasi gliserol sebesar 40 g/L karena konsentrasi gliserol
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yang lebih tinggi dapat menghambat pertumbuhan (Cos dkk., 2006).
Tahap kedua dimulai ketika konsentrasi awal gliserol yang diberikan
telah dikonsumsi. Tahap kedua ini biasa disebut sebagai fase transisi
fed-batch, di mana gliserol ditambahkan ke dalam kultur dengan laju
yang tidak membatasi pertumbuhan untuk meningkatkan konsentrasi
biomassa dan untuk menyiapkan sel ke tahap induksi. Pada tahap
ketiga, fase induksi atau fase produksi protein diawali dengan penam-
bahan metanol ke dalam kultur dengan laju yang rendah untuk me-
mungkinkan adaptasi sel ke metanol. Dalam hal ini, metanol berfungsi
sebagai inducer dan juga sebagai satu-satunya sumber karbon. Laju
penambahan metanol kemudian ditingkatkan sampai diperoleh laju
pertumbuhan dan produksi protein yang diharapkan (Lin-Cereghino
dkk., 2002; Potvin dkk., 2012). Selama proses pembentukan biomassa
dan fase produksi protein, amonia digunakan untuk mengontrol nilai
pH, dan pada saat yang sama, juga berfungsi sebagai sumber nitrogen.

Proses fermentasi dengan P. pastoris memiliki beberapa keung-
gulan dibandingkan sistem ekspresi lainnya, tetapi langkah-langkah
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Gambar 4.6 Skema fermentasi fed-batch untuk produksi prekursor insulin
oleh P. pastoris.
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untuk meningkatkan efisiensi dan memaksimalkan produksi protein
rekombinan dalam bioreaktor masih tetap diperlukan. Langkah-
langkah yang dapat dilakukan meliputi optimasi komposisi awal
dari medium kultur maupun parameter fisik dan kimiawi (nilai pH,
suhu, dan kandungan oksigen terlarut) dalam proses fermentasi serta
strategi dalam penambahan metanol.

4. Proses Pemurnian Prekursor Insulin

Beberapa metode yang berbeda telah digunakan untuk pemurnian
prekursor insulin dari medium kultur (Tabel 4.5). Salah satu metode
yang digunakan adalah expanded bed adsorption (EBA). Metode
tersebut memungkinkan pemisahan prekursor insulin dari medium
kultur tanpa harus memisahkan sel dari medium kultur, misalnya
dengan sentrifugasi atau filtrasi sehingga proses hilir dapat dipermu-
dah. Agar prekursor insulin yang memiliki nilai pI teoretis 4,74 dapat
terikat oleh resin yang digunakan, medium kultur perlu diencerkan
dan diasamkan atau diturunkan nilai pH-nya terlebih dahulu. Resin
yang dapat digunakan dalam EBA, misalnya Streamline SP XL yang
disetimbangkan dengan larutan dapar bernilai pH rendah (pH 2-3).
Setelah pemuatan dan pencucian kolom untuk menghilangkan pengo-
tor, elusi prekursor insulin dari resin dapat dilakukan dengan larutan
dapar, seperti Tris/HCI pH 8,0 (Brixius dkk., 2006) atau dengan larutan
garam seperti NaCl (Gurramkonda dkk., 2010). Dengan metode ini,
prekursor insulin dapat dimurnikan hingga tingkat kemurnian 97%
meskipun tingkat perolehan kembali tidak tinggi (55%) (Gurram-
konda dkk., 2010).

Nilai pI dari prekursor insulin yang rendah juga memungkinkan
pemurniannya dengan kromatografi penukar kation. Kolom yang
berisi resin CM-Sepharose FF dapat digunakan untuk pemurnian
prekursor insulin yang disekresikan oleh P, pastoris ke dalam medium
kultur (Xie dkk., 2008). Sebelum proses pemurnian, sel P. pastoris di-
pisahkan terlebih dahulu dari medium kultur dengan filtrasi. Prekursor
insulin dapat dimurnikan dengan tingkat kemurnian hingga 97% dan
tingkat perolehan kembali sebesar 97%.
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Pada permukaan protein dari prekursor insulin atau human
insulin terdapat gugus imidazol dari asam amino histidin yang me-
mungkinkan ikatan koordinasi dengan beberapa ion logam, seperti
Cu?*, Ni*, atau Zn**. Sifat alami tersebut dapat dimanfaatkan untuk
pemurnian prekursor insulin dengan menggunakan kromatografi
afinitas pada ion logam terimobilisasi (Immobilized Metal-ion Affinity
Chromatography /IMAC). Sebelum pemurnian dengan IMAC, sel
inang yang digunakan untuk produksi prekursor insulin dipisahkan
terlebih dahulu dengan sentrifugasi dan dilanjutkan dengan filtrasi.
Nilai pH dari supernatan yang diperoleh perlu diatur lebih dahulu
hingga pH 7 sebelum dimasukkan ke dalam kolom IMAC yang telah
dimuati dengan ion logam. Setelah proses pencucian resin dengan
larutan dapar untuk menghilangkan pengotor yang tidak diinginkan,
prekursor insulin dapat dielusi dari kolom IMAC dengan larutan
dapar yang bernilai pH rendah. Dengan menggunakan Sepharose FF

Tabel 4.5. Pemurnian Prekursor Insulin dari Medium Kultur

Inang Tipe Kromatografi dan | Perolehan E;itz:t Daftar
Ekspresi Jenis Matriks Kembali nian Pustaka
. Kromatografi afinitas Nilsson dkk.
E. coli 90% D
1gG-Sepharose (1996)
. Expanded bed adsorption Brixius dkk.
S. cerevisiae - 88% TD
Streamline SP (XL) (2006)
Kromatografi adsorpsi Wang dkk.
. dan filtrasi gel (2001)
P. pastoris - >80% 60%
Amberlite XAD-7 dan
Sephadex G50
Kromatografi penukar Xie dkk. (2008)
P. pastoris kation 97% 97%
CM-Sepharose FastFlow
- o Expanded bed adsorption o 979 Gurramkonda
) pastoris
& Streamline SP (XL) y °  dkk. (2010)
oo IMAC 95% 96% Gurramkonda
) ]
4 Cu?*-Sepharose FastFlow i ° dkk. (2010)

Sumber: dari berbagai sumber
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yang dimuati dengan ion Cu** dan elusi dengan larutan dapar fosfat
dengan nilai pH 3,15, prekursor insulin dapat dimurnikan hingga
tingkat kemurnian 96% dan tingkat perolehan kembali sebesar 95%
(Gurramkonda dkk., 2010).

5. Pengubahan Prekursor Insulin Menjadi Insulin

Prekursor insulin yang telah dimurnikan dengan salah satu metode
yang disebutkan sebelumnya, kemudian dapat diubah menjadi hu-
man insulin melalui proses transpeptidasi secara enzimatik dengan
menggunakan enzim tripsin dan O-tert-butyl-L-threonine tert-butyl
ester (atau disingkat sebagai H-Thr[tBu]-OtBu). Proses transpeptidasi
enzimatik tersebut dapat dilakukan dengan dua metode, yaitu metode
transpeptidasi satu tahap dan metode transpeptidasi dua tahap.

Pada proses transpeptidasi satu tahap, prekursor insulin yang
masih mengandung peptida pemisah EEAEAEAEPK dan peptida
penghubung AAK atau EWK, diubah menjadi human insulin ester
(human insulin yang sudah mengandung Thr-B30 yang masih sebagai
tert-butyl ester). Pengubahan tersebut dilakukan dengan mengguna-
kan konsentrasi tripsin dan H-Thr[tBu]-OtBu untuk menjamin rasio
konversi yang tinggi (Xie dkk., 2008; Gurramkonda dkk., 2010).
Dalam proses transpeptidasi satu tahap, terdapat dua reaksi utama.
Reaksi pertama adalah pemotongan oleh enzim tripsin di tiga tempat
untuk memisahkan peptida pemisah EEAEAEAEPK dan peptida
penghubung AAK atau EWK dari prekursor insulin sehingga diper-
oleh human insulin Des30 (human insulin tanpa Thr-B30), sedangkan
reaksi kedua adalah pengikatan H-Thr[tBu]-OtBu dengan Lys-B29
dari insulin Des30 secara enzimatik oleh tripsin untuk memperoleh
human insulin ester. Tingkat konversi pemotongan yang rendah dari
prekursor insulin menjadi insulin Des30 pada kondisi reaksi yang
digunakan menyebabkan tingkat konversi transpeptidasi satu tahap
berada di kisaran 40%. Dalam reaksi transpeptidasi satu tahap dengan
tripsin, proses pemotongan dan pengikatan merupakan reaksi yang
reversibel. Pada proses pemotongan terjadi hidrolisis atau pemotong-
an ikatan peptida, sedangkan pada proses pengikatan terjadi sintesis
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atau pembentukan ikatan peptida oleh tripsin. Rasio antara tripsin
dan prekursor insulin pada reaksi transpeptidasi satu tahap umumnya
tidak lebih rendah dari 1:5 (Liu dkk., 2014).

Pada umumnya, kondisi reaksi untuk proses transpeptidasi satu
tahap dipilih sedemikian rupa agar mendekati kondisi optimum untuk
proses pembentukan ikatan peptida yang sangat berbeda dengan
kondisi reaksi untuk proses pemotongan oleh tripsin (Gurramkonda
dkk., 2010; Liu dkk., 2014). Karena kondisi untuk reaksi pemotongan
kurang menguntungkan, proses pemotongan prekursor insulin men-
jadi insulin Des30 berlangsung lambat sehingga akumulasi insulin
Des30 juga berlangsung lama. Hal ini berakibat pada rendahnya jum-
lah produk akhir yang terbentuk, yakni insulin ester. Di samping itu,
dengan meningkatnya waktu reaksi, terjadi pula peningkatan produk-
produk samping yang terutama merupakan hasil dari pemotongan
non-target pada Arg-B22. Produk-produk samping tersebut, selain
menurunkan efisiensi pengubahan prekursor insulin menjadi insulin
ester, juga akan menyulitkan proses pemurnian human insulin ester
yang merupakan produk yang diharapkan untuk diperoleh.

Pada proses transpeptidasi dua tahap, pemotongan prekursor in-
sulin menjadi insulin Des30 oleh tripsin dan pengikatan H-Thr[tBu]-
OtBu pada ujung Lys-B29 dari insulin Des30 oleh tripsin dilakukan
secara terpisah, masing-masing menggunakan kondisi reaksi yang
berbeda (Liu dkk., 2014). Proses pemotongan oleh tripsin lebih baik
dilakukan dengan menggunakan larutan berbasis air sebagai pelarut
atau larutan yang mengandung pelarut organik dalam konsentrasi
yang rendah. Dalam kondisi pelarut tersebut, proses hidrolisis atau pe-
motongan rantai peptida oleh tripsin menjadi lebih efektif. Sebaliknya,
agar proses pengikatan atau pembentukan ikatan peptida oleh tripsin
dapat berlangsung optimal, reaksi untuk pengikatan H-Thr[tBu]-
OtBu pada Lys-B29 dari insulin Des30 lebih baik dilakukan dalam
larutan yang mengandung sedikit air atau dengan konsentrasi pelarut
organik (misalnya 1,4-butendiol, dimetilsulfoxid (DMSO) atau (N,N)-
dimetilasetamid) yang tinggi. Proses pengikatan juga akan lebih efektif
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apabila salah satu reaktan, dalam hal ini H-Thr[tBu]-OtBu, disediakan
secara berlebih (Liu dkk., 2014).

G. Penutup

Peningkatan jumlah penderita penyakit diabetes akan diikuti pula
dengan peningkatan kebutuhan insulin. Untuk memenuhi kebutuhan
insulin yang terus meningkat, teknologi DNA rekombinan dengan
menggunakan inang prokariotik (seperti E. coli) maupun eukariotik
(seperti S. cerevisiae) cukup menjanjikan untuk produksi insulin
yang lebih efisien dan dalam jumlah yang lebih besar dibandingkan
produksi insulin konvensional dari pankreas hewan ternak, seperti
sapi dan babi. Selain S. cerevisiae, khamir metilotropik P. pastoris telah
banyak digunakan sebagai inang alternatif untuk berbagai produk
biofarmasetik, termasuk insulin. P. pastoris menawarkan kelebihan
yang sama dengan S. cerevisiae dalam efisiensi dan produktivitas yang
tinggi dalam sekresi insulin. Protein heterolog yang diekspresikan di
P, pastoris bahkan tidak mengalami hiperglikosilasi dan lebih cocok
untuk aplikasi terapeutik pada manusia dibandingkan protein yang
diproduksi di S. cerevisiae. Untuk produksi HI di P. pastoris, kaset
ekspresi yang digunakan terdiri dari faktor a, peptida pemisah (spacer
peptide), HI rantai B, peptida penghubung (linker peptide), dan HI
rantai A. Beberapa pendekatan yang dilakukan untuk meningkatkan
produksi HI pada P. pastoris adalah rekayasa pada komponen pe-
nyusun kaset ekspresi (seperti pada bagian faktor a dan pemilihan
peptida penghubung), pengaturan jumlah salinan kaset ekspresi yang
terintegrasi ke dalam kromosom P. pastoris dan pada produksi HI
skala fermentor dilakukan variasi komposisi media, terutama dalam
penggunaan gliserol dan penambahan metanol.
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Interferon Alfa-2a: Protein Terapeutik
untuk Penanganan Hepatitis

dan Kankers
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dan Andri Wardiana

A. Interferon: Sejarah Penemuan dan Klasifikasi

Sejak pertama kali ditemukan pada sekitar tahun 1950, Interferon
(IFN) menjelma menjadi protein terapeutik populer yang terus
mengalami perkembangan. IFN yang potensinya disebut sebagai
“cahaya fajar” dari obat berbasis protein rekombinan, telah digunakan
selama lebih dari tiga dasawarsa dalam mengobati berbagai penyakit.
Sejak tahun 1930, telah diketahui fenomena viral interference dalam
bidang virologi, ketika infeksi yang disebabkan oleh virus avirulen atau
virus yang dilemahkan dapat melindungi sel dari infeksi virus aktif dan
bersifat virulen. Penemuan IFN pertama kali diinisiasi oleh Nagano
dan Kojima pada 1954 yang melaporkan keberadaan bahan yang
bersifat viral interference dari kelinci yang terinfeksi virus (Kontsek
& Kontsekova, 1997). Pada 1957, Alick Isaac dan Lindenmann,
dua peneliti asal National Institute of Health, berhasil mengisolasi
bahan tersebut dari sel ayam yang diinfeksi oleh virus influenza
yang dilemahkan. Pada 1959, IEN juga dilaporkan memiliki aktivitas
antivirus terhadap virus polio yang dilemahkan. Pemurnian terhadap
IFN kemudian berhasil dilakukan pada kurun waktu 1978-1981 dan
menjadi dasar penelitian untuk pengembangan IFN dalam bentuk
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rekombinan. Tahun tersebut juga ditandai dengan konfirmasi gen-gen
penyandi IFN sekaligus menjadi pembuktian aktivitas IFN sebagai
antivirus (Pestka, 2007). IFN kemudian menjadi molekul yang banyak
dipelajari aktivitasnya untuk keperluan terapi.

Protein IFN dihasilkan oleh sel sebagai respons terhadap paparan
virus, bakteri, dan antigen asing. Klasifikasi IFN didasarkan pada
reseptor yang dapat dikenali pada permukaan sel target (Ningrum,
2014). Tipe I adalah kelompok IFN yang dapat mengenali reseptor
IFNARI1 dan IFNAR2, tipe II adalah IFN yang mengenali reseptor
IFNGR1 dan IFNGR2, dan IFN tipe III adalah IFN yang mengenali
komplek reseptor IL1I0R2 dan IFNLRI. Tipe I terdiri atas berbagai
sub-tipe IFN yang memiliki kemiripan asam amino penyusunnya
sebesar 30-80%, yaitu IFN a, IFNP, IFNk, IFNe dan IFNw. Tipe II
terdiri atas IFNYy. Tipe III terdiri atas IFNA. IFN tipe I dan II tersebut
sangat berperan dalam regulasi dan aktivasi respons sistem imun.
Keberadaan IFN I dan IIT dapat diinduksi oleh virus, sementara IFN
tipe II diinduksi oleh sitokin (Vilcek, 2006; Kalliolias & Ivashkiv,
2010; Hermant & Michiels, 2014). Subtipe IFNa diketahui memiliki
aktivitas biologis yang luas, yakni sebagai antivirus, antiproliferasi,
dan imunomodulator.

Saat ini, diketahui terdapat 23 jenis dari IFNa. Jenis yang paling
banyak dikenal adalah IFNa-2a dan IFNa-2b. Kedua molekul tersebut
adalah protein yang tersusun atas 165 asam amino dengan bobot
molekul 19 kDa serta memiliki gugus gula berupa glikosilasi O yang
terletak pada asam amino treonin posisi 106. Struktur molekul IFNa-
2a dan IFNa-2b sangat mirip dan hanya dibedakan oleh satu asam
amino saja, yaitu posisi 23 berupa asam amino lisin pada IFNa-2a
dan arginin pada IFNa-2b (Wang dkk., 2015; Ningrum, 2014). Saat
ini, IFNa2a telah banyak digunakan untuk terapi beberapa tipe
kanker, seperti hairy cell leukemia, non-hodgkin lymphoma, renal cell
carcinoma, chronic myelogenous leukemia, T-cell lymphoma, serta
penyakit hepatitis C (Jonasch & Haluska, 2001).
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B. Karakteristik dan Mekanisme Kerja Interferon
Alfa-2a

Struktur tiga dimensi IFNa-2a dilaporkan pertama kali oleh F.
Hoffman-LaRoche pada 1997 (Klaus dkk., 1997). Secara umum, sifat
IFNa-2a adalah sedikit asam dan molekulnya diketahui memiliki
dua buah ikatan disulfida yang dibentuk oleh sistein posisi 1 dan 98
serta posisi 29 dan 138 (Neves dkk., 2004). Struktur molekul IFNa-2a
terdiri atas lima buah a-heliks yang dinamakan heliks A sampai E
(Gambar 5.1). Terdapat empat daerah penting yang berfungsi sebagai
tempat pengikatan reseptor. Daerah tersebut terdiri atas asam amino
di daerah A (Metionin posisi 16 sampai Serin posisi 28), AB (Sistein
posisi 29 dan Fenilalanin posisi 36), C (Glutamin posisi 78 sampai
aspartat posisi 95) dan D (Tirosin posisi 122 sampai Alanin posisi
139) (Klaus dkk., 1997).

Sumber: Wardiana & Ningrum (2015)
Gambar 5.1 Struktur Tiga Dimensi IFNa-2a
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Mekanisme kerja IFNa-2a diinisiasi oleh paparan sel terhadap
senyawa asing (virus, bakteri, antigen, mitogen). Sel yang terinfeksi
menghasilkan IFN dan IFN yang dilepaskan berikatan dengan sel
sekitarnya serta memberikan efek proteksi terhadap paparan senyawa
asing. Pengikatan molekul IFN pada reseptornya mengaktifkan jalur
transduksi sinyal dalam sel yang pada akhirnya menghasilkan efek
biologis tertentu. Secara sederhana, mekanisme kerja IFN dapat
dilihat pada Gambar 5.2. Secara detail, interaksi IFNa-2a dengan
reseptornya (IFNAR1 dan IFNAR2), mengaktifkan protein tyrosine
kinase (TYK-2) dan janus activated kinase (JAK-1). Selanjutnya, TYK-
2 dan JAK-1 mengaktifkan protein signal transducer and activator
of transduction (STAT-1 dan STAT-2) yang membentuk kompleks
dengan protein IFN-stimulated gene factor 3 (ISGF-3). Kompleks
tersebut ditranslokasi ke dalam inti sel dan berikatan dengan daerah
interferon stimulating response element (ISRE), seperti terlihat pada
Gambar 5.3 (Wardiana & Ningrum, 2015; Ningrum, 2014). Pengikatan
ini mengaktifkan gen-gen yang berperan dalam aktivitas antivirus,
antiproliferasi, dan modulasi respons imun. Studi pada sel kanker
melanoma (WM9) mengungkap bahwa IFNa-2a meregulasi lebih
dari 300 jenis gen dalam sel (Samuel, 2001).

Efek
antiproliferasi

Efek antivirus

Efek imunomodulasi

Sumber: Wardiana & Ningrum (2015); Ningrum (2014)
Gambar 5.2 Mekanisme Kerja Interferon
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Sumber: Ningrum (2014)
Gambar 5.3 Aktivasi Jalur Transduksi Sinyal JAK-STAT

Aktivasi jalur transduksi sinyal JAK-STAT dapat menghasilkan
aktivitas biologis dalam sel. Efek antiproliferasi terhadap sel kanker
terjadi melalui aktivitas langsung dan tidak langsung. Aktivitas
tidak langsung terjadi melalui aktivasi sistem imun, sementara
aktivitas langsung terjadi melalui penghambatan pertumbuhan sel
melalui produksi protein-protein yang berintervensi ke dalam jalur
pembelahan sel mitogen activated protein kinase (MAPK), contohnya
protein p21 dan p27. Aktivitas langsung dapat juga terjadi melalui
induksi kematian sel (apoptosis) dengan meningkatkan ekspresi gen
pengkode kelompok protein caspase (Bazhanova, 2005; Bekisz dkk.,
2010). Efek antivirus juga terjadi secara langsung maupun tidak
langsung. Aktivitas langsung terjadi melalui produksi protein-protein
antivirus, yaitu MxA dan GBP (inhibitor transport nukleokapsid
dan sintesis RNA virus), 2’-5" OAS (pendegradasi RNA virus), dan
PKR (inhibitor translasi protein virus). Sementara itu, aktivitas tidak
langsung terjadi melalui produksi protein-protein yang terlibat dalam
pemrosesan dan presentasi antigen dalam sel, aktivasi sel T, pergerakan
sel limfosit, dan fungsi efektor dalam sistem imun. Aktivitas tersebut
akan meningkatkan kemampuan imunitas bawaan (sel natural killer)
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dan imunitas dapatan (sel T CD4* dan CD8") terhadap virus yang
menginfeksi sel (Samuel, 2001; Gao dkk., 2004).

C. Penggunaan IFN-2a sebagai Obat Biosimilar

Pada 1986, Food and Drug Administration (FDA) menyetujui peng-
gunaan golongan IFN alfa (IFNa) sebagai obat pertama berbasis
imunoterapi kanker untuk penanganan penyakit hairy cell leukemia,
follicular non-hodgkin lymphoma, melanoma, dan AIDS-related
kaposi’s sarcoma. FDA kemudian menyetujui produk IFNa-2b
komersial, yakni Intron, sebagai obat hepatitis C pada 1991 dan
hepatitis B pada 1992. Varian lainnya, yakni IFNa-2a (Roferon A,
Roche), memperoleh persetujuan untuk digunakan pada terapi
hepatitis C pada 1996 (Jonasch & Haluska, 2001). Pada 2007, paten
untuk produksi IFNa-2a habis sehingga Roferon menjadi produk
inovator dan memungkinkan perusahaan lain untuk memproduksi
molekul protein yang sama sebagai biosimilar. Saat ini, terdapat 2
produk IFNa-2a, yaitu Roferon-A dan Pegasys yang diproduksi oleh
Roche (Reddy dkk., 2002). Pegasys merupakan generasi kedua dari
Roferon yang memiliki total nilai pendapatan mencapai 1582 juta US$
pada 2010 atau lebih dari tujuh kali lipat dibandingkan Roferon. Saat
ini, terdapat beberapa produk biosimilar IFN yang sudah dipasarkan
ataupun yang masih dalam proses pengujian (Mohamed & Redwan,
2014).

IFNa-2a telah digunakan untuk mengatasi berbagai penyakit,
seperti hepatitis B dan C kronis, kanker paru-paru, hairy cell leukemia,
chronic myelogenous leukemia (CML), renal cell carcinoma, melanoma,
hemangioma, colorectal carcinoma, T-cell atau B-cell lymphoma dan
esophageal carcinoma (Jonasch & Haluska, 2001). Terapi menggunakan
IFNa-2a dilakukan secara tunggal atau dikombinasikan dengan obat
lain. Pada pengobatan hepatitis B, IFNa-2a dikombinasikan dengan
analog nukleos(t)ida, seperti lamivudin, telbivudin, entecavir, adefovir,
atau tenofovir. Pada pengobatan hepatitis C, IFNa-2a dikombinasikan
dengan analog nukleos(t)ida, seperti ribavirin, sofosbuvir, simeprevir,
daclatasvir, sofosbuvir/ledipasvir, parotaprevir/ombitasvir/ritonavir
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dan dasabuvir (Wardiana & Ningrum, 2015). Kombinasi dengan obat
antikanker, seperti interleukin-2, 5-fluorouracil, cisplatin, rituximab,
vinblastine, atau retinoic acid digunakan pada terapi berbagai tipe
kanker.

Meskipun IFNa-2a memiliki aktivitas biologis yang luas sebagai
antihepatitis dan antikanker, penggunaan IFNa-2a masih memiliki
keterbatasan (Ningrum dkk., 2017). Keterbatasan IFNa-2a adalah
waktu paruh eliminasi plasma pendek akibat klirens ginjal yang
cepat. Karakteristik IFNa2a yang memiliki bobot molekul 19 kDa
dan titik isoelektrik 6 menyebabkan IFNa2a memiliki jalur utama
eliminasi melalui klirens ginjal pada proses filtrasi oleh glomerulus.
Filtrasi tersebut bersifat selektif terhadap ukuran dan muatan. Filter
glomerulus terdiri atas tiga lapisan, yaitu lapisan endotel, membran
basal, dan slit diafragma. Membran basal glomerulus terdiri atas
protein berukuran besar, seperti laminin, kolagen tipe IV, entaktin,
dan proteoglikan sulfat. Proteoglikan sulfat memiliki muatan negatif
serta berkontribusi dalam selektivitas muatan. Sementara itu, slit
diafragma memiliki ukuran pori-pori 4x14 nm sehingga berperan
pada selektivitas ukuran. Protein yang memiliki ukuran kurang dari
30 kDa dan cenderung bermuatan positif akan mudah dieliminasi
oleh sistem bersihan ginjal (Tryggvason & Wartiovaara, 2005; Sola
& Griebenow, 2011; Kanwar dkk., 2007).

Produk komersial IFNa-2a, Roferon A, memiliki waktu paruh
eliminasi 5 jam. Konsekuensi dari waktu paruh yang pendek adalah
waktu tinggal rata-rata dalam tubuh (mean residence time atau
MRT) menjadi singkat sehingga frekuensi terapi harus ditingkatkan.
Konsentrasi efektif obat diperoleh melalui frekuensi pemberian tiga
kali per minggu selama 24 sampai 48 minggu untuk pengobatan
hepatitis, dan setiap hari selama tiga sampai 10 minggu untuk
pengobatan kanker. Frekuensi pemberian tinggi dan waktu terapi
yang lama dapat menimbulkan fenomena relapse pada penanganan
infeksi virus. Selain itu, efek samping yang dirasakan saat konsentrasi
maksimal dalam tubuh terjadi berulang kali. Efek samping yang
banyak dirasakan penderita terjadi dari tingkat menengah sampai
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tingkat berat. Efek samping menengah umumnya adalah demam,
kelelahan, sakit kepala, mialgia, alopecia, dan reaksi tak nyaman pada
tempat injeksi. Efek samping berat adalah gangguan mental dengan
keinginan bunuh diri, gangguan jantung, dan penurunan sel darah
putih (FDA, 2008).

Strategi peningkatan waktu paruh eliminasi IFNa-2a telah
dilakukan dengan berbagai macam pendekatan modifikasi protein.
Salah satu pendekatan modifikasi protein yang paling berhasil adalah
modifikasi peningkatan bobot molekul protein melalui konjugasi
dengan polietilen glikol (PEG). Produk komersial yang telah tersedia
di perdagangan adalah PEGASYS (Hoffman La Roche). Produk
terpegilasi dari IFNa-2a dapat meningkatkan waktu paruh eliminasi
menjadi 70 jam (Reddy dkk., 2002). Hal ini menyebabkan frekuensi
pemberian terapi menjadi sekali seminggu. Modifikasi lain yang dapat
dilakukan adalah peningkatan bobot molekul melalui fusi dengan
albumin (Subramanian dkk., 2007), pengubahan muatan protein
menjadi lebih negatif melalui substitusi asam amino protein (Ningrum
dkk., 2012), dan glikosilasi (Ceaglio, 2008). Saat ini, belum tersedia
produk komersial dari ketiga pendekatan modifikasi tersebut.

Kedua jenis I[FNa-2a (bentuk non-modifikasi dan bentuk ter-
modifikasi) digunakan dalam monoterapi maupun terapi kombinasi
dengan obat lain. Dosis yang banyak digunakan untuk terapi hepatitis
adalah 180 pg per minggu sebagai monoterapi atau dikombinasikan
dengan analog nukleos(t)ida sebesar 100-1200 mg selama 48 minggu.
Pada terapi hepatitis C, dilaporkan bahwa penggunaan hIFNa-2a lebih
efektif dibandingkan dengan hIFNa2b. Berikut adalah rangkuman
dari beberapa penggunaan IFNa-2a pada berbagai penyakit (Tabel
5.1).
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Tabel 5.1 Dosis dan Pemberian IFNa-2a pada Berbagai Penyakit

Jenis
u Penyakit DOsis dan pemberian

Hepatitis B IFNa-2a terpegilasi 180 ug per European
minggu diberikan secara sub kutan  Association for
selama 48 minggu, dapat dikombi- Study of the Liver
nasikan dengan: analog nukleosida  (2017)
lamivudin (100 mg), telbivudine
(600 mg), entecavir (0,5 mg) analog
nukleotida adevovir (10mg), teno-
fovir disoproxil fumarate (245mg),
tenofovir alafenamide (25mg).

2 Hepatitis C IFNa-2a terpegilasi 180 pg Rumi, dkk. (2010),
perminggu dan ribavirin 800-1200 Ascione dkk.
mg per hari selama 24 sampai 48 (2010), European
minggu Association for
Study of the Liver
(2015)
3 Renalcell IFNa-2a 3 juta unit sebanyak tiga Pyrhonen (2004)
carcinoma kali seminggu untuk satu minggu,

kemudian 18 juta unit sebanyak tiga
kali seminggu untuk minggu-minggu
berikutnya selama 12 bulan, diberi-
kan secara sub kutan

Untuk pasien yang tidak dapat
menoleransi terapi, dosis diturunkan
menjadi 9 juta unit

4 Hairy cell IFNa-2a sebanyak 3 juta unit, Smith dkk. (1991)
leukemia diberikan secara sub kutan, setiap
hari selama 6 bulan
5 Chronic IFNa-2a terpegilasi sebanyak 90ug Preudhomme dkk.
myelogenous yang dikombinasikan dengan (2010)
leukemia imatinib 400 mg per hari selama 12
(CML) bulan
6 Melanoma IFNa-2a sebanyak 3 juta unit Grob dkk. (1998)
diberikan tiga kali seminggu selama
18 bulan
7 Hemangioma IFNa-2a sebanyak 1 juta unit per m*> Ricketts, Hatley,
area per hari dan 3 juta unit selan- Corden, Sabio, &

jutnya selama 5-11 bulan, diberikan  Howell (1994)
tiga kali seminggu secara sub kutan
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Jenis
m Penyakit BOsis dan pemberian

Colorectal IFNa-2a sebanyak 9 juta unit per m?  Dufour dkk. (1996)
carcinoma diberikan tiga kali seminggu dikom-

binasikan dengan 5 fluorourasil 750

mg setiap hari, selama 12 bulan

9 T-cell atau T cell lymphoma: Olsen dkk. (1989)
B-cell IFNa-2a sebanyak 3 juta unit atau
lymphoma sampai 36 juta unit diberikan secara
intramuskular, setiap hari selama 10
minggu Cozzio (2006)
B cell lymphoma: IFNa-2a sebanyak
3 juta unit tiga kali seminggu selama
12 bulan

Sumber: Dari berbagai sumber.

D. Teknologi Produksi Interferon Alfa-2a

Teknologi DNA rekombinan merupakan hal terpenting dalam
produksi protein terapeutik. Kebutuhan terhadap IFNa-2a mengalami
peningkatan setiap tahun sehubungan dengan status Indonesia sebagai
negara dengan peringkat ketiga penderita hepatitis terbanyak di dunia
(Kemenkes, 2014). Hal ini juga disebabkan oleh jumlah penderita
kanker di Indonesia yang mencapai 21,6 juta jiwa (Kemenkes, 2015).
Kondisi tersebut menempatkan IFNa-2a sebagai protein terapeutik
yang menjadi salah satu andalan dalam terapi. Namun, hingga saat
ini, kebutuhan dan ketersediaan IFNa-2a di Indonesia masih dipenuhi
melalui jalur impor karena belum ada perusahaan farmasi dalam negeri
yang memproduksi protein tersebut. Berbagai upaya telah dilakukan
Pemerintah Republik Indonesia untuk memberikan solusi terhadap
pemenuhan kebutuhan bahan baku obat. Paket Kebijakan Ekonomi
XI mendorong pengembangan industri farmasi melalui Instruksi
Presiden Nomor 6 Tahun 2016 tentang Percepatan Pengembangan
Industri Farmasi dan Alat Kesehatan. Selanjutnya, Peraturan Menteri
Kesehatan Republik Indonesia Nomor 17 Tahun 2017 memaparkan
rencana aksi pengembangan industri farmasi dan alat kesehatan yang
salah satunya terdapat skenario pengembangan produk bioteknologi.
Skenario tersebut menyatakan bahwa interferon termasuk salah satu

138 Pengembangan Obat Biologi ...



produk protein terapeutik yang fokus dikembangkan pada tahun
2019-2021 (Permenkes No. 7, 2017). Dengan adanya berbagai
upaya tersebut, ketersediaan dan pemenuhan kebutuhan dalam
negeri diharapkan dapat segera dicapai. Saat ini terdapat beberapa
produk IFNa-2a komersial yang dipasarkan secara global, termasuk
di Indonesia. Produk nonmodifikasi IFNa-2a dikenal sebagai produk
generasi pertama, sementara produk termodifikasinya disebut sebagai
produk generasi kedua.

1. Roferon-A

Roferon-A merupakan protein rekombinan IFNa-2a yang serupa
dengan bentuk natif IFNa-2a yang dihasilkan oleh sel leukosit.
Roferon-A merupakan originator produk komersial dan generasi
pertama IFNa-2a yang diproduksi oleh Hoffman LaRoche. Roferon-A
dihasilkan melalui sistem ekspresi prokariot, yakni bakteri Escherichia
coli (Baron & Narulla, 1990). Menurut Wardiana & Ningrum (2015),
terdapat tiga tahap produksi Roferon-A, sebagai berikut.

a. Kloning gen penyandi protein IFNa-2a.

Gen penyandi IFNa pertama kali diisolasi dari sel leukosit manusia dan
dikloning pada 1980. Hal ini kemudian menjadi awal terpetakannya
urutan nukleotida kelompok gen penyandi protein IFNa. Pada tahap
kloning, cDNA penyandi IFNa-2a disisipkan ke dalam suatu vektor
pembawa, yakni pBR322, agar dapat dimasukkan atau ditransformasi
ke dalam bakteri Escherichia coli.

b. Ekspresi gen penyandi protein IFNa-2a dalam sistem prokariot

Vektor rekombinan pBR322 yang membawa materi genetik penyandi
IFNa-2a selanjutnya ditransformasi ke dalam sel bakteri Escherichia
coli. Ekspresi diregulasi oleh promotor triptofan. Pada kombinasi
penggunaan galur bakteri dan kondisi fermentasi, level ekspresi yang
diperoleh dari satu liter media mencapai 1x10 unit/L. Unit merupakan
satuan aktivitas dari IFN yang ekivalensinya bervariasi tergantung
protein yang dianalisis. Sebagai gambaran, 1 unit interferon gamma
sebanding dengan 0,1 mg protein dan 1 unit insulin sebanding dengan
0,03 mg.
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c. Produksi dan purifikasi protein IFNa-2a

Purifikasi merupakan tahapan terpenting dalam proses hilir. Protein
rekombinan IFNa-2a diekstraksi terlebih dahulu dari sel Escherichia
coli. Proses pemecahan sel diperlukan untuk memperoleh protein
yang diproduksi secara intraseluler. Debris sel kemudian dihilangkan
melalui ultrasentrifugasi. Purifikasi dilakukan menggunakan kroma-
tografi afinitas melalui kolom yang mengandung antibodi monoklonal
spesifik yang dapat mengikat protein rekombinan IFNa-2a. Tahapan
purifikasi selanjutnya adalah kromatografi afinitas berbasis tembaga
dan kromatografi filtrasi gel untuk memperoleh protein IFNa-2a
murni.

Pengujian praklinis berupa aktivitas antivirus terhadap rhinovirus,
herpes, dan encephalomyocarditis menunjukkan bahwa Roferon A
memiliki aktivitas yang tidak berbeda secara bermakna dengan bentuk
natif dalam tubuh. Namun, aktivitas antiproliferasinya bergantung
pada sensitivitas lini sel kanker yang diuji. Analisis farmakokinetik
menunjukkan bahwa waktu paruh eliminasi dalam tubuh adalah
1,8-4,8 jam, sedangkan uji toksisitas akut dan sub-kronis menyatakan
bahwa Roferon tidak menimbulkan efek samping yang tidak
diharapkan. Pengujian klinis menunjukkan efek yang baik sebagai
antivirus pada kasus hepatitis C (Cirelli & Tyring, 1995; Dorr, 1993)
dan imunomodulator pada hepatitis B (Haria & Benfield, 1995). Terapi
pada kasus sirosis juga mengalami kemajuan yang signifikan (Haria
& Benfield, 1995). Pada pemberian secara subkutan, waktu paruh
eliminasi mencapai 3 sampai 7 jam ketika terjadi proses eliminasi yang
cepat melalui sistem klirens ginjal pada proses reabsorpsi (Wardiana
& Ningrum, 2015).

2. Pegasys

Pegasys merupakan produk generasi kedua IFNa-2a dari Hoffman
LaRoche. Modifikasi yang dilakukan dari bentuk natifnya adalah
penambahan bobot molekul melalui pegilasi. Pegasys adalah IFNa-2a
yang berikatan dengan Poli Etilen Glikol (PEG) bercabang berukuran
40 kDa sehingga bobot molekul akhirnya 60 kDa. Keuntungan pegilasi
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adalah menaikkan bobot molekul sekaligus menahan degradasi pro-
tein oleh proteolisis enzim sehingga waktu paruh eliminasi meningkat.
Pegilasi dilakukan dengan mengikatkan PEG ke dalam asam amino
target dari IFNa-2a. PEG dapat berikatan pada satu atau beberapa
lokasi dari protein. Pengikatan pada satu lokasi lebih dipilih karena
pegilasi yang berlebih, terutama yang berposisi dekat dengan situs
aktif protein, dapat menurunkan aktivitas protein. PEG diaktivasi
terlebih dahulu dengan menggunakan senyawa kimia lain, contohnya
carbonyl-imidazol sehingga dapat berikatan dengan gugus kimia pada
rantai samping asam amino target. Asam amino target dalam Pegasys
adalah lisin, yang jumlahnya dalam molekul mencapai 11 residu.
Terdapat empat situs pegilasi utama, yaitu lisin posisi 31, 121, 131, dan
134. Hal ini menunjukkan bahwa tidak semua asam amino lisin dapat
berinteraksi dengan dan berikatan dengan PEG. Pegasys mengandung
2 gugus monometoksi PEG yang masing-masing berukuran 20 kDa
(Gambar 5.4).

Pegasys memiliki waktu paruh eliminasi 72 jam. Hal ini menye-
babkan waktu pemberian pada terapi menjadi satu kali seminggu.
Pegasys memiliki aktivitas antivirus yang baik pada pasien yang
terinfeksi virus hepatitis C genotipe 1, yaitu genotipe terganas pada
hepatitis. Studi yang dilakukan oleh Fried dkk. (2002) menunjukkan

ooy
el Fo by

Sumber: Reddy dkk. (2002)

Gambar 5.4 Struktur Kimia Pegasys yang Mengandung Dua Senyawa PEG
Berkurang 20 kDa

Interferon alfa-2a
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efek Pegasys yang lebih baik dibandingkan hIFNa2a nonmodifikasi
pada penanganan hepatitis dengan status fibrosis dan sirosis. Selain
itu, Pegasys juga efektif pada pasien dengan tingkat histologi serius,
yakni sirosis. Kombinasi dengan antivirus lain, seperti ribavirin,
menambah efektivitas Pegasys. Keamanan Pegasys juga sebanding
dengan bentuk natifnya sehingga tidak ada efek samping keamanan
yang berarti.

E. Regulasi Produk IFN-2a

Produk berupa biosimilar ataupun protein terapeutik memiliki
persyaratan yang sangat ketat sebelum dipasarkan secara komersial.
Protein IFNa-2a memiliki berbagai persyaratan untuk memenuhi
kualitas, khasiat, dan keamanan obat. Persyaratan tersebut diatur
dalam beberapa dokumen standar, misalnya British Pharmacopoeia
dan European Medicines Agency (EMEA). Sementara itu, persyaratan
di Indonesia mengikuti panduan umum produk biosimilar dari badan
POM, yaitu Peraturan Kepala BPOM nomor 17 tahun 2015 (Wardiana
& Ningrum, 2015). Menurut British Pharmacopoeia, persyaratan
produk IFNa-2a harus dikarakterisasi secara biologis dan kimia serta
memenuhi konsistensi produk. Sementara itu, urutan asam amino
harus diawali dengan asam amino sistein sehingga asam amino
metionin sebagai asam amino pertama harus dihilangkan. Protein
juga harus memiliki ikatan disulfida yang dibentuk oleh sistein posisi
1 dan 98 serta posisi 29 dan 129 (Gambar 5.5). Secara monografi,
sediaan harus berupa larutan yang jernih, dan tidak berwarna atau
sedikit kekuningan. Potensi yang dipersyaratkan adalah tidak kurang
dari 1,4x10%IU per mg protein atau 2x10°IU per mL protein.

Aktivitas biologis ditentukan berdasarkan kemampuan untuk
menghambat replikasi vesicular stomatitis virus dalam sel MDBK.
Karakterisasi protein ditentukan dengan menetapkan titik isoelektrik
protein dengan metode isoelectric Focusing (IEF) yang berada
pada rentang 5,8 sampai 6,3. Selain itu, dilakukan SDS PAGE pada
kondisi tereduksi untuk karakterisasi bobot molekul sekaligus melihat
keberadaan pengotor. Pengotor tidak boleh melebihi angka 0,2%.
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Interferon Alfa-2 Concentrated Solution

General Notficas
(Ph Eur monograph 1110)

CDLPQTHSLG SRRTLMLLAQ MRX,ISLFSCL KDRHDFGFPQ
——d
EEFGNQFQKA | ETIPVLHEMI QQIFNLFSTK DSSAAWDETL

LDKFYTELYQ QLNDLEACVI QGVGVTETPL MEEDSILAVR
—

KYFOQRITLYL KEKKYSPCAW EVVRAEIMRS FSLSTNLQES

LRSKE

alfa-2a: CoogHyasaMNosrCossSe 19,241  76543-85-9
alfa-2b: CoogH1asaMNoseTassSe 19,289  99210-65-8

Sumber: Commision BP (2009)
Gambar 5.5 Urutan Asam Amino Penyandi Interferon Alfa-2

Sementara itu, related protein atau bentuk lain dari protein target tidak
boleh melebihi angka 3%. Karakterisasi juga dilakukan dengan metode
peptide mapping dengan memberikan protease pada protein dan
menganalisis fragmen-fragmen yang terbentuk. Seluruh hasil harus
sesuai dengan referensi yang digunakan sebagai standar. Persyaratan
lain yang harus dipenuhi adalah endotoksin dengan kadar tidak lebih
dari 100 IU per mg protein (Commision BP, 2009).

European Medicines Agency (EMEA) memiliki standar yang harus
dipenuhi untuk persetujuan produk biosimilar IFNa-2a. Berdasarkan
dokumen nomor EMEA/CHMP/BMWP/102046/2006, pengujian
terhadap produk meliputi pengujian nonklinis (farmakodinamik dan
toksikologi) serta uji klinis (farmakokinetik, farmakokinetik, khasiat,
keamanan, ekstrapolasi dan farmakovigilans). Setiap uji memiliki
dokumen spesifik, sebagai berikut.

1. Guideline on similar biological medicinal products (CHMP/437/04);

2. Guideline on similar biological medicinal products containing
biotechnology-derived proteins as active substance: non-clinical
and clinical issues (EMEA/CHMP/BMWP/42832/2005);
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3. Note for guidance on repeated dose toxicity (CPMP/SWP/1042/99);

Note for guidance on toxicokinetics: A Guidance for assessing
systemic exposure in toxicological studies (CPMP/ICH/384/95);

5. Note for guidance on non-clinical local tolerance testing of medicinal
products (CPMP/SWP/2145/00);

6. Guideline on risk management systems for medicinal products for
human use (EMEA/CHMP 96286/2005);

7. Note for Guidance on Good Clinical Safety Data Management:
Definitions and Standards for Expedited Reporting (CPMP/
ICH/377/95);

8. ICH Note for Guidance on Planning Pharmacovigilance Activities
(CPMP/ICH/5716/03 - Final approval by CHMP on PHV);

9.  Guideline on immunogenicity assessment of biotechnology-derived
therapeutic proteins” (EMEA/CHMP/BMWP/14327/2006);

Setelah persyaratan terpenuhi, diperlukan proses registrasi agar
IFNa-2a dapat dikategorikan sebagai obat biosimilar. Pengawasan
oleh pihak berwenang tetap dilakukan meskipun obat telah beredar di
masyarakat. Hal ini untuk memastikan kualitas dan keamanan sesuai
persyaratan.

F. Kegiatan Riset IFN-2a di Pusat Penelitian
Bioteknologi LIPI

Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI sebagai lembaga riset yang memiliki
visi menjadi lembaga rujukan bidang bioteknologi di Indonesia, telah
berperan serta secara aktif dalam kegiatan riset IFNa-2a sejak tahun
2014. Klaster Bioteknologi Kesehatan di Pusat Penelitian Bioteknologi
LIPI memiliki berbagai kegiatan riset di bidang protein terapeutik
rekombinan. Salah satu jenis protein terapeutik rekombinan yang
dikembangkan adalah IFNa-2a melalui Kegiatan Unggulan LIPI
Bidang Pengembangan Bahan Baku Obat.
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1. Fokus Kegiatan

Riset IFNa-2a difokuskan pada modifikasi peningkatan bobot
molekul dengan teknologi fusi albumin. Peningkatan bobot molekul
diharapkan dapat meningkatkan waktu paruh eliminasi protein.
Teknologi fusi dengan Human Serum Albumin (HSA) dipilih karena
memiliki berbagai keunggulan jika dibandingkan dengan metode
pegilasi dan metode alternatif lainnya.

Kelemahan pegilasi adalah terbentuknya produk campuran
protein dan senyawa isomer akibat posisi pengikatan PEG pada asam
amino target yang berbeda. Hal ini harus diatasi dengan kontrol reaksi
yang sangat ketat pada berbagai parameter, yaitu rasio molar protein
dan PEG; konsentrasi reaktan dan pelarut; serta pH, temperatur
dan waktu reaksi. Selain itu, kelemahan pegilasi yang utama adalah
proses modifikasi dengan pegilasi harus dilakukan setiap kali produksi
karena bersifat pasca-produksi sehingga kurang efisien dan dapat
menyebabkan kenaikan harga obat. Kelemahan lainnya adalah
penurunan aktivitas biologis protein menjadi tinggal 28% sampai 7%
jika dibandingkan bentuk non-modifikasinya (Ceaglio dkk., 2008;
Zhao dkk., 2007).

Metode alternatif selain pegilasi adalah glikosilasi, substitusi asam
amino, dan fusi dengan HSA. Glikosilasi adalah penambahan gugus
gula pada molekul protein. Penambahan gugus gula dapat dilakukan
secara in vivo dengan inang eukariot maupun secara in vitro. Substitusi
asam amino adalah penggantian asam-asam amino target oleh asam
amino lain untuk memperoleh sifat yang diinginkan, seperti lebih
tahan protease, lebih bermuatan positif atau negatif, serta lebih stabil
secara struktur kimia. Fusi dengan HSA adalah menggabungkan
protein target dengan HSA. Pada tahapan konstruksi gen, DNA
penyandi protein target dan HSA digabungkan, baik menggunakan
penghubung (linker) atau tidak, untuk diekspresikan dalam suatu
inang. Keunggulan pendekatan fusi dengan HSA jika dibandingkan
dengan pegilasi adalah modifikasi hanya satu kali dilakukan pada
tingkat DNA sehingga tidak dilakukan setiap kali produksi. HSA
dipilih karena memiliki waktu paruh yang panjang dalam tubuh (9
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hari), terdistribusi luas dalam tubuh, dan tidak bersifat imunogenik.
Keunggulan lainnya adalah HSA dapat meningkatkan kelarutan dan
stabilitas protein. HSA merupakan protein utama dalam plasma darah
yang diproduksi oleh hati dan berperan dalam menjaga osmolaritas
darah dan membawa molekul-molekul kecil (Zhao dkk., 2012).
Berikut ini ringkasan kelemahan dan keunggulan metode modifikasi
yang dapat dilakukan pada IFNa-2a (Tabel 5.2).

Tabel 5.2 Kelemahan dan keunggulan berbagai modifikasi yang dapat
dilakukan pada IFNa-2a

1 Pegilasi Menaikkan bo- Modifikasi harus dilakukan Ceaglio
bot molekul protein, setiap kali setelah produksi dkk.
menahan degradasi  protein, berpotensi tinggi (2008);
protein oleh proteoli- untuk terbentuknya produk Zhao dkk.
sis enzim, menaikkan campuran protein dan sen- (2012)
kelarutan protein, yawa isomer akibat posisi

tidak imunogenik pengikatan PEG pada asam
amino target yang berbeda,
memerlukan kontrol reaksi
yang ketat pada rasio molar
protein dan PEG; konsentrasi
reaktan dan pelarut; serta pH,
temperatur dan waktu reaksi,
dapat menurunkan aktivitas
biologi protein

2 Fusi Menaikkan bo- HSA berpotensi mengalami Subrama-
dengan bot molekul protein, proteolisis dalam inang nian dkk.
has tidak imunogenik, produksi, dapat menurunkan  (2005)

terdistribusi luas aktivitas biologi protein
dalam tubuh,

menaikkan stabi-
litas protein, potensi
kenaikan waktu
paruh lebih besar,
modifikasi cukup
dilakukan pada level
DNA sehingga efisien
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Keunggulan Kelemahan Referensi

3 Gliko- Menaikkan bobot Kenaikan bobot molekul Ceaglio
silasi molekul dan protein tidak terlalu besar, jika dkk.
mengubah muatan  glikosilasi dilakukan secara (2008)
total protein menjadi in vivo berpotensi imuno-
lebih negatif genik akibat perbedaan pola

glikosilasi inang, jika glikosilasi
dilakukan secara in vitro ber-
potensi tinggi untuk terben-
tuknya produk campuran
protein dan senyawa isomer
akibat posisi pengikatan gugus
gula pada asam amino target
yang berbeda
4 Substitu- Mengubah muatan  Jumlah asam amino yang Ningrum
siasam total protein menjadi dapat diganti terbatas agar dkk.
amino lebih negatif, dapat tidak berpengaruh pada sisi (2012)
mengurangi proteoli- aktif dan mengubah aktivitas
sis dengan menggan- biologis protein
ti asam amino target
yang dikenali oleh
enzim protease

Sumber: Dari berbagai sumber

2. Metode dan Sistem Ekspresi

HSA terdiri atas 585 asam amino, memiliki 17 ikatan disulfide, dan
berbobot molekul 66 kDa (Sugio dkk., 1999) . Bobot molekul total pro-
tein fusi HSA-hIFNa2a adalah 85 kDa sehingga memerlukan sistem
ekspresi yang dapat mengakomodasi sintesis protein. Sistem prokariot
memiliki keterbatasan dalam mensintesis protein berbobot molekul
tinggi dan protein berkonformasi kompleks karena lingkungan sel
bersifat reduktif. Keterbatasan tersebut menyebabkan protein rekom-
binan yang dihasilkan cenderung membentuk badan inklusi yang
inaktif secara biologi (Ningrum, Retnoningrum dkk., 2011; Beldarrain
dkk., 2001; Fischer dkk., 1993). Sistem ekspresi eukariot menyediakan
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kemampuan untuk menghasilkan protein aktif dengan konformasi
yang lebih kompleks. Sistem ini juga dapat melakukan modifikasi
pasca-translasi berupa penambahan gugus gula atau glikosilasi yang
sering kali menentukan aktivitas biologis suatu protein. Berbagai
sistem ekspresi yang saat ini banyak digunakan dalam teknologi
rekayasa genetika adalah yeast, baculovirus, dan sel mamalia. Pichia
pastoris merupakan salah satu jenis yeast yang telah tersedia secara
komersial. Pichia pastoris merupakan yeast metilotropik atau yeast
yang mampu menggunakan metanol sebagai sumber karbon untuk
memenuhi kebutuhan nutrisinya.

Sistem sekresi P. pastoris dipilih dalam kegiatan riset IFNa2a
untuk menghasilkan protein fusi karena memiliki berbagai keunggulan.
Keunggulan Pichia pastoris adalah kemampuan untuk produksi
protein level tinggi, keberadaan modifikasi pasca-translasi (glikosilasi)
dan sistem sekresi protein, kemudahan untuk melakukan manipulasi
pada tingkat molekuler, serta kemudahan dalam transformasi, seleksi
klon rekombinan dan proses scale up pada produksi (Cregg dkk., 2000;
Skoko dkk., 2003). Sistem sekresi pada Pichia pastoris memungkinkan
protein untuk dihasilkan secara ekstraseluler atau dikeluarkan dari sel
ke dalam media pertumbuhan. Hal ini sangat memudahkan proses
isolasi dan pemurnian protein yang sangat penting dalam proses
produksi protein.

Sistem sekresi pada P. pastoris diatur oleh promotor alcohol
oxidase AOX1 yang dapat diinduksi oleh keberadaan alkohol dalam
media pertumbuhan. Sistem ini juga menyediakan sinyal sekuens
a-factor pada vektor ekspresi berupa DNA penyandi untaian asam
amino yang bergabung dengan ujung protein target dan akan men-
transpor protein tersebut ke luar sel. Sebelum protein ditranspor ke
luar sel, sinyal sekuens dipotong oleh enzim protease sehingga hanya
protein target yang berada dalam media (Skoko dkk., 2003).

Produksi protein fusi pada P. pastoris dimulai dengan mema-
sukkan vektor rekombinan yang disisipi DNA penyandi protein fusi
melalui proses elektroporasi. Selanjutnya, dilakukan seleksi dengan
menggunakan zeocin sebagai penanda. Klon P. pastoris yang tidak
mengandung vektor rekombinan tidak dapat tumbuh pada media padat
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yang mengandung zeocin. Selanjutnya, klon terseleksi ditumbuhkan
dalam media ekspresi selama dua tahap. Tahap pertama ditujukan
untuk memperbanyak sel pada media pertumbuhan cair yang
mengandung gliserol, sedangkan tahap kedua untuk menghasilkan
protein fusi dalam media cair yang mengandung metanol. Proses
inkubasi dilakukan pada temperatur 30°C dan pengocokan 200
rpm selama 48 sampai 72 jam. Induksi dengan metanol diulang dan
dilakukan setiap rentang waktu 24 jam.

3. Hasil Kegiatan Penelitian

Penelitian yang dilakukan selama 3 tahun telah menghasilkan
protein fusi I[FNa2a dan protein nonfusi sebagai pembanding.
Kedua protein tersebut diproduksi dalam yeast P. pastoris dan telah
dikarakterisasi. Konstruksi gen dilakukan dengan mendesain urutan
nukleotida kerangka baca terbuka penyandi protein IFNa-2a dan HSA
(Gambar 5.6). Kerangka baca terbuka merupakan bagian dari gen
yang hanya menyandi protein. Selanjutnya, desain tersebut disintesis
menggunakan penyintesis DNA yang bisa dilakukan secara mandiri
atau melalui perusahaan penyedia jasa komersial dan disisipkan ke
dalam vektor.

Xhol

Sumber: Ningrum dkk. (2017); Herawati dkk. (2015)

Gambar 5.6 Hasil Konstruksi Kerangka Baca Terbuka Penyandi Protein (A)
Fusi dan (B) Nonfusi
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Tahapan elektroporasi dilakukan dengan mengintroduksi
vektor rekombinan ke dalam P. pastoris. Galur yang dipilih untuk
digunakan adalah GS115, SMD1168, dan Pichia pink. Galur SMD1168
dan P, pink merupakan galur defisien protease yang telah dimodifikasi
untuk mengurangi jenis protease yang dapat mendegradasi protein
target. Seleksi dengan menggunakan marka zeocin dengan konsentrasi
bertingkat (500, 1000, dan 2000 ug) dilakukan untuk memperoleh klon
terpilih yang stabil. Selanjutnya, klon terpilih dianalisis lebih lanjut
untuk membuktikan keberhasilan ekspresi. Analisis pendahuluan
dilakukan dengan metode dot blot. Prinsip dari analisis tersebut adalah
reaksi spesifik antara protein dengan antibodi monoklonal. Media
yang mengandung protein diimobilisasi pada membran nitroselulosa
dan antibodi monoklonal akan mengenali bagian spesifik dari protein
HSA atau IFNa-2a yang disebut sebagai antigen. Ikatan antigen anti-
bodi tersebut selanjutnya divisualisasi dengan menggunakan substrat.
Analisis dot blot (Gambar 5.7) menunjukkan bahwa protein fusi dan
nonfusi berhasil diproduksi dalam P. pastoris.

Karakterisasi protein selanjutnya ditujukan untuk mengetahui
bobot molekul dan identitas protein. Metode SDS PAGE adalah
metode elektroforesis protein yang didasarkan pada migrasi protein
pada matriks berupa gel poliakrilamid. Bobot molekul diketahui
berdasarkan persamaan jarak migrasi protein dengan marka protein
berukuran tertentu. Selanjutnya, protein juga dapat dikarakterisasi
lebih lanjut dengan metode Western Blot, yakni gel hasil elektroforesis

TIy I
PFtine

~
©op @ ~
[y

Ket.: A) Protein fusi, 1-9 berasal dari galur SMD1168 dan 1,3 berasal dari galur
GS115; B) 1 dan 2 protein nonfusi, berasal dari galur GS115.

Sumber: Ningrum dkk. (2017a); Herawati dkk. (2015)
Gambar 5.7 Analisis Ekspresi KBT dengan Metode Dot Blot
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ditransfer ke dalam membran nitroselulosa dan divisualisasi seperti
tahapan Slot Blot. Hasil karakterisasi bobot molekul dan identitas
dengan metode Western Blot menunjukkan bahwa protein fusi
berukuran 85 kDa dan protein nonfusi 19 kDa dan dikenali oleh
antibodi monoklonal anti IFNa-2 (Gambar 5.8).

Protein fusi dan nonfusi kemudian dimurnikan dari pengotor
menggunakan teknik kromatografi. Pengotor adalah protein-protein
yang berasal dari media pertumbuhan maupun P. pastoris. Tahapan
pemurnian merupakan tahap yang sangat penting dan diregulasi
dengan ketat pada persyaratan produksi protein terapeutik. Pemurnian
dilakukan menggunakan kolom berisi resin yang dapat mengikat
protein HSA dan IFN. Penelitian ini menggunakan resin capto blue
(GE Healthcare) dengan dapar fosfat yang mengandung NaCl 300 mM
sebagai pengelusi. Hasil pemurnian menunjukkan kemurnian protein
yang baik pada protein fusi maupun nonfusi, yakni hanya ada satu
pita protein dominan tanpa pita-pita protein lain sebagai pengotor
seperti terlihat pada Gambar 5.9.
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Sumber: Ningrum dkk. (2017a) ; Herawati dkk. (2015)

Gambar 5.8 Karakterisasi Bobot Molekul dan Identitas dengan Metode
Western Blot
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Sumber: Ningrum dkk. (2017a)
Gambar 5.9 Hasil Purifikasi Protein Nonfusi dan Fusi

Karakterisasi yang sangat penting adalah penentuan urutan
asam amino penyusun protein. Metode yang dapat dilakukan adalah
spektrometri massa MALDI TOF/TOF atau LCMS/MS2 yang dapat
memberikan informasi urutan asam amino dengan orientasi pemba-
caan dari ujung N ke ujung C. Hasil yang diperoleh pada identifikasi
protein fusi menunjukkan bahwa terdapat 10 fragmen yang ter-
identifikasi yang terdiri atas 3 fragmen IFNa-2a dan 7 fragmen
HSA. Fragmen tersebut meliputi 150 residu asam amino dari 750
total asam amino sehingga residu yang terbaca adalah 20%. Hasil
ini mengindikasikan dengan kuat bahwa protein yang dihasilkan
sesuai identitasnya, yakni protein hIFNa2a yang difusi dengan HSA
(Gambar 5.10). Hasil karakterisasi urutan asam amino protein non-
fusi menunjukkan 3 fragmen yang terbaca meliputi 36 asam amino
dari total 165 asam amino. Jumlah residu yang terbaca adalah 22%
(Ningrum dkk., 2017b; Herawati dkk., 2015).
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TN POTHEL GSARTL MLULACMARISLFSCLED BH DFGF FOE EFGNOF DAL TIFVLHE WS A
CHOE MRS TR DS SAAW DETLL DEF Y TEL Y CHOL N DILIEACWI VGV TE TPLMKED SILANYE
KYFORITL YL EEKKSPCAWEYYRAEIMASFSL S TH LOESL RSKEDAH KSEVA HRF KOLG
BEMFEALVLIAFAQTLOOCPFEDHEL Y NEVTEFAETOVADESA ENCDK S HTLFGOELC
TVATLRETY GEMADL CAKD EPERNECFLIH KD D& PN LPRLYRPEVDW BT TAFHDNEETFL
KEYLYEVARRHPTRT AP ELLEFAKRY RAAE TECCOLA DIRAACL LIPKIL THELINDE G KRS S0
(RLECASLORFSERAF AW AN ARLSORPP A EFAEY SKLVTDL TEWH TEC CHG DILLECAD
DAL AKYICEMCHDATSS KL KECCERPLLERSHOLAEVEN DE MPADL PSLAADEY ESKINV
CHON Y AEAKDAVTL GRPLYEYARFHP DY S LLLRLAKTYE TTLEKCCAAADPHECY A KVFD
EFRPLVEEPOMLIKONCELFELGEYR FOMNALLYEY TEEVROVSTRTLY EW SN LEK S
KOO KHFEARRMPCAEDYLSVWLNOLCVLHEKTPYSDRYT KCCTESLYNRRPOFSALEV DE
T PEEFNAETF TRHADIC TLSFK ER KK O TAL W ELYE HEPEA TK BOL KAVMDDE A& PV
ERCOKADDRETCFAEES KE LW AASTANLLGL.

COLPOTHSLGERRTLMLLAOMRKISLFSCLEDRHOFGFROIEEFGNOFOKAETIEY o

LHEMIQRIFNLFITEDS SAAWDETLLDHF Y TEL Y QQLNDLEACWVIQGVEVTETFLM
KECSILAYRRYFORITLYLKERK Y SPCAWEYYRAEIMRSFELSTHNLOESLRSKE

Sumber: Ningrum dkk. (2017b); Herawati dkk. (2015)

Gambar 5.10 Hasil penentuan urutan asam amino protein fusi (A) dan
nonfusi (B). Fragmen merah menunjukkan fragmen yang terkarakterisasi

Uji aktivitas biologis protein fusi dan nonfusi dilakukan pada lini
sel kanker payudara MCF-7 (Gambar 5.11). Sebagai antiproliferasi,
protein diharapkan dapat menghambat pertumbuhan sel kanker jika
dibandingkan sel yang tidak mengalami perlakuan. Hasil uji mem-
berikan informasi bahwa protein fusi dan nonfusi memiliki aktivitas
antiproliferasi yang ditandai dengan penurunan pertumbuhan sel
kanker. Pemberian protein fusi dan nonfusi yang dikombinasikan
dengan tamoxifen selama 5 hari pada sel kanker, mampu menurunkan
pertumbuhan sel sebanding dengan konsentrasi protein yang diguna-
kan. Hasil ini juga memberikan informasi bahwa aktivitas protein fusi
hanya berbeda sedikit dengan bentuk nonfusi (natif). Jika dibanding
dengan pendekatan modifikasi protein lain (seperti pegilasi), protein
yang dimodifikasi hanya memiliki aktivitas 7-28% saja dibandingkan
bentuk natifnya. Hasil ini tentu sangat menggembirakan. Meskipun
demikian, masih terlalu dini untuk menyatakan bahwa modifikasi
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Ket.: Pertumbuhan sel tanpa perlakuan adalah 100%.
Sumber: Ningrum dkk. (2017a)

Gambar 5.11 Hasil uji aktivitas antiproliferasi protein fusi dan nonfusi
pada lini sel kanker payudara MCF-7.

tidak menyebabkan penurunan aktivitas biologis yang besar karena
masih diperlukan identifikasi lebih lanjut dengan flowsitometer.

Hasil yang telah diperoleh dalam kegiatan riset IFNa-2a akan
terus dilengkapi dengan data-data yang diperlukan. Pengujian
farmakokinetik dengan metode berbasis penandaan radioaktif se-
dang dilakukan. Untuk mencapai tahapan komersialisasi, tahapan
pengujian yang dilalui masih cukup panjang dan masih diperlukan
data-data uji praklinis dan uji klinis.

G. Penutup

Potensi pengembangan riset IFNa-2a masih sangat besar. Riset-
riset pendukung, seperti formulasi, perbaikan sifat protein, sistem
penghantaran, dan teknologi produksi sangat diperlukan untuk mem-
peroleh suatu produk generasi terbaru yang memenuhi persyaratan
kualitas, khasiat dan keamanan. Indonesia sebagai negara berkembang
mengalami ketertinggalan dalam hasil riset dan produk komersial
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sehingga upaya untuk meningkatkan kapabilitas dalam menghasilkan
produk dalam negeri harus terus dilakukan. Kerja sama antara
pemerintah, akademisi, industri, dan komunitas menjadi kunci
percepatan hasil riset IFNa-2a untuk dapat dikomersialisasikan dan
dirasakan manfaatnya bagi pengguna.
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Tiga Dekade Human G-CSF dalam
Dunia Medis: Perkembangan

dan Manfaat
Asrul Muhamad Fuad

A. Pendahuluan

Human Granulocyte-Colony Stimulating Factor (disingkat hG-
CSF atau G-CSF) adalah suatu molekul glikoprotein manusia
(19-25 kDa) yang tergolong sebagai cytokine atau faktor pertumbuhan
hematopoietik yang secara klinis banyak digunakan untuk mem-
berikan efek granulopoiesis selama proses myelosuppression (Sivakumar
dkk., 2015; Rapoport dkk., 1992; Welte dkk., 1996; Avalos, 1996;
Nagata, 1986). Secara sederhana, dapat disampaikan bahwa hG-
CSF meregulasikan produksi dan diferensiasi progenitor sel darah,
khususnya produksi sel-sel granulosit neutrofilik, serta pembentukan
dan aktivasi sel-sel darah putih (neutrofil). Protein ini diproduksi
oleh sel makrofaga yang teraktivasi, sel endotelial, dan fibroblast.
G-CSF telah banyak digunakan secara klinis untuk pengobatan
pasien terindikasi neutropenia akibat kemoterapi kanker. Molekul
aktif dari hG-CSF rekombinan dikenal dalam beberapa nama, seperti
filgrastim, pegfilgrastim, atau lenograstim. Bila Anda melakukan
pencarian singkat di situs PubMed, misalnya, hasilnya tidak ada satu
pun artikel berbicara tentang hG-CSF atau G-CSF pada tahun 1953,
atau bahkan sebelum tahun 1970. Mulai tahun 1971 sampai dengan
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April 2018, pencarian singkat pada situs PubMed memberikan 40.615
entri artikel bertanda ‘G-CSF, 2.520 artikel bertanda ‘filgrastim;, 691
artikel bertanda ‘pegfilgrastim, 383 artikel bertanda ‘lenograstim, dan
169 artikel bertanda ‘biosimilar filgrastim’ Penelitian tentang faktor
pertumbuhan sel (colony stimulating factor) sendiri baru dimulai pada
era tahun 1960-an. Selanjutnya, baru pada 1991, produk pertama
faktor pertumbuhan tersebut, yakni hG-CSF rekombinan, diakui
manfaatnya dalam dunia medis dan mulai digunakan secara klinis
(US Patent no. US5994518).

Setelah 65 tahun berlalu sejak publikasi Crick dan Watson
pertama kali mengungkapkan struktur DNA, dan 27 tahun berlalu
sejak pengakuan pertama kali filgrastim oleh Badan Keamanan Pangan
dan Obat Amerika Serikat (US-FDA) pada 1991 untuk penggunaan
obat tersebut terhadap pasien neutropenia yang terinduksi oleh
kemoterapi. Sepanjang 27 tahun sejak pengakuan obat tersebut
digunakan secara klinis, sudah tidak terhitung banyaknya jumlah
pasien yang telah terbantu dan menerima manfaat yang sangat besar
dengan administrasi hG-CSF rekombinan tersebut. Senyawa tersebut
telah digunakan untuk pengobatan pasien dengan berbagai indikasi,
seperti neutropenia yang terinduksi oleh kemoterapi; neutropenia
kronis (severe chronic neutropenia); neutropenia karena penyakit;
untuk mobilisasi sel punca darah tepi (peripheral blood stem cells)
untuk tujuan transplantasi, baik autologous atau allogeneic; dan untuk
memperbaiki kondisi sel-sel sumsum tulang belakang setelah proses
transplantasi sumsum tulang belakang (sel punca). Senyawa tersebut
juga telah dicoba digunakan untuk pengobatan infeksi, diabetic foot
ulcers, neonatal sepsis, dan pneumonia (Molineux dkk., 2012).

Pada hampir semua kondisi tersebut, diketahui kemudian bahwa
hG-CSF rekombinan mampu memperbaiki kondisi neutropenia pada
pasien, meningkatkan kandungan neutrofil, mengurangi penggunaan
antibiotik intravena, dan/atau mengurangi perlunya perawatan di
rumah sakit atau mengurangi durasinya (Mollineux dkk., 2012).
Oleh karena itu, rasa syukur dan apresiasi yang tinggi perlu kita
sampaikan kepada para pionir dan peneliti yang telah meneliti dan
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mengembangkan senyawa tersebut menjadi suatu produk yang benar-
benar bermanfaat bagi kesehatan dan kemanusiaan secara luas. Review
ini difokuskan pada sejarah dan perkembangan hG-CSEF, khususnya
rekombinan hG-CSF dalam berbagai bentuknya, serta perkembangan
aplikasinya dalam pengobatan berbagai indikasi penyakit.

B. Sejarah dan Awal Mula Terkuaknya Potensi
hG-CSF untuk Pengobatan

Setidaknya lebih dari 50 tahun lalu telah diketahui adanya suatu faktor
pertumbuhan spesifik yang mengatur proses pembentukan sel-sel
darah (hematopoiesis) dalam tubuh kita, yang beraksi terhadap
progenitor sel darah untuk menghasilkan berbagai jenis sel darah
yang mature dan fungsional. Isolasi, purifikasi, dan kloning telah
diupayakan dan menciptakan suatu kelas baru agen terapeutik, yang
mencakup colony-stimulating factors (CSFs) dan interleukins (Welte
dkk., 1996).

Pada era 1960-an, ada dua grup peneliti yang secara simultan
mengembangkan metode untuk menumbuhkan koloni sel granu-
locytes dan monocytes dari sel sumsum (bone marrow) tikus atau
sel spleen pada media agar semi-solid (Metcalf, 2010). Grup peneliti
tersebut adalah Bradley dan Metcalf di Melbourne, Australia, dan
grup lainnya (Ichikawa, Pluznik, dan Sachs) di Rehobot, Israel. Secara
independen, mereka menemukan senyawa yang kemudian dikenal
sebagai colony-stimulating factors (CSFs) (Dale, 1998; Metcalfe, 1990;
Bradley & Metcalf, 1966; Ichikawa, 1966). Pertumbuhan koloni
tersebut ternyata sangat tergantung pada adanya faktor pertumbuhan
yang belum diketahui—saat itu disebut colony-stimulating factors
(CSF). Para peneliti di Melbourne mencoba untuk menumbuhkan
murine lymphoid leukemia cells (atau sel limfoid leukemia tikus)
dengan cara menumbuhkannya dalam kultur agar di atas suatu lapisan
feeder (feeder layer) yang mengandung berbagai tipe sel (Dale, 1998;
Metcalf, 1990). Ketika sel-sel asal sumsum tulang belakang normal
(bone marrow cells) digunakan dan diletakkan di bawah lapisan
feeder, mereka terkejut karena mengamati bahwa koloni dari sel-sel
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sumsum tulang tersebut tumbuh dan berkembang, terstimulasi oleh
sesuatu yang terdifusi dari sebelah lain lapisan yang mengandung
sel leukemia. Saat melanjutkan observasinya, mereka menemukan
bahwa jaringan-jaringan dan lini sel yang lain juga dapat menstimulasi
formasi koloni granulocyte-macrophage. Mereka menyebut substansi
yang terdifusi tersebut sebagai colony-stimulating factors (CSFs).

Sementara itu di Israel, Sachs dkk. tertarik pada penelitian
bagaimana regulasi dari klonal diferensiasi sel-sel darah terjadi
(Sachs, 1990). Pada awalnya, mereka menggunakan sistem kultur cair,
kemudian beralih ke sistem medium semi-solid yang mengandung
agar untuk membuatnya lebih sederhana dan mudah untuk
membedakan dan mengisolasi klon individual dari sel-sel tersebut.
Hasil yang mereka peroleh identik dengan hasil yang didapat oleh
grup Melbourne. Lapisan feeder original yang mereka gunakan
adalah sel embrio tikus. Mereka menemukan bahwa bagian cairan
atau supernatan dari kultur cair jenis sel-sel lain dapat menstimulasi
terbentuknya koloni sel-sel hematopoietik. Mereka menyebut senyawa
aktif tersebut sebagai mashran-gm. Nama tersebut (mashran) berasal
dari bahasa Yahudi yang berarti to send forth atau “yang menjadikan”
Huruf ‘gm’ dimaksudkan sebagai granulocyte (g) dan macrophage
(m). Selanjutnya, banyak nama telah diberikan kepada senyawa aktif
yang menstimulasi proliferasi dan diferensiasi sel myeloid tersebut,
tetapi colony-stimulating factors (CSFs) adalah nama yang lebih kita
kenal sampai dengan saat ini (Metcalf, 1990; Sachs, 1990).

Jarak 20 tahun antara penemuan CSFs pertama kali dan keter-
sediaannya untuk studi klinis penuh dengan suka-cita maupun
kekecewaan dari para investigator atau peneliti yang mencoba
melakukan purifikasi dan karakterisasi molekul CSFs dan memahami
pentingnya senyawa tersebut secara fisiologis. Dapat dibayangkan
bahwa penelitian sejenis itu pada beberapa dekade lalu masih sangat
sulit karena sumber yang digunakan adalah jaringan hewan dan
cairan biologis yang hanya mengandung sedikit sekali senyawa dengan
aktivitas menstimulasi koloni tersebut. Temuan bahwa kandungan
molekul CSF meningkat seiring dengan peningkatan jumlah neutrofil
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karena adanya infeksi atau setelah terekspos oleh endotoksin,
menunjukkan adanya suatu fungsi dari CSF tersebut yang langsung
mengatur produksi neutrofil dan pemanfaatannya (Metcalf, 1990;
Foster dkk., 1968 ; Metcalf dkk., 1969; Metcalf, 1987) .

Pada akhir 1970-an sampai dengan pertengahan 1980-an,
segala upaya identifikasi dan purifikasi molekul CSF telah dilakukan
sehingga membuat banyak laboratorium sibuk. Grup peneliti yang
menjadi pionir purifikasi G-CSF adalah Nick Nicola dan Donald
Metcalf di Melbourne, Australia, pada 1983; dan Erich Platzer dan
Welte di New York pada 1983/1984. Nicola dan Metcalf melakukan
purifikasi murine G-CSE sedangkan Platzer dan Welte melakukan
purifikasi human G-CSF dari sel human bladder carcinoma lini sel
5637 (Nicola dkk., 1983; Welte dkk., 1985).

Hasil penelitian menemukan fakta yang mencengangkan bahwa
terdapat setidaknya empat jenis CSF dengan karakter biokimia
berbeda, dan masing-masing memiliki aktivitas stimulasi koloni
yang berbeda pula. Keempat jenis CSF tersebut diberi nama sesuai
dengan jenis atau tipe koloni sel yang dipengaruhinya, yaitu GM-
CSF (menstimulasi koloni granulocyte dan macrophage); M-CSF
(menstimulasi koloni macrophage); G-CSF (menstimulasi koloni
granulocyte); dan Multi-CSF atau disebut interleukin-3 (IL-3) yang
menstimulasi koloni sel-sel hematopoietic dalam lingkup yang luas
(Metcalf, 2010).

Senyawa CSF yang pada awalnya dideteksi keberadaannya
pada contoh air seni manusia telah terkarakterisasi sebagai suatu
glikoprotein yang memiliki ukuran antara 50 sampai 70 kDa (Stanley
dkk., 1975). Stanley & Heard (1977) juga menemukan adanya senyawa
yang mirip pada media kultur lini sel fibroblas tikus, disebut L-cells.
Senyawa ini menstimulasi pertumbuhan sel-sel monosit dan makrofag
sehingga disebut macrophage colony-stimulating factor (M-CSF). Dari
jaringan paru tikus yang diperlakukan dengan endotoksin, molekul
CSF kedua yang menstimulasi terbentuknya koloni granulosit maupun
makrofag berhasil diisolasi dan diberi nama granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF). CSF ketiga berhasil ditemukan
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dari serum tikus yang diinfeksi dengan endotoksin dan diketahui
menstimulasi terbentuknya koloni yang sebagian besar berupa sel
neutrofil. Faktor ketiga ini disebut granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF) (Nicola dkk., 1983). Molekul ini tidak dapat dinetralisasi
dengan antibodi anti M-CSF ataupun anti GM-CSE. Selanjutnya
adalah CSF keempat yang ditemukan sebagai produk dari suatu
lini-sel, yakni lini-sel WEHI-3. CSF ini disebut Multi-CSF karena
mampu menstimulasi terbentuknya berbagai tipe sel hematopoietik
atau sel darah (Cutler dkk., 1985) . Multi-CSF ini juga dikenal sebagai
interleukin-3 (IL-3). Secara independen, molekul ini juga diketahui
dapat menstimulasi sel mast dan T-limfosit (Dale, 1998).

Selanjutnya, antara tahun 1984 dan 1987, digunakannya metode
biologi molekuler modern membuat penelitian melompat jauh ke
depan dengan dilakukannya kloning cDNA (complementary-DNA),
baik dari gen-gen CSF manusia maupun tikus (Metcalf, 2010).
Selanjutnya, produksi protein secara heterologus dan pengujian
aktivitas biologis dari protein-protein CSF rekombinan berlangsung
dengan cepat. Protein CSF rekombinan diekspresikan pada berbagai
sel inang, baik bakteri, yeast maupun sel mamalia, dan diujikan secara
in vitro maupun in vivo begitu material tersebut tersedia dan berhasil
dipurifikasi. Hasilnya menunjukkan bahwa CSF rekombinan tersebut
memiliki sifat yang sama dengan protein native-nya (Metcalf, 1990).

Kloning gen CSF3 dan purifikasi protein G-CSF rekombinan
(disebut sebagai filgrastim) berlangsung antara tahun 1983 dan 1986
(Welte dkk.,1985; Platzer dkk., 1986; Souza dkk., 1986; Welte, 2012).
Pengembangan filgrastim dimulai pada 1986, dan penggunaannya
secara klinik untuk penderita kanker yang menjalani kemoterapi
dimulai pada 1991, setelah filgrastim resmi disetujui oleh US-FDA
sebagai agen pencegah neutropenia yang terinduksi oleh kemoterapi.
Sementara itu, struktur molekul yang lebih detail dari protein
rekombinan hG-CSF pertama kali berhasil dielusidasi oleh Hill dkk.
pada 1993. Struktur molekul hG-CSF memiliki kemiripan dengan
struktur IL-3 (interleukin 3). Struktur hG-CSF dalam diagram pita
ditampilkan pada Gambar 6.1 (Hill, 1993). Ada 4 domain a-helix
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Ket.: Gambar dibuat dengan program MOLSCRIPT. Struktur sekunder
dibuat menggunakan DSSP.

Sumber: Hill dkk. (1993)
Gambar 6.1 Diagram Pita dari Struktur Protein hG-CSF

utama, yaitu A (residu 11-39), B (71-91), C (100-123), dan D (143-
172) diberi label dekat ujung N-nya masing-masing. Dua domain
a-helix lain yang lebih pendek juga ditampilkan, yaitu e, (residu
44-47) dan a (residu 48-53). Sementara residu 93-95 membentuk
turn antara helix B dan C. Perkiraan posisi dari residu 65-70 dan
127-136 ditandai dengan garis tipis untuk menunjukkan konektivitas
antardomain.

C. Antara hG-CSF dan Sel Darah Putih:
Hematopoiesis

Granulocyte-colony stimulating factor atau dikenal sebagai G-CSF
adalah faktor pertumbuhan sel-sel darah (hematopoietic growth
factor). Molekul ini diproduksi oleh sejumlah sel dan jaringan untuk
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menstimulasi sel-sel pada sumsum tulang belakang (bone marrow)
untuk menghasilkan granulosit dan sel punca hematopoietik (HSC,
hematopoietic stem cells). Selanjutnya, sel tersebut dilepas ke dalam
jaringan darah periferal (Adusumilli dkk., 2012; Metcalf, 1989).
Protein ini diproduksi terutama oleh monocytes, macrophages, sel
endotel, fibroblasts, astrocytes dan sejumlah sel imun lainnya. Selain
itu beberapa sel carcinoma dan myeloblastic leukemia diketahui juga
secara konstitutif memproduksi G-CSE.

Molekul ini diketahui menstimulasi survival, proliferasi,
diferensiasi, dan pematangan fungsi dari sel-sel prekursor neutrofil
(Tsuchiya dkk., 1986; Nicola & Metcalf, 1986 ; Welte dkk., 1987).
G-CSF juga terlibat dalam regulasi beberapa jalur transduksi sinyal,
seperti JAK, STAT, MAPK, P13K, dan Akt (Schabitz dkk., 2003;
Metcalf, 1989; Nagata dkk., 1986). Selama hampir 20 tahun terakhir
telah mulai dipahami fungsi biologis dari molekul ini dalam produksi
dan aktivasi sel-sel darah (Burgess, 1985; Burgess & Nikola, 1983a,
b; Arai dkk., 1986). Telah dibuktikan bahwa beberapa molekul,
seperti G-CSF, berperan sangat penting dalam granulopoiesis, yakni
menstimulasi bone marrow untuk menghasilkan lebih banyak sel
darah putih dan meningkatkan kandungan neutrofil dalam sirkulasi.
Jadi, fungsi G-CSF tersebut telah dimanfaatkan sebagai cara baru
untuk terapi kanker (Cesaro dkk., 2003) untuk mengatasi infeksi yang
mengancam jiwa dan regenerasi jaringan. Pemulihan dan penguatan
sel-sel darah dalam sirkulasi merupakan suatu paradigma baru dalam
teknik molecular medicine (Adusumilli dkk., 2012).

Gen CSF3 (colony stimulating factor-3) yang menyandi protein
G-CSF manusia telah berhasil diisolasi pada 1986 dan urutan asam
amino penyusun proteinnya telah disekuen. Klon cDNA dari hG-CSF
telah berhasil diisolasi dari pustaka cDNA lini sel human squamous
carcinoma (Nagata dkk., 1986). Gen CSF3 ini ditemukan pada
kromosom 17, pada lokus 17q21-q22 (Kanda dkk., 1987; Simmer dkk.,
1988; Tweardy dkk., 1987). Dari hasil kloning cDNA, diketahui bahwa
protein G-CSF disandi oleh suatu gen tunggal yang menghasilkan
setidaknya 2 isoform atau 2 bentuk protein yang sedikit berbeda, yaitu
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isoform-a yang terdiri atas 177 aa (GenBank aksesi no. NP_000750)
dan isoform-b yang lebih pendek terdiri atas 174 aa (GenBank aksesi
no. NP_757373), serta berat molekul sekitar 19.600 Da (Nagata dkk.,
1986; Souza dkk., 1986). Kedua bentuk G-CSF tersebut memiliki 5
residu cystein, yaitu satu cystein bebas pada posisi ke-17 (cys17), dan
4 residu cystein lain yang membentuk 2 ikatan disulfida pada posisi
cys36-cys42 dan cys64-cys74 (Wang dkk., 2005; Abolghasemi dkk.,
2010) . Kedua ikatan disulfida tersebut sangat menentukan aktivitas
biologis dari G-CSF (Nagata, 1989; Faraji dkk., 2010). Molekul G-CSF
ini terutama diproduksi oleh monocytes, macrophages, sel endothelial,
fibroblast, astrocytes, dan sejumlah sel imun lainnya (Welte dkk.,
1987; Demetri & Griffin, 1991; Wells & deVos, 1996). Beberapa jenis
sel karsinoma dan sel myeloblastic leukemia diketahui memproduksi
G-CSF secara terus-menerus (konstitutif).

Hematopoiesis merupakan suatu proses yang sangat dinamis yang
disebabkan oleh berbagai faktor pertumbuhan (multiple hematopoietic
growth factors dan cytokines). Proses ini bersifat proliferatif, hingga
~10" sel per hari (Gambar 6.2). Hematopoietic growth factors bersifat
multifungsi dan sangat penting untuk proliferasi, survival, dan
diferensiasi sel punca hematopoietik (HSC), progenitor, dan sel-sel
prekursor hingga sel terdiferensiasi dan menjadi tipe sel matang yang
fungsional. Colony-forming assay dapat mengidentifikasi suatu sampel
biologis yang mengandung cytokine (crude supernatant), kemudian
cytokine murni, untuk mendorong terjadinya diferensiasi multi-
lineage dan single-lineage. Setelah co-kultur selama 7-14 hari, koloni
dari sel mononuklear yang berasal dari mouse spleen atau bone marrow
diamati dalam medium semi-solid. Berdasarkan karakteristik masing-
masing sel dari single colony (koloni tunggal) akan ditentukan tipe
lini-sel (lineages) yang disebabkan oleh suatu cytokine. Granulocytes
merupakan mayoritas sel yang dijumpai dalam sel darah putih (WBC)
dalam sirkulasi darah manusia dan memiliki peran penting dalam
proses imunitas innate maupun adaptive (Mehta dkk., 2015).
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Ket.: Cytokine utama yang sangat menentukan proses diferensiasi dicetak tebal.
Epo, erythropoietin; SCF, stem cell factor; SDF-1, stromal cell-derived factor-1;
TPO, thrombopoietin.

Sumber: Mehta dkk. (2015)

Gambar 6.2 Diagram skematis proses hematopoiesis dari multipotential
HSC menjadi tipe sel yang sepenuhnya terdiferensiasi.

Dalam granulopoiesis, produksi granulocytes dimediasi oleh
sejumlah faktor pertumbuhan, khususnya G-CSF dan GM-CSF
(Kawamoto dkk., 2010; Theilgaard-Monch dkk., 2005). Karena
pembelahan yang terjadi bersifat asimetris (asymmetric division),
beberapa sel anakan (daughter cells) dari hematopoietic stem cells
(HSC) akan tetap menjadi HSC sehingga mencegah berkurangnya
jumlah stem cells tersebut (Morrison dkk., 2006). Immunophenotyping
dengan multi parameter telah memungkinkan kita untuk dapat
mengidentifikasi berbagai tipe sel berbeda dalam proses hematopoiesis
(Mehta dkk., 2015). Sebagai contoh, murine HSC dapat dikarakterisasi
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sebagai lin" scal* c-kit*, dan human HSC memiliki CD34 dalam absen
lineage markers. Jalur diferensiasi dari HSC menjadi granulocyte
tergantung pada adanya G-CSE, dan lebih sedikit pada GM-CSE.
Sel HSC akan memberikan kesempatan pada peningkatan sel-sel
progenitor myeloid dan progenitor lymphoid (Doulatov dkk.,
2012). Sel-sel progenitor myeloid akan terdiferensiasi menjadi
myeloblast, erythrocytes, dan megakaryocytes melalui setidaknya dua
intermediates, yaitu sel progenitor granulocytes/monocytes dan sel
progenitor erythrocytes/ megakaryocytes. Dalam seri granulocytic,
myeloblasts (15-20 pm) merupakan sel yang pertama dapat dikenali
karena bentuk cytoplasm, absen dari granule, dan inti sel yang tipis
dengan nucleoli tampak jelas berkomitmen berdiferensiasi menjadi
granulocytes. Myeloblast akan berdiferensiasi menjadi promyelocytes,
dengan ukuran lebih besar (20 pm) dan mulai membentuk granule
(Gambar 6.3).

Less Differentiated More Differentiated

Marrow Compartment Circulation

Myeloblast

Neutrophilic Neutrophilic

Promyelocyte Myelocyte | Metamyelocyte [

Neutrophilic Neutrophil
Stab Cell (Band) [~

Ket.: Selama maturasi neutrofil, yang dipengaruhi oleh G-CSF, sel granulocytic
berubah bentuk, membentuk granule spesifik, dan mengalami kondensasi inti sel.

Sumber: Mehta dkk. (2015)

Gambar 6.3 Tahapan granulopoiesis dari myeloblast menjadi mature
granulocyte.
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Promyelocytes akan berubah menjadi sel-sel prekursor neutrofilik,
basofilik, dan eosinofilik. Perubahan sel berlanjut melalui tahapan
promyelocyte. Granule spesifik yang mengandung protein terkait
inflamasi muncul selama proses maturasi myelocyte. Untuk neutrofil,
ukuran sel dan inti sel menjadi semakin memadat saat sel menjadi
mature melalui myelocyte, metamyelocyte, neutrophilic stab cell (band),
dan bentuk akhirnya, yaitu neutrofil (polymorphonuclear, ~15 pum).
Dalam kondisi stres, seperti infeksi, sel-sel band dapat dijumpai
dalam darah peripheral, dan berguna sebagai pencegah inflamasi.
Keseluruhan proses tersebut adalah proses yang kompleks, dinamis,
dan dipengaruhi oleh multiple cytokine dan reseptornya masing-
masing, terutama oleh G-CSF dan GM-CSF (Mehta dkk., 2015).

Dengan adanya stimulasi oleh suatu antigen (Ag) atau aktivasi oleh
cytokines (seperti IL-1, IL-6, TNF-a), macrophage, T-cells, endothelial
cells, dan fibroblas akan memproduksi dan menyekresikan G-CSF dan
GM-CSE Beberapa jenis sel tumor diketahui juga memproduksi faktor
pertumbuhan tersebut dengan fungsi yang masih belum diketahui.
Glikoprotein G-CSF dan GM-CSF saat ini telah dapat diproduksi
melalui teknologi DNA rekombinan pada Escherichia coli ataupun
pada yeast. G-CSF menginduksi munculnya koloni granulocytes,
sedangkan GM-CSF menginduksi munculnya dua macam sel sekaligus,
yaitu granulocytes dan macrophages. Dengan membuat suatu galur
tikus di mana gen reseptor G-CSF dimatikan (G-CSFR-knockout mice)
terkonfirmasi bahwa G-CSF benar memicu granulopoiesis (Lieschke
dkk., 1994). Reseptor G-CSF (G-CSFR) merupakan protein tunggal
transmembran yang akan mengalami homo-dimerisasi saat G-CSF
melekat pada reseptor (Mehta dkk., 2015).

D. Dari Gen Menjadi Produk Terapeutik: Filgrastim

Kloning human GM-CSF dan studi ekspresinya pada sel bakteri dan
eukariot telah berhasil dilakukan pada 1985 di Genetics Institute
(Wong dkk., 1985). Kloning human G-CSF dan studi ekspresinya
di E. coli telah berhasil satu tahun kemudian di Amgen (Souza dkk.,
1986). Dikomersialisasi oleh dua perusahaan start-up bioteknologi,

172 Pengembangan Obat Biolog ...



G-CSF dan GM-CSF membuat suatu revolusi pengobatan pasien yang
mengalami congenital atau acquired-neutropenia, dan pasien yang
menjalani transplantasi stem cells.

G-CSF telah disetujui oleh US-FDA untuk tujuan (1) menurunkan
insiden infeksi pada pasien dengan non-myeloid malignancies
yang menerima obat myelosuppressive antikanker yang berasosiasi
dengan severe neutropenia dengan demam; (2) menurunkan waktu
untuk pemulihan neutrofil dan durasi demam setelah induksi atau
perlakuan kemoterapi pada pasien dengan acute myeloid leukemia
(AML); (3) mengurangi durasi neutropenia dan febrile neutropenia
pada pasien dengan non-myeloid malignancies yang menjalani proses
myeloablative kemoterapi, dan diikuti dengan transplantasi stem cells;
(4) memobilisasi sel-sel progenitor hematopoietik masuk ke dalam
darah peripheral untuk dikoleksi dengan leukapheresis; dan (5)
mereduksi insiden dan durasi komplikasi severe neutropenia pada
pasien symptomatic dengan congenital neutropenia, cyclic neutropenia,
atau idiopathic neutropenia. Beberapa bentuk G-CSF rekombinan yang
tersedia, antara lain filgrastim, pegfilgrastim, dan lenograstim.

Dosis yang direkomendasikan untuk G-CSF adalah 5 pg/kg/h
dan untuk GM-CSF adalah 250 ug/kg/h. Kedua jenis obat tersebut
dapat diberikan secara subkutan (s.c) atau intra vena (i.v), meskipun
uji klinis secara random menunjukkan bahwa efikasi yang lebih
tinggi dicapai melalui jalur s.c. (Paul dkk., 2014). Untuk neutropenia
yang terinduksi oleh kemoterapi, G-CSF diberikan hingga jumlah sel
neutrofil mencapai >1.000 sel/ul. Untuk congenital neutropenia, target
utama adalah menjaga agar jumlah sel neutrofil berada pada kisaran
~750 sel/pl (Mehta dkk., 2015). Pemberian G-CSF dapat ditoleransi
dengan baik oleh tubuh. Sementara itu, pasien yang menerima GM-
CSF umumnya terobservasi mengalami demam sementara dan pegal
linu pada tulang. Efusi pleural dan atau pericardial juga mungkin
dialami oleh pasien yang menerima GM-CSE Efek samping jangka
panjang dari penggunaan G-CSE, seperti osteopenia, dipelajari dan
dimonitor pada pasien dengan severe congenital neutropenia (SCN).
Salah satu kekhawatiran adalah bahwa G-CSF akan mempercepat
transformasi SCN menjadi myelodysplastic syndromes (MDS) atau

Tiga Dekade Human ... 173



acute myeloid leukemia (AML), yang berasosiasi dengan mutasi yang
terjadi pada reseptor G-CSF (G-CSFR) (Mehta dkk., 2015).

E. Penyakit terkait Sel Darah Putih: Kanker dan
Neutropenia

Sejak tahun 1990, fungsi G-CSF dalam aplikasi klinis telah meluas,
dari meningkatkan jumlah sel darah putih (WBC) dan melindungi
tubuh dari potensi infeksi bakteri saat pasien menerima perlakuan
kemoterapi dosis tinggi, sampai mendukung proses terapi radiasi dan
transplantasi bone marrow (Adusumilli dkk., 2012). The American
Society of Clinical Oncology (ASCO) dan beberapa organisasi pro-
fesional lain telah melakukan beberapa revisi buku petunjuk klinis
untuk terapi kanker menggunakan colony-stimulating factors (CSFs)
atau hematopoietic growth factors, seperti G-CSF (Ozer dkk., 2000).
Hal ini karena G-CSF memengaruhi proliferasi, diferensiasi, dan
maturasi neutrofil, serta meningkatkan laju pemulihan neutrofil saat
kemoterapi berlangsung (Jones, 1996; Beveridge dkk., 1998).

The European Society of Medical Oncology (ESMO) dan the
Infectious Diseases Society of America (IDSA) telah merekomen-
dasikan antibiotik spektrum luas untuk penanganan segera neu-
tropenia (Hughes dkk., 2002; Lyman, 2006). Neutropenia adalah
hematological disorder yang dikarakterisasi dengan penurunan jumlah
neutrofil secara tidak normal hingga mencapai kurang dari 500 sel/
ul (0,5x10° sel/L) (Greil & Psenak, 2007). Kondisi seperti ini sangat
berisiko terkena infeksi, yang umumnya terlihat pada malignancies,
transplantasi bone marrow, suppression, kemoterapi, leukemia,
lymphoma, multiple myeloma, dan extensive myelosuppressive therapy
(Velasco, 2010). Jumlah neutrofil diasosiasikan dengan tingkatan
tertentu neutropenia. Korelasi antara tingkat neutropenia terhadap
jumlah sel neutrofil (ANC) ditunjukkan dalam Tabel 6.1.

G-CSF telah digunakan secara klinis untuk mengatasi congenital,
acquired, dan febrile neutropenia sebelum atau selama cytoreductive
therapy (Beekman & Touw, 2010). G-CSF digunakan untuk menu-
runkan insiden infeksi yang biasanya terjadi pada pasien febrile
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Tabel 6.1 Korelasi Tingkatan Neutropenia terhadap Jumlah Sel Neutrofil
(ANC)

Neutropenia Grade ANC

Grade 1 >1,5 sampai dengan <2,0 x 10° sel/ml
Grade 2 >1,0 sampai dengan <1,5 x 10° sel/ml
Grade 3 >0,5 sampai dengan <1,0 x 10° sel/ml
Grade 4 <0,5 x 10° sel/ml

Sumber: Mehta dkk. (2015). (ANC: absolute neutrophil count)

neutropenia dengan non-myeloid malignancies dan menerima obat
antikanker myelosuppressive yang berasosiasi dengan insiden severe
neutropenia dan demam (Garcia-Carbonero dkk., 2001; Ozkaynak
dkk., 2005). Dengan mengatur G-CSF, dosis kemoterapi pada pasien
dapat dikurangi dengan tujuan mengurangi efek myelosupresive.
Namun, hal ini juga dapat mereduksi efektivitas klinis dari kemoterapi.
Efek yang utama dari administrasi G-CSF adalah mengurangi waktu
pemulihan neutrofil pada pasien yang sedang menjalani kemoterapi
(Forrest dkk., 2002). Rata-rata waktu yang diperlukan untuk pemu-
lihan neutrofil adalah 5 hari.

Dalam studi klinis, G-CSF biasanya diberikan untuk memperpen-
dek waktu neutropenia akibat efek kemoterapi pada pasien dewasa
yang menjalani pengobatan AML (acute myeloid leukemia), mobilisasi
sel punca hematopoietik untuk bone marrow transplantation (BMT),
dan untuk rekonstitusi myeloid dalam proses BMT (Disis, 2005).
G-CSF juga telah digunakan dalam terapi kombinasi untuk pengo-
batan.

F. Mekanisme Kerja G-CSF: Jalur Aksi (Pathway)

Molekul G-CSF diproduksi pada bone marrow sebagai respons
terhadap stimulasi sel, kemudian akan melekat pada reseptor spe-
sifik, yaitu reseptor G-CSF (G-CSFR), yang mengandung domain
transmembran dan domain intraseluler transduksi sinyal. Saat ligan
(G-CSF) melekat pada reseptornya, akan terjadi homo-dimerisasi
reseptor. Reseptor G-CSF (G-CSFR) dijumpai pada beberapa sel,
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seperti sel progenitor hematopoietic, monocytes, platelets, neurons,
endothelial (Demetri & Griffin, 1991; Hanazono dkk., 1990; Shimoda
dkk., 1993; Morikawa dkk., 2002), dan sel small-cell lung cancer
(Avalos, 1996; Bussolino dkk., 1989).

Aktivasi reseptor setelah pengikatan ligan (G-CSF) pada
reseptornya diikuti dengan sinyal cascade, seperti jalur JAK (janus
kinase), STAT (signal transducer and transcription activator), MAP
(mitogen activated protein kinase), P13K (phosphatidylinositol
3-kinase), Pkb (protein kinase B), dan Akt. Jalur sinyal (pathway)
tersebut diketahui menginduksi proliferasi sel (Beekman dkk., 2012),
proses anti-inflamasi dan proses anti-apoptosis (Tian dkk., 1994;
Shimoda dkk., 1997; Hunter & Avalos, 1998 ; Dong & Larner, 2000;
Ward dkk., 2000; Schneider dkk., 2005a dan 2005b). Jalur sinyal ini
memiliki peranan dalam memobilisasi sel punca dan menargetkan
ke lokasi yang mengalami perlukaan, khususnya di jaringan hati dan
otak. Penelitian tersebut dapat menjadi petunjuk tentang potensi
penggunaan G-CSF dalam transplantasi bone marrow (sumsum tulang
belakang), penanganan myocardial infarction (Takano dkk., 2003;
Kuethe dkk., 2004; Nienaber dkk., 2006; Ripa dkk., 2006; Suzuki dkk.,
2006), dan cerebral ischemia (Schabitz dkk., 2007; Sanchez-Ramos
dkk., 2008).

Selain itu, diketahui juga bahwa reseptor G-CSF (G-CSFR)
terlibat dalam beberapa jenis malignancies (tumor) yang disebabkan
oleh adanya mutasi yang terjadi pada reseptor tersebut. Hal tersebut
menimbulkan dampak berupa implikasi klinis, seperti pada severe
congenital neutropenia (SCN) (Germeshausen, 2008), myelodysplastic
syndrome (MS), dan acute myeloid leukemia (AML) (Beel &
Vandenberghe, 2009).

G. Prospek Penggunaan hG-CSF dan Derivatnya
sebagai Agen Terapeutik: Beberapa Aplikasi
Klinis

Selain dari aplikasi klinis, G-CSF rekombinan yang telah disetujui oleh

US-FDA ternyata juga menyimpan potensi klinis lain yang sebagian
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masih dalam tahap investigasi. Pada bagian ini akan direkapitulasi
kembali beberapa aplikasi klinis dari G-CSF dan potensi klinis lainnya
yang masih belum semuanya terungkap dengan lengkap. Contoh
aplikasi klinis dan potensi klinis dari G-CSF dirangkum dalam Tabel

6.2.

Tabel 6.2 Beberapa Aplikasi Klinis dan Potensi Klinis dari Protein G-CSF

No.

1

Aplikasi klinis

G-CSF menstimulasi produksi sel darah putih (neutrofil) pada pasien kan-
ker (non-myeloid malignancies) yang menjalani kemoterapi untuk mem-
percepat proses pemulihan dari neutropenia yang terinduksi oleh ke-
moterapi (Cesaro dkk., 2003; Moore, 1991).

G-CSF digunakan dalam pengobatan pasien severe chronic neutropenia
yang menerima myelosuppressive therapy (Morstyn, 1989) dan transplan-
tasi bone marrow (Faraji dkk., 2010). G-CSF yang digunakan dalam trans-
plantasi stem cells atau bone marrow bertujuan meningkatkan jumlah HSC
(hematopoietic stem cells).

G-CSF mengatur sistem imunitas tubuh sebagai pertahanan terhadap in-
feksi bakteri. G-CSF digunakan pada pasien yang menjalani kemoterapi
yang menginduksi neutropenia dan mobilisasi HSC untuk transplantasi
sebelum dimulai myeloablative chemotherapy. Kepada donor dari HSC di-
berikan G-CSF selama 5 hari sehingga sel-T menghasilkan lebih banyak IL-4
dan lebih sedikit IFN-a yang berasosiasi dengan risiko acute GVHD (Adu-
sumilli dkk., 2012).

G-CSF juga berperan sebagai faktor neurotropik, yaitu menginduksi neu-
rogenesis dan melawan proses apoptosis. Sifat ini dapat berperan dalam
pengembangan metode pengobatan terhadap penyakit neurologik, seper-
ti cerebral ischemia (Schneider, 2005; Takano, 2003).

G-CSF dapat menurunkan sitotoksisitas dari aktivitas sel NK (natural
killer cells) melalui reseptor cytokine dan jalur regulasi sinyal lain, se-
perti P13K/Akt dan ERK/MAPK, dan menurunkan sitotoksisitas terkait
ekspresi gen (Su, 2012). G-CSF yang dapat menetralisasi sitotoksisitas sel
NK biasanya terlihat pada gejala autoimmunity dan transplant rejections
(Weitz-Schmidt, 2009). Setelah administrasi dengan G-CSF selama 5 hari
berturut-turut, jumlah sel WBC, CD34+, dan neutrofil secara signifikan
meningkat dan akan meregulasi jejaring imunologis, aktivasi sel CD34+,
lymphocytes dan granulocytes (Su, 2012).
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No. Aplikasi klinis

6  G-CSF berperan dalam menginduksi mobilisasi HSC (hematopoietic stem
cells) dari bone marrow ke dalam sirkulasi darah peripheral (Link, 2000;
Vose, 2009).

7  G-CSF berperan penting dalam pertahanan tubuh terhadap infeksi bateri,
inflamasi dan proses perbaikan, serta mempertahankan keberlangsungan
proses hematopoiesis (steady state hematopoiesis) (Lieschke dkk., 1994;
Liu dkk., 1996; Anderlini & Champlin, 2008). Penelitian terbaru melapor-
kan bahwa G-CSF juga memiliki fungsi regenerasi dan perbaikan (repairing
function) dalam terapi regenerasi skeletal muscle (Hara dkk., 2011) dan
mereduksi kerusakan jaringan hati (Takayama, 2011)

8  Potensi lain dari G-CSF adalah protein ini diduga memiliki karakteristik
khusus, seperti aktivitas anti tumor (tumoricidal activity), aktivitas faktor
pertumbuhan sel blast, dan mengontrol neuropathic pain (Ro dkk., 2009).
Neuropathic pain disebabkan luka atau penyakit yang melibatkan soma-
tosensory nervous system (sistem saraf sensorik).

Sumber: Adusumilli dkk. (2012)

H. Pengembangan G-CSF Rekombinan Menjadi
Kandidat Produk Biosimilar: Contoh di Pusat
Penelitian Bioteknologi LIPI

Lebih dari 20 tahun setelah registrasi oleh US-FDA, produk biosimilar
hG-CSF telah banyak dikembangkan (Mellstedt dkk., 2008). Amgen
telah kehilangan hak proteksi paten terhadap filgrastim pada 2008,
setelah mengembangkan pasarnya hingga mencapai 4,5 miliar US$.
Agensi Kesehatan Uni Eropa (The EMA) telah menyetujui 8 produk
biosimilar hG-CSF sampai dengan tahun 2016, yaitu Tevagrastim
(2008), Ratiograstim (2008), Biograstim (2008), Filgrastim Hexal
(2009), Zarzio (2009), Nivestim (2010), Grastofil (2013), dan Accofil
(2014) (Zielinska & Bialik, 2016). Pada Februari 2015, Agensi
Kesehatan Amerika Serikat (The US-FDA) akhirnya menyetujui
produk biosimilar hG-CSF yang pertama, yaitu Filgrastim-sndz
(Sandoz), di Amerika Serikat sejak diberlakukannya the Biologics
Price Competition and Innovation Act. Sementara itu, produk
lainnya, Tbo-Filgrastim (Teva), telah disetujui di Amerika Serikat
pada 2012 sebelum legislasi tersebut berlaku (Mehta dkk., 2015).
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Obat-obat tersebut telah menunjukkan kemiripan yang tinggi dalam
hal karakterisasi molekular, kemurnian, stabilitas, farmakokinetik,
farmakodinamik, efikasi klinis, tolerability, dan safety seperti produk
original (Smith dkk., 2006). Analisis harga menyimpulkan bahwa
penggunaan biosimilar filgrastim dan beberapa antibodi, seperti
bevacizumab, trastuzumab dan rituximab, dapat menghemat biaya
pengeluaran pasien hingga mencapai 44,2 miliar US$ dalam 10 tahun
ke depan (Sun dkk., 2015).

Karena biosimilar menunjukkan prospek yang sangat menjanjikan
untuk dikembangkan ke depan bagi Indonesia, dalam beberapa tahun
terakhir, Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI), khususnya
Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI, telah memulai pengembangan
beberapa jenis produk terapeutik berbasis protein rekombinan, seperti
human erythropoietin (hEPO), human granulocyte-colony stimulating
factor (hG-CSF), human interferon-alfa (hIFN-a), dan human insulin
(hINS) sebagai suatu produk biosimilar. Pengembangan hG-CSF
rekombinan khususnya telah dirintis sejak tahun 2008.

Permasalahan utama dalam produksi protein heterolog pada sel
inang di luar sel aslinya adalah tingkat ekspresi yang beragam dari
gen rekombinan yang digunakan. Salah satu penyebabnya adalah
perbedaan kodon preferensi antara sel inang dengan organisme dari
mana gen tersebut berasal. Untuk meningkatkan ekspresi suatu gen
heterolog pada organisme lain, diperlukan suatu modifikasi sekuen
gen. Telah diketahui adanya perbedaan kodon yang signifikan
antara gen-gen asal manusia dengan gen-gen pada ragi atau bakteri.
Sebagai contoh, gen CSF3, yang menyandi protein hG-CSF natural
pada manusia, memiliki perbedaan kodon preferensi yang cukup
signifikan dengan sel ragi atau sel bakteri. Oleh karena itu, diperlukan
suatu gen sintetik penyandi hG-CSF rekombinan yang dioptimasi
yang mengandung kodon sel inang (yeast atau bakteri), agar protein
rekombinan dapat terekspresi dengan baik. Dalam proses perakitan
gen sintetik tidak diperlukan DNA “cetakan” ataupun sumber DNA
dari suatu organisme, tetapi cukup dengan informasi sekuen asam-
amino dari protein atau gen target. Melalui teknik bioinformatika
dan program seperti DNAWorks, sekuen gen sintetik dapat dirancang
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untuk tujuan tertentu. Program ini didukung oleh pangkalan data
kodon berbagai organisme (Codon usage database, t.t.). Pada
pangkalan data kodon tersebut, dijumpai semua informasi terkait
kodon preferensi dan distribusi kodon pada berbagai organisme.
Pada kegiatan pengembangan hG-CSF ini, kami telah merancang
dan mengonstruksi sendiri dua varian gen CSF3-sintetik (disebut
CSF3syn) yang dioptimasi dengan kodon preferensi yeast P. pastoris
atau bakteri E. coli. Sekuen protein hG-CSF natural digunakan sebagai
data masukan (input) untuk merancang sekuen gen sintetik tersebut
(Tabel 6.3).

Tabel 6.3 Sekuen Polipeptida hG-CSF (174 aa) atau met-hG-CSF (175 aa)
(M)TPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKLCATYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAP 60
LSSCPSQALQLAGCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIWQQ 120
MEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP 174

Ket.: digunakan sebagai input untuk desain gen sintetik CSF3syn dengan optimasi
kodon yeast atau bakteri menggunakan program DNAWorks 3.1.

Sumber: Fuad dkk. (2010)

Salah satu parameter dalam rancang bangun gen sintetik adalah
nilai CAI (codon adaptation index) antara 0 sampai dengan 1. Semakin
tinggi nilai CAI suatu gen relatif terhadap sel inang yang digunakan,
semakin tinggi tingkat ekspresinya pada sel inang tersebut. Gen CSF3-
human (CSF3_hu) memiliki CAI sebesar 0,55 pada sel P. pastoris dan
0,66 pada sel E. coli. Angka tersebut menunjukkan bahwa sekuen gen
CSF3-human tidak terlalu baik bila digunakan untuk produksi protein
rekombinannya pada sistem ekspresi P. pastoris ataupun E. coli. Oleh
karena itu, kami melakukan rancang bangun gen CSF3 sintetik yang
dioptimasi dengan kodon preferensi P. pastoris (CSF3syn_ye) atau
E. coli (CSF3syn_ec). Kedua gen tersebut memiliki nilai CAI sebesar
0,91 dan 0,86 masing-masing untuk sistem ekspresi P. pastoris dan
E. coli. Peningkatan nilai CAI dalam beberapa laporan disebutkan
dapat memengaruhi tingkat ekspresi gen tersebut pada sel inang
secara signifikan (Puigbo dkk., 2008).
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Selain itu, gen sintetik yang dikonstruksi juga mengubah
kandungan basa G dan C (%GC), pada sekuen gen tersebut dari
65,71% pada CSF3_hu menjadi 43,67% pada CSF3syn_ye (untuk
yeast) atau 61,33% pada CSF3syn_ec (untuk E. coli) (Fuad dkk., 2010).
Jadi, secara umum, perubahan kodon preferensi akan mengubah
nilai CAI maupun kandungan basa GC, tetapi tidak mengubah sama
sekali urutan asam amino pada protein hG-CSF rekombinan yang
dihasilkan.

Sekuen gen sintetik CSF3syn yang telah dikonstruksi tidak lagi
100% identik dengan gen naturalnya, yakni gen CSF3_human. Sekuen
gen sintetik dengan optimasi kodon P. pastoris (CSF3_yeast) dan
gen dengan kodon E. coli (CSF3_ecoli) hanya memiliki kemiripan
sekuen sebesar 69,3% dan 79,0% masing-masing terhadap sekuen gen
natural CSF3 (CSF3_human). Meskipun demikian, sekuen protein
yang disandi oleh kedua gen sintetik tersebut 100% identik dengan
sekuen protein hG-CSF natural (Gambar 6.4).

1u 20 30 av 50 oU
B T AT B T T B R IR ICHL IR ISP I
CSF3 human acccccctgggecctgecagetecctgeccecagagettectgetecaagtgettagageaa

T L G A S s L © S F L L K C L E Q

CSF3 yeast ACTCCACTAGGCCCAGCTTCTTCTTTGCCACAATCTTTTCTTTTGAAGTGTTTGGAACAA

- T L G A S S L ©Q s F L L K C L E Q

CSF3 Ecoli ACCCCGCTTGGCCCTGCGAGCAGCCTGCCCCAAAGCTTCCTGCTGAAGTGCCTTGAACAG

- T L G A S S L Q s F L L KC L E Q
490 500 510 520

B e [ I
CSF3 human ctggaggtgtcgtaccgcgttctacgccaccttgcccagccctga
- L Y R V L R H L A Q *
CSF3 yeast CTAGAAGTTTCTTACAGAGTTTTGAGACATTTGGCTCAACCA
- L E V s Y RV L R H L A Q X
CSF3 Ecoli CTGGAAGTGAGCTATCGTGTGCTGCGTCATCTGGCGCAGCCG
- L E V s Y RV L R H L A Q X

Ket.: Sekuen gen CSF3_yeast dan CSF3_Ecoli memiliki tingkat kemiripan sebesar
69,3% dan 79,0% masing-masing terhadap sekuen gen natural CSF3_human.

Sumber: Fuad dkk. (2010)

Gambar 6.4 Urutan nukleotida (parsial) dari gen sintetik CSF3syn dengan
kodon P. pastoris (CSF3_yeast) dan kodon E. coli (CSF3_Ecoli) yang telah
didesain dibandingkan gen natural CSF3 manusia (CSF3_human).
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Selain untuk peningkatan ekspresi protein heterolog, pembuatan
gen sintetik dalam kegiatan kami ini juga memiliki tujuan menghindari
klaim berbagai paten yang terkait dengan produksi protein hG-CSF
rekombinan dan latar belakang genetiknya. Banyak klaim dalam
beberapa paten dibuat meliputi banyak hal, termasuk sumber genetik,
vektor ekspresi, proses atau teknik, metode purifikasi, dan sebagainya.
Dengan mendesain dan membuat gen secara sintetik, pelanggaran
terhadap klaim suatu paten yang mungkin terjadi dapat dihindari
(Fuad dkk., 2010).

Desain oligonukleotida dan konstruksi gen sintetik CSF3syn telah
dilakukan, salah satunya menggunakan metode TBIO (Thermody-
namically Balanced Inside-Out) (Fuad dkk., 2008; Gao dkk., 2003).
Proses sintesis dan amplifikasi gen berlangsung secara konsekutif dari
bagian terdalam gen dan berlanjut ke bagian terluar dari gen. Prinsip
metode TBIO dapat dilihat pada Gambar 6.5. Dalam metode TBIO
digunakan 14 oligo-nukleotida yang terdiri atas dua kelompok oligo

_p1>P2
6
—
p8 C—
P9 10
R . T
p12
p14

=P Forward primer
<%= Reverse primer

Ket.: Sebanyak 14 untai oligonukleotida dalam konstruksi gen terbagi dalam dua
kelompok, masing-masing 7 primer merupakan untai sense (P1~P7), dan 7 primer
lain adalah untai anti-sense (P8~P14).

Sumber: Fuad dkk. (2008)
Gambar 6.5 Sintesis Gen CSF3 Sintetik (CSF3syn) dengan Metode TBIO
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yang berbeda arah (arah untai sense dan untai anti-sense) (Tabel 6.4).
Hasil dari konstruksi gen tersebut diperlihatkan pada Gambar 6.6.

Tampak pada Gambar 6.6 suatu proses konstruksi gen melalui

amplifikasi dan pemanjangan fragmen DNA dengan teknik PCR
(polymerase chain reaction) dari molekul primer DNA sepanjang 50~60
nukleotida menjadi satu gen sintetik yang utuh, berupa DNA untai
ganda sepanjang sekitar 550 pasang basa (Gambar 6.6). Gen sintetik

Tabel 6.4 Daftar primer DNA berupa oligonukleotida untai tunggal yang
digunakan untuk sintesis gen CSF3syn dengan metode TBIO.

m Sekuen oligonukleotida “

1 5/ TCTCTCGAGAAGAGAGAGGCTGAAGCTACTCCACTAGGCC—
CAGCTTCTTCTTTG. 3’ 54
2  5/GGCCCAGCTTCTTCTTTGCC-
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTGGAACAAGTTAGAAAG. 3/ 60
3  5’AGTGTTTGGAACAAGTTAGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTGC-
CTTGCAGGAAAAGTTGT. 3" 60
4 5'GCCTTGCAGGAAAAGTTGTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNATC-
CAGAAGAATTGGTCTTG. 3’ 60
5 5/ TCATCCAGAAGAATTGGTCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-
ATTCCATGGGCTCCATTGTC. 3’ 60
6 5’TCCATGGGCTCCATTGTCTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-
CAATTGGCTGGTTGTTTGTC. 3" 60
7 5’CAATTGGCTGGTTGTTTGTC-
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTCTGTACCAAGGATTGTTG. 3/ 60
8 5’GTTGGTCCCAACTCTGGAGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-
ACAATCCTTGGTACAGAAAC .3’ 60
9 5’GTAGTAGCAAAATCAGCAACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAA-
GTTGGTCCCAACTCTGGA. 3"’ 60
10 5’ CAGGAGCCATACCTAGTTCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAG-
TAGCAAAATCAGCAACAT. 3’ 60
11 5’ GATGCAAAGGCTGGCATAGCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAG-
GAGCCATACCTAGTTCT. 3’ 60
12 5’ GAGAAGCAACCAAAACACCANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNT -
GATGCAAAGGCTGGCATAG. 3’ 60
13 5’ CTCAAAACTCTGTAAGAAACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGA-
GAAGCAACCAAAACACCA. 3’ 60
14 5’ ATGGTCGACTGGTTGAGCCAAATGTCTCAAAACTCTGTAA-
GAAACTTCTA. 3’ 50
Sumber: Fuad dkk. (2008)
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Ket.: 1: marka DNA; 2: P7/PS8; 3: P6/P9; 4: P5/P10; 5: P4/P11; 6: P3/P12; 7: P2/
P13; 8: P1/P14. Produk final dari gen CSF3syn sepanjang 558 nukleotida (nt)
ditunjukkan dengan panah.

Sumber: Fuad dkk. (2008)

Gambar 6.6 Analisis DNA dari produk PCR pada proses konstruksi gen
CSF3 sintetik (CSF3syn) menggunakan metode TBIO.

CSF3syn menyandi protein yang sama dengan yang disandi oleh gen
CSF3-human, yaitu protein hG-CSF (Tabel 6.3). Protein natural hG-
CSF terdiri atas 174 gugus asam amino, sementara filgrastim yang
merupakan protein hG-CSF rekombinan yang diproduksi pada E.
coli mengandung gugus metionin tambahan pada ujung-N sehingga
panjang total adalah 175 asam amino.

Selanjutnya, gen sintetik CSF3syn hasil rancang-bangun disubklon
ke dalam plasmid pPICZa dan pET21 (atau pJ404), yang masing-
masing merupakan vektor ekspresi protein rekombinan pada yeast P
pastoris dan bakteri E. coli. Pada masing-masing vektor dikonstruksi
2 varian vektor, yaitu vektor yang masih mengandung protein-tag
(protein penanda) dan yang tidak mengandung protein-tag (Gambar
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6.7). Terhadap masing-masing plasmid telah dilakukan karakterisasi
dan analisis gen yang disisipkan dengan berbagai metode, termasuk
metode PCR, analisis restriksi, dan analisis sekuensing DNA.
Gambar 6.8 menunjukkan salah satu analisis yang digunakan untuk
mengonfirmasi plasmid rekombinan yang dihasilkan. Untuk ekspresi
protein hG-CSF rekombinan pada sel inang yeast, plasmid pPICZa-
CSF3syn(ye) ditransformasi ke dalam sel P. pastoris SMD1168H dan
selanjutnya diseleksi pada medium seleksi (Gambar 6.9.A). Demikian
pula dengan plasmid pET21-CSF3syn(ec) ditransformasi ke dalam sel
E. coli BL21(DE3) sebagai inang dan diseleksi pada medium seleksi
(Gambar 6.9.B).

pPICZa

Start Stop
/ -5’ 3’
ATG
pET21
Xhol Sall
Start Stop
/ 5 ,
pET21
Xhol Sall /

Sumber: Fuad dkk. (2008)

Gambar 6.7 Beberapa Konstruksi Plasmid Ekspresi Gen CSF3syn Penyandi
hG-CSF Rekombinan untuk Ekspresi pada Sel Inang P. pastoris (pPICZa)
maupun sel E. coli (pET21) dengan atau tanpa Protein-tag
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Ket.: Gen target dideteksi dengan pasangan primer CSF3-Forward dan CSF3-
Reverse yang spesifik mengenali gen CSF3syn. 1: marka DNA; 2~6: plasmid pPICZa-
CSF3syn klon #1 ~ #5.

Sumber: Fuad dkk. (2008)

Gambar 6.8 Analisis DNA Sisipan pada Plasmid Rekombinan pPICZa-
CSF3syn dengan Metode PCR

Ket.: (A) P. pastoris SMD1168H/pPICZa-CSF3syn yang berhasil diseleksi pada
medium YPD dengan zeocin 1000 ug/ml. (B) E. coli BL21(DE3)/ pJ404-CSF3syn
yang berhasil diseleksi pada medium LB agar dengan zeocin 25 ug/ml.

Sumber: Fuad dkk. (2010)

Gambar 6.9 Beberapa klon transforman P. pastoris (A) dan E. coli (B)
membawa gen penyandi hG-CSF rekombinan.

Selanjutnya, baik galur yeast maupun bakteri transforman,
digunakan untuk ekspresi dan produksi hG-CSF rekombinan. Tampak
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bahwa galur yeast dan bakteri transforman yang diperoleh mampu
menghasilkan protein hG-CSF rekombinan yang diharapkan. Gambar
6.10 menunjukkan ekspresi protein hG-CSF rekombinan dari yeast
dan bakteri. Tampak adanya pita protein dominan yang merupakan
hG-CSF rekombinan.

Setelah gen sintetik CSF3syn berhasil diekspresikan dengan
baik pada sel inang yeast maupun bakteria, dan protein hG-CSF
rekombinan yang disandi oleh gen sintetik tersebut berhasil
diproduksi,maka tahapan selanjutnya adalah karakterisasi, purifikasi,
dan uji aktivitas biologis dari protein hG-CSF rekombinan yang
dihasilkan. Beberapa analisis telah dilakukan terhadap protein
hG-CSF rekombinan tersebut, yaitu SDS-PAGE, Native-PAGE, IEF
(titik iso elektrik), kromatografi LC-MS/MS, dan spektrometri massa
Maldi-TOF/TOE. Beberapa analisis protein yang dilakukan tersebut
menunjukkan adanya kesesuaian antara protein rekombinan yang
dihasilkan dengan produk referensi hG-CSE, seperti filgrastim. Hasil
spektrometri massa dengan teknik Maldi-TOF/TOF dan kromatografi
cair LC-MS/MS dengan jelas menunjukkan adanya fragmen-fragmen
peptida yang identik dengan sekuen polipeptida dari hG-CSF atau

Ket.: (A) P. pastoris SMD1168H/GCSF galur #02: 1~10: beberapa klon P. pastoris
transforman. (B) E. coli BL21(DE3)/GCSF: 1: marka protein; 2: E. coli transforman
tidak diinduksi (kontrol negatif); 3~10: beberapa klon E. coli transforman yang
diinduksi. Tanda panah menunjukkan pita protein hG-CSF rekombinan.

Sumber: Fuad dkk. (2017)

Gambar 6.10 Analisis SDS-PAGE dari hG-CSF rekombinan yang dihasilkan
oleh P. pastoris (A) dan E. coli (B).
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terhadap filgrastim. Kedua metode tersebut adalah metode terbaik
yang ada saat ini untuk analisis “sidik jari” suatu protein (Lundby &
Olsen, 2011).

Karena identifikasi protein yang dihasilkan sesuai dengan protein
yang diharapkan, analisis immunoblotting terhadap protein tersebut
juga dilakukan. Gambar 6.11 menunjukkan hasil analisis protein
dengan metode immunoblotting, yaitu western blot, menggunakan
antibodi spesifik terhadap hG-CSE. Neupogen (filgrastim) yang me-
rupakan produk referensi digunakan sebagai pembanding. Tampak
bahwa met-hG-CSF rekombinan yang dihasilkan menunjukkan
kesesuaian dengan Neupogen, baik dari ukuran protein maupun
profil immunoblotting. Hanya saja, met-hG-CSF rekombinan yang
ditampilkan pada Gambar 6.11 belum dipurifikasi. Hal ini mem-
buktikan bahwa yeast dan bakteri transforman yang kami buat telah
berhasil memproduksi protein yang diinginkan.

Tahapan selanjutnya adalah pengujian aktivitas biologis dari pro-
tein rekombinan yang dihasilkan. Protein tersebut perlu dimurnikan

- _l 2_ 3 4 E

50
37 8 (dimer) (dimer)
25—
20— -

Neupogen—s Met-hG-CSF Met-hG-CSF
15—3 - (menomer) (monarmer)
10— -

Ket.: Protein dihasilkan oleh E. coli BL21(DE3). 1: Filgrastim (Neupogen); 2: marka
protein; 3: met-hGCSF (dalam bufer asetat 4.0); 4: met-hGCSF (dalam bufer Tris
pH 8.0).

Sumber: Fuad dkk. (2017)

Gambar 6.11 Analisis protein met-hGCSF rekombinan dengan metode
SDS-PAGE (A) dan western blot (B) dengan pembanding produk referensi
filgrastim (Neupogen).
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terlebih dahulu agar bebas dari kontaminan, termasuk endotoksin,
khususnya protein yang berasal dari E. coli. Purifikasi protein dilakukan
menggunakan beberapa teknik kromatografi kolom. Gambar 6.12
menunjukkan kualitas protein hG-CSF rekombinan asal sel E. coli
hasil dipurifikasi. Protein tersebut selanjutnya dikemas dalam larutan
formula khusus yang dapat menjaga kestabilan protein rekombinan.
Protein dikemas secara aseptik dalam vial kaca setelah konsentrasi
protein dikuantifikasi dan diliofilisasi. Untuk pengujian aktivitas
biologis, protein dalam vial tersebut diresuspensi kembali dengan
larutan dekstrosa dan siap digunakan untuk pengujian secara in vivo
(Gambar 6.13). Kandidat protein terapeutik hG-CSF rekombinan ini
kami beri nama LIPI-Grastim. Pengujian aktivitas biologis secara in
vivo dilakukan menggunakan hewan uji berupa tikus jantan galur SD
(Sprague Dawley) berumur 2-3 bulan dengan berat badan antara 200
sampai 300 g. Pengujian dilaksanakan di Rumah Sakit Hewan IPB,
Kampus Dramaga, Bogor, dan dilaksanakan selama 1 bulan.
Prosedur uji in vivo yang kami lakukan telah disetujui dan
sertifikat dikeluarkan oleh Komite Etik Hewan Uji dari Institut
Pertanian Bogor pada Oktober 2017 dengan surat izin AUCC No.
84-2017. Tikus jantan Spargue Dawley umur 2-3 bulan dengan berat

1 23 M4 5 6 7 8 9 10

NG e e e B e S W e G_CSF 19kD
8 (monomer)

Ket.: M: marka protein; 1: filgrastim (kontrol); 2-10: hG-CSF hasil purifikasi dari
beberapa batch produksi.

Sumber: Fuad dkk. (2017)
Gambar 6.12 Protein (met)-hG-CSF rekombinan asal E. coli hasil purifikasi.
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‘i’ E. coli derived $ Yeast derived
LIPI Gastrim LIPI Gastrim

Ket.: Sediaan larutan hG-CSF asal E. coli (kiri) dan asal P. pastoris (kanan) dalam
vial siap untuk pengujian bioaktivitas secara in vivo.
Sumber: Fuad dkk. (2017)

Gambar 6.13 Preparasi Larutan hG-CSF Rekombinan dalam Larutan 5%
(b/v) Dekstrosa.

200-300 gr (Biofarmaka, IPB) dipilih dan dikelompokkan dalam tujuh
grup. Setiap grup terdiri atas enam ekor, mendapat perlakuan sebagai
berikut. Grup 1 sebagai kontrol normal tidak mendapat perlakuan
induksi dengan cyclophosphamide (Endoxan °) ataupun dengan rhG-
CSF; Grup 2 sebagai kontrol negatif menerima 5% dextrose, secara
subkutan (s.c.); Grup 3 sebagai kontrol positif mendapat Leukokine *
40 ug/kg BB, (s.c.); Grup 4, 5, dan 6 diberikan perlakuan dengan rhG-
CSF (asal E. coli) 40, 80, dan 120 ug/kg BB, (s.c.); Grup 7 diberikan
perlakuan dengan rhG-CSF (asal P. pastoris) 80 ug/kg BB, (s.c.); Dosis
yang diberikan pada kontrol positif dihitung dari konversi dosis pada
manusia ke tikus berdasarkan berat badan (Pratiwi dkk., 2020).

Desain eksperimen mengacu kepada Hattori dkk. (1990).
Tikus pada grup 2-7 diinduksi dengan cyclophosphamide 100 mg/
kg BB, intra peritoneal (i.p.), 24 jam setelah pengambilan sampel
darah referensi (baseline) (H-1). Perlakuan pemberian rhG-CSF
(s.c.) dilakukan 24 jam setelah induksi dengan cyclophosphamide,
dan berlanjut selama 4 hari dengan pemberian satu kali per hari.
Sampling darah (sekitar 0,5 ml) diambil dari vena pada bagian ekor
pada H+1, H+4, dan 6 jam setelah perlakuan pada hari yang sama.
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Tikus disakarifikasi pada H+5 dengan injeksi ketamine (Kepro) dan
xylazin (Interchemie) (75 mg/kg BB, 8 mg/kg BB, intramuscular
(i.m.)). Selanjutnya, 2-3 ml darah diambil dari vena dekat jantung
(Pratiwi dkk., 2020).

Hasil uji secara in vivo menunjukkan indikasi positif bahwa hG-
CSF rekombinan yang kami hasilkan, baik dari bakteri maupun dari
yeast, memiliki efek proliferatif terhadap sel neutrofil maupun leukosit
setelah diinduksi dengan cyclophosphamide. Perubahan jumlah
dari lima jenis sel darah diamati selama proses pengujian aktivitas
biologis rhG-CSF secara in vivo, yaitu sel neutrofil, leukosit, limfosit,
eritrosit, dan trombosit. Gambar 6.14 menampilkan profil perubahan
jumlah sel-sel darah dari tikus normal (tanpa cyclophosphamide),
kontrol negatif (dekstrosa), kontrol positif (leukokine) dan perlakuan
dengan rhG-CSE. Tampak bahwa pada kelompok tikus yang mendapat
perlakuan rhG-CSF maupun kontrol positif (leukokine) menunjukkan
adanya peningkatan yang signifikan dari jumlah neutrofil dan leukosit
pada 24 jam pertama. Sementara itu, jenis sel lainnya tidak terdampak
oleh efek dari rhG-CSE Jumlah sel dari berbagai jenis sel darah
tersebut cenderung turun akibat efek induksi dari cyclophosphamide
yang berkelanjutan.

Gambar 6.15 menunjukkan visualisasi sel secara mikroskopis
sampel usap darah tikus dari beberapa perlakuan. Tanda panah pada
gambar menunjukkan sel-sel neutrofil yang tampilannya sangat ber-
beda dari sel lainnya dan terwarnai. Hasil uji awal bioaktivitas secara
in vivo ini sangat menjanjikan dan memberikan kesan yang sangat
positif bahwa protein rhG-CSF yang kami hasilkan menunjukkan
aktivitas biologis seperti diharapkan. Kajian uji biologis lebih lanjut
masih diperlukan untuk mempelajari berbagai hal lebih detail, seperti
dosis yang lebih akurat, profil farmakokinetik dan farmakodinamik
dari produk rekombinan tersebut. Gambar 6.16 menampilkan se-
bagian kegiatan yang kami lakukan selama melakukan uji secara in
vivo di RSHP - IPB.
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Ket.: Induksi dilakukan pada hari ke-0, titik (-1) menggambarkan jumlah neutrofil
sebelum induksi, sedangkan titik 1, 4, dan 5 menggambarkan jumlah neutrofil/

leukosit/limfosit/eritrosit/trombosit setelah mendapatkan hG-CSF.

Sumber: Fuad dkk. (2017)

Gambar 6.14 Profil neutrofil (A), leukosit (B), limfosit (C), eritrosit (D), &
trombosit (E) sebelum induksi (cyclophosphamide) dan setelah perlakuan

dengan hG-CSF.
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Kontrol negatif

Normal

rhG-CSF - Ecoli80

rhG-CSF - yeast

Kontrol positif

Ket.: Dari atas ke bawah: kelompok kontrol negatif, normal, hG-CSF E. coli 80ug/
kg BB, hG-CSF P. pastoris 80ug/kg BB, dan kontrol positif (Leukokine®). Dari kiri
ke kanan: pengamatan pada hari ke-0 (H-0); hari ke-1 (H+1); dan hari ke-5 (H+5).
Tanda panah menunjukkan sel neutrofil.

Sumber: Fuad dkk. (2017)

Gambar 6.15 Tampilan mikroskopik sediaan apus darah dengan pengecatan
Giemsa, dengan mikroskop cahaya perbesaran 100x.
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Ket.: (A) Kandang tikus selama perlakuan, 2 ekor per kandang; (B) Pemberian
perlakuan dengan penyuntikan; (C) Persiapan pengambilan sampel darah; (D)
Pengambilan sampel darah dari bagian ekor tikus; (E) Pembuatan apus darah pada
slide mikroskop; (F) Persiapan untuk euthanasia; (G) Bedah dan pengambilan sampel
darah dari jantung; (H) Tim penelitian hG-CSF: Dr. Asrul Muhamad Fuad, Dian Fitria
Agustiyanti, M.Si., Yuliawati, M.Si., Riyona Desvy Pratiwi, Apt., M.Sc.,Kartika Sari
Dewi, M.Si., Aminah, S.E., dan dibantu oleh Drh. Tri Isyani Tunggadewi dari RSHP-
IPB dan Drh. Nina Herlina dari Lab. Keswan Puslit Bioteknologi LIPI.

Sumber: Fuad dkk. (2017)

Gambar 6.16 Beberapa foto dokumentasi kegiatan pengujian bioaktivitas
secara in vivo di Rumah Sakit Hewan Pendidikan, IPB Bogor.
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C. Penutup

Demikian yang dapat kami paparkan mengenai perkembangan dan
manfaat dari human G-CSF dalam dunia medis dan perjalanan
panjangnya lebih dari tiga dekade, serta program pengembangan
produk biosimilar hG-CSF yang telah dimulai oleh Lembaga Ilmu
Pengetahuan Indonesia (LIPI). Secara ringkas perjalanan hG-CSF
sebagai suatu produk terapeutik dimulai sejak ditemukannya
faktor pertumbuhan tersebut pada 1966 dan diteliti hingga protein
tersebut berhasil diisolasi pada 1983/1984 oleh dua grup penelitian,
yaitu Metcalf dan Nicola serta Welte dan Platzer. Selanjutnya,
sejarah mencatat bahwa gen faktor pertumbuhan tersebut berhasil
diisolasi oleh Welte dkk. (1985), Platzer dkk. (1986), dan Souza dkk.
(1986). Penemuan besar ini berhasil membuka jalan bagi aplikasi
protein G-CSF lebih luas lagi, khususnya untuk aplikasi medis
terkait neutropenia. Segera setelah itu, pada 1991, produk hG-CSF
rekombinan pertama (filgrastim) mendapat persetujuan US-FDA
untuk digunakan secara klinis. Penelitian mengenai protein ini masih
terus berjalan, hingga struktur detail dari molekul hG-CSF berhasil
dielusidasi pada 1993 oleh Hill dkk. Sejarah kemudian mencatat bahwa
akhirnya pada 2008 produk pertama biosimilar dari filgrastim berhasil
diterima oleh masyarakat Uni Eropa dan disetujui oleh EMEA untuk
dapat dimanfaatkan secara luas oleh masyarakat, khususnya di pasar
Uni Eropa. Dengan tekanan yang demikian tinggi, pada 2012 dan 2015
produk biosimilar berhasil menembus pasar Amerika Serikat setelah
produk pertama biosimilar filgrastim diakui oleh US-FDA. Hingga
tahun 2016 tercatat sedikitnya 8 produk biosimilar dari filgrastim
yang telah diakui di pasar Uni Eropa dan Amerika Serikat.

Indonesia dengan jumlah populasi termasuk yang terbanyak di
dunia, merupakan potensi pasar yang sangat tinggi untuk produk
obat, khususnya produk protein terapeutik dan produk biosimilar.
Indonesia perlu mandiri dalam memenuhi kebutuhan akan produk
tersebut agar memiliki ketahanan di bidang kesehatan. Lembaga Ilmu
Pengetahuan Indonesia, dalam hal ini Pusat Penelitian Bioteknologi
LIPIL, telah ikut ambil bagian dalam proses pengembangan produk
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terapeutik, seperti produk biosimilar dari hG-CSE. Prototipe produk
dari hG-CSF rekombinan telah berhasil dibuat dan disintesis. Walau-
pun demikian, perbaikan-perbaikan masih perlu terus dilakukan agar
produk tersebut dapat memenuhi standar kualifikasi yang diperlukan.
LIPI adalah lembaga penelitian yang memiliki ruang lingkup terbatas
dan memerlukan mitra industri yang dapat merealisasikan produk-
produk tersebut menjadi produk yang dapat dipasarkan. LIPI dengan
tangan terbuka tentunya membuka diri bagi semua mitra yang
berminat untuk bersama-sama mengembangkan produk tersebut ke
depan.
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BAB VII

Strategi Peningkatan Aktivitas Protein
Terapeutik Melalui Modifikasi Protein

Kartika Sari Dewi, Yuliawati, dan Dian Fitria Agustiyanti

A. Pendahuluan

Peptida dan protein diketahui memiliki potensi terapeutik yang sangat
baik untuk melawan berbagai jenis penyakit. Selama tiga dekade
terakhir, protein muncul sebagai kelas obat-obatan baru dengan
sekitar 200 produk yang telah dipasarkan (Carter, 2011). Hingga
saat ini bahkan masih terdapat ratusan protein terapeutik yang masih
dalam tahap uji klinis. US Food and Drug Administration (FDA)
telah menyetujui banyak obat-obatan berbasis protein rekombinan,
di antaranya antibodi, vaksin, enzim, sitokin, dan interferon (Leader
dkk., 2008). Selain untuk pengobatan, protein-protein rekombinan
tersebut juga dapat digunakan untuk berbagai tujuan, termasuk
diagnosis, profilaksis, dan manajemen penyakit (Akash & Rehman,
2015).

Saat ini, peptida dan protein terapeutik merupakan penyokong
utama dalam pertumbuhan pendapatan industri obat biologi.
Produknya memiliki rekam jejak yang baik dalam hal penyediaan
produk yang aman dan bermanfaat secara klinis. Meskipun protein
terapeutik telah berhasil merevolusi banyak pengobatan medis yang
sebelumnya tidak terpenuhi, masalah lain pada banyak protein
terapeutik generasi pertama (seperti pembersihan cepat, waktu
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paruh pendek, dan aktivitas rendah) masih menjadi tantangan yang
signifikan bagi industri obat biologi (Li & d’Anjou, 2009). Oleh
karena itu, modifikasi generasi kedua atau ketiga dari peptida dan
protein terapeutik terus dikembangkan untuk memperbaiki profil
farmakokinetiknya.

Teknologi rekayasa protein rekombinan memberikan alternatif
dalam melakukan modifikasi protein terapeutik dengan tujuan
memperbaiki aktivitasnya. Teknik ini diharapkan dapat memperbaiki
beberapa hal terkait aktivitas protein terapeutik, yaitu meningkatkan
efikasi dan waktu paruh, mengurangi dosis pemberian obat, toksisitas
dan efek samping, serta menghindari timbulnya respons imun negatif.
Secara garis besar, teknik modifikasi protein dapat dilakukan pada
dua tingkatan struktural, yakni modifikasi pada tingkat DNA dan
protein (Gambar 7.1).

Pada tingkat DNA, modifikasi genetik dapat dilakukan dengan
cara menggabungkan dua atau lebih gen pengkode protein tertentu

Protein Fusi |__| Fusi donainFr |

[ = ]
Fialogis H Feglhs
Cilikostinst
Sumber: Diadaptasi dari Dozier & Distefano (2015); Jenkins (2007); Metzner dkk.
(2012); Schmidt (2013), Sinclair & Elliot (2005)

Gambar 7.1 Teknik Modifikasi Protein Terapeutik
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yang nantinya akan diekspresikan menjadi suatu produk protein fusi.
Umumnya, salah satu bagian dari protein fusi bersifat terapeutik,
sedangkan bagian lainnya memiliki fungsi spesifik tertentu yang
membantu meningkatkan aktivitas protein terapeutik tersebut
(misalnya fungsi penargetan, efek sitotoksik, dan bertambahnya
waktu paruh). Kelebihan metode ini adalah dapat dihasilkannya suatu
kombinasi protein terapeutik dengan profil yang unik dan aktivitas
yang jauh lebih baik. Beberapa jenis protein fusi yang sering dijumpai
adalah protein fusi albumin, fusi domain Fc, dan imunotoksin
(Metzner dkk., 2012).

Modifikasi pada tingkat protein, atau sering disebut sebagai
modifikasi pasca-translasi, dapat dilakukan, baik secara kimiawi
maupun biologis. Pegilasi protein adalah salah satu contoh modifikasi
protein yang dilakukan melalui reaksi kimia. Cara ini umum dilakukan
untuk meningkatkan bobot molekul protein, dimana gugus tertentu
dari salah satu asam amino dikonjugasikan secara kovalen dengan
molekul polietilen glikol (PEG). Berdasarkan teknik konjugasinya,
pegilasi dibagi menjadi dua kategori, yaitu pegilasi acak dan pegilasi
pada situs spesifik (Mishra dkk., 2016). Peningkatan aktivitas protein
yang diperoleh dengan cara pegilasi, di antaranya bertambahnya
waktu paruh, serta menurunnya imunogenisitas dan laju filtrasi
glomerulus (Strohl, 2015).

Glikosilasi merupakan modifikasi protein yang di dalamnya
melibatkan reaksi-reaksi biologis. Glikosilasi dapat diklasifikasikan
menjadi 4 kategori, yakni O-linked, N-linked, C-linked, dan
glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored (Sinclair & Elliot, 2005).
Pada teknik ini, dilakukan penambahan rantai karbohidrat pada
suatu protein melalui ikatan glikosidik. Cara ini dilaporkan dapat
mereduksi filtrasi glomerulus serta meningkatkan waktu paruh
protein terapeutik. Selain itu, glikosilasi diketahui dapat memengaruhi
aktivitas dan sifat pengikatan protein sehingga dapat meningkatkan
efikasi secara in vivo melalui keseimbangan antara potensi obat dan
waktu pemaparan (Kontermann, 2016). Berikut ini akan dibahas
secara lebih rinci mengenai modifikasi protein terapeutik dengan
metode protein fusi, pegilasi, dan glikosilasi.
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B. Protein Fusi

Perkembangan pesat di bidang teknologi DNA rekombinan membe-
rikan peluang untuk mendesain molekul-molekul baru yang tidak
terdapat secara alami, contohnya protein fusi. Jenis protein ini
dikembangkan dengan cara mengombinasikan beberapa gen pengkode
protein melalui teknik rekayasa genetika. Protein yang diekspresikan
dari kombinasi gen tersebut akan menghasilkan protein tunggal baru
dengan profil yang unik, yang tiap-tiap bagian protein membawa
sifat molekul asalnya. Teknologi protein fusi juga menghasilkan
produk yang relatif homogen karena dapat diproduksi dalam satu
tahap sehingga proses purifikasi menjadi lebih mudah dan ekonomis.
Secara umum, dua molekul protein yang difusikan akan memiliki
profil distribusi yang identik. Melalui metode ini, dapat diciptakan
suatu fungsi protein terapeutik baru yang tidak terdapat secara alami.
Hal ini memungkinkan untuk menciptakan generasi obat baru yang
memiliki waktu paruh lebih panjang daripada produk biosimilar yang
telah habis paten (Schmidt, 2013).

Pada umumnya, salah satu bagian protein fusi merupakan protein
efektor dengan fungsi terapeutik tertentu, sedangkan bagian lainnya
memiliki fungsi spesifik, seperti untuk memperbaiki waktu paruh,
efek sitotoksik, serta penargetan atau rute penyampaian obat yang
baru. Melalui pendekatan fusi genetik, dapat dilakukan kombinasi
beberapa jenis protein untuk mendapatkan protein terapeutik baru
dengan aktivitas yang jauh lebih baik. Fusi genetik juga dapat mem-
fasilitasi tahap formulasi serta meminimalisasi terjadinya deaktivasi
dan agregasi protein. Berikut ini akan dipaparkan beberapa teknik
yang dapat dilakukan dalam rangka meningkatkan aktivitas protein
terapeutik melalui fusi genetik.

1. Fusi Albumin
Albumin merupakan protein plasma yang memiliki kelimpahan pada
rentang 35 hingga 50 g/L serum, serta waktu paruh selama 19 hari.

Secara struktural, albumin terdiri dari 585 asam amino dengan bobot
molekul ~67 kDa (Weimer dkk., 2013). Albumin diproduksi di hati
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dan disekresikan sebagai protein yang tidak terglikosilasi (Schmidt,
2009). Waktu paruh albumin yang cukup lama disebabkan oleh
mekanisme daur ulang yang bergantung pada pH dan dimediasi
oleh reseptor neonatal Fc (FcRn). Mekanisme tersebut berkontribusi
dalam memperpanjang waktu paruh protein fusi albumin (Metzner
dkk., 2012).

Protein fusi albumin dibuat secara genetik dengan memfusikan
gen pengkode albumin dengan protein atau peptida terapeutik melalui
rekayasa DNA. Teknologi fusi ini menghasilkan suatu polipeptida
hibrid yang memiliki profil farmakokinetik albumin, tetapi masih
mempertahankan aktivitas biologis dari protein terapeutik asalnya.
Orientasi dari dua gen yang akan difusikan dapat bervariasi sehingga
desain fusi protein menjadi lebih fleksibel (Gambar 7.2).

Protein atau peptida terapeutik dapat difusikan baik pada ujung
C- atau N-terminal protein albumin, bahkan dapat juga disisipkan di
dalam gen pengkode albumin. Kedua gen pengkode protein fusi dapat
digabungkan secara langsung ataupun dipisahkan oleh sebuah linker
(penghubung). Panjang linker yang digunakan dapat disesuaikan
berdasarkan interaksi antara kedua protein tersebut atau dengan

Albumin

Fusi pada C-terminal

Fusi pada N-terminal

Fusi pada C- dan N-terminal

Fusi C-terminal + linker

Fusi N-terminal + linker

Ket.: Hijau = albumin, kuning dan merah = protein/peptida terapeutik, biru = linker
Sumber: Diadaptasi dari Metzner dkk. (2012)
Gambar 7.2 Fleksibilitas Desain Fusi Albumin
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target molekul lain (Metzner dkk., 2012). Teknologi fusi albumin
yang telah dikembangkan oleh Human Genome Science Inc diketahui
dapat memperpanjang waktu paruh, meningkatkan stabilitas, dan
mereduksi imunogenisitas pada protein efektor (Rogers dkk., 2015).

Hingga saat ini, terdapat berbagai macam protein fusi albumin
yang sudah melalui tahap uji klinis dan praklinis (Tabel 7.1). Untuk
mendapatkan protein fusi albumin dengan efikasi tinggi dan toksisitas
rendah, hubungan antara struktur dan fungsi protein efektor terhadap
albumin harus diperhatikan. Selain itu, optimasi orientasi protein fusi
albumin, jenis linker, dan jumlah salinan protein efektor juga perlu
dilakukan. Protein efektor dapat ditambahkan, baik pada N-terminal
maupun C-terminal dari albumin, tergantung pada letak domain yang
berkontribusi dalam bioaktivitasnya. Panjang dan jenis linker juga
menjadi faktor yang dapat memengaruhi bioaktivitas dari protein fusi
albumin, tergantung apakah posisi albumin terhadap protein efektor
dapat menghalangi domain aktifnya. Oleh karena itu, panjang dan
jenis linker merupakan sesuatu yang harus dioptimasi setelah orientasi
protein fusi sudah ditentukan (Rogers dkk., 2015). Selain kedua hal
tersebut, untuk meningkatkan bioaktivitas dari peptida pendek,
dua atau tiga salinan peptida dapat dikonstruksi. Hal tersebut dapat
meningkatkan bobot molekul serta aktivitas dari protein fusi, seperti
afinitas pengikatan terhadap target (Rogers dkk., 2015).

Penelitian yang dilakukan oleh Zhao dkk. (2008) menyatakan
bahwa fusi albumin pada N-terminal interferon (IFN) a2a dapat
menyebabkan heterogenitas karena mengganggu pembentukan ikatan
disulfida antara sistein pada posisi 1 dan 98. Hal ini menyebabkan
ketidakstabilan yang berujung pada agregasi sehingga formulasi
protein harus dilakukan dalam bentuk terliofilisasi yang membutuhkan
lebih banyak waktu dan biaya. Selain itu, ketidakstabilan protein
juga menyebabkan rendemen dari proses purifikasi protein menjadi
sedikit. Dalam rangka menghindari heterogenitasnya, Ningrum dkk.
(2017) dari Pusat Penelitian Bioteknologi-LIPI mencoba melakukan
modifikasi pada protein fusi tersebut. Modifikasi ini dilakukan dengan
cara mengubah orientasi protein fusi albumin. Kerangka baca terbuka
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Tabel 7.1 Protein Fusi Albumin dalam Tahap Uji Klinis dan Praklinis

Protein Mekanisme Fusi Referensi
Efektor

Glucagon C-terminal GLP-1 Diabetes Disetujui Matthews
like difusikan terhadap tipe 2 FDA pada dkk. (2008)
peptide-1 N-terminal tahun
(GLP-1) albumin. Terdapat 2014
2 salinan GLP-1 (Albigluti-
(G8A) da)
rG-CSF N-terminal rG-CSF  Neutropenia Fase 3 Volovat
difusikan terhadap dkk. (2014)
C-terminal
albumin
Human N-terminal hGH Defisiensi Fase 1 Osborn
Growth difusikan terhadap  hormon per- dkk. (2002)
Hormone C-terminal tumbuhan
albumin
Interleukin-2  C-terminal IL-2 Melanoma Fase 1 Yao dkk.
difusikan terhadap dan karsino- (2004)
N-terminal ma sel ginjal
albumin
Extendin-4 C-terminal Extend- Diabetes Praklinis Zhang dkk.
in-4 difusikan ter-  tipe 2 (2014)
hadap N-terminal
albumin
Insulin C-terminal insulin Diabetes tipe  Praklinis Duttaroy
rantai B difusikan ldan?2 dkk. (2005)
terhadap N-
terminal albumin
Interferon N-terminal IFNa Hepatitis C Diskontinu  Zeuzem
difusikan ter- kronis setelah dkk. (2010)
hadap C-terminal melalui
albumin fase 3

(albuferon)

Sumber: Rogers dkk., 2015
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Gen Pengkode IFN Gen Pengkode Albumin

Fusi Genetik

Sumber: Dimodifikasi dari Elsadek & Kratz (2012)

Gambar 7.3 Struktur teoretis dari protein albumin yang difusikan secara
genetik pada C-terminal IFN a2a.

dari gen pengkode albuferon dioptimasi dengan orientasi albumin
pada C-terminal IFN a2a (Gambar 7.3). Selanjutnya, ekspresi protein
fusi ini dilakukan pada sel inang Pichia pastoris. Hasil karakterisasi
protein menunjukkan bahwa protein fusi yang dihasilkan memiliki
ukuran yang sesuai dengan prediksi secara teoritis, yakni 85 kDa
dengan kelimpahan sebesar 14 mg/L. Hasil uji stabilitas ekspresi
menunjukkan bahwa galur P. pastoris rekombinan tersebut mampu
menghasilkan produk protein albuferon dengan jumlah yang relatif
stabil hingga generasi ke 60. Namun, uji pendahuluan terkait aktivitas
antiproliferatif menunjukkan bahwa terjadi penurunan aktivitas
sebesar 20% dibandingkan protein nonfusi.

2. Fusi Domain Fc

Teknologi fusi protein berbasis domain Fc merupakan salah satu
strategi yang cukup sukses dalam mendapatkan generasi baru dari
protein terapeutik. Pada protein fusi Fc, domain pengikat antigen
(Fab) dari imunoglobulin (Ig) digantikan dengan protein efektor lain
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dengan fungsi terapeutik tertentu (Schmidt, 2009). Pada umumnya,
protein yang terfusi dengan domain Fc memiliki fungsi terapi yang
sangat potensial sehingga hasil penggabungan keduanya menghasilkan
suatu protein hibrid baru dengan sifat-sifat biologis dan farmakologis
yang jauh lebih menguntungkan. Salah satu yang terpenting adalah
adanya peningkatan waktu paruh melalui pertambahan bobot mo-
lekul sehingga tidak mudah dibersihkan oleh ginjal. Selain itu, adanya
afinitas pengikatan domain Fc dengan reseptor Fc (FcRs) pada sel-
sel imun serta daur ulang Fc melalui FcRn dapat memperpanjang
aktivitas terapeutik dari protein fusi Fc (Czajkowsky dkk., 2012).

Domain Fc, yang dapat diisolasi dengan cara memecah IgG
dengan enzim papain, merupakan faktor utama yang berperan pada
panjangnya waktu paruh dan distribusi IgG di dalam tubuh (Jazayeri &
Carroll, 2012). Pada umumnya, IgG1 manusia memiliki waktu paruh
sekitar tiga minggu, sedangkan fragmen antibodi hanya beberapa
jam. Hal ini karena reseptor FcRn pada sel endotel mengikat bagian
antara CH2 dan CH3 pada domain Fc sehingga melindungi IgG1
dari mekanisme pembersihan (Kim dkk., 2005). FcRn diekspresikan
pada sel epitel yang melapisi usus, paru-paru, dan ginjal sehingga
keberadaannya relatif konstan. Pada daur ulang melalui reseptor FcRn,
protein fusi Fc diinternalisasi melalui pinositosis dan berinteraksi
dengan FcRn di dalam endosom pada pH 6. Protein fusi Fc yang
terikat pada FcRn kemudian dikembalikan ke membran plasma sel
endotel dan dilepaskan kembali ke serum ekstraselular pada pH 7,4
(Schimdt, 2009).

Enbrel® (etanercept) merupakan contoh sukses dari protein fusi
Fc yang menggunakan reseptor terlarut sebagai protein terapeutik.
Etanercept merupakan gabungan antara domain ekstraseluler terlarut
dari reseptor II TNF-a (TNFR II) yang berukuran 75 kDa dan domain
Fc IgG1 (Gambar 7.4). Protein fusi terapeutik ini memiliki waktu
paruh 68 jam. Etanercept memiliki kemampuan untuk menetralisasi
TNF-a, baik dalam bentuk terlarut maupun yang terikat membran.
Bersama obat antagonis TNF-a lainnya, seperti remicade (suatu
antibodi monoklonal anti-TNF-a), etanercept memiliki dampak yang

Strategi Peningkatan Aktivitas ... 217



_ Domain ekstraselular
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Sumber: Chiran dkk. (2013)
Gambar 7.4 Struktur Etanercept

luar biasa dalam pengobatan rheumatoid arthritis. Semenjak disetujui
oleh FDA pada 1998, sampai saat ini etanercept masih menjadi protein
terapeutik yang paling sukses secara komersial. Penjualan obat ini
hampir mencapai 3,6 miliar US$ pada 2008 (Huang & Swanson, 2013).

Hingga saat ini, terdapat sembilan jenis protein fusi Fc yang
telah disetujui oleh FDA dan dipasarkan di USA sebagai produk obat
biologi (Tabel 7.2). Seluruh protein fusi tersebut memiliki domain Fc
dari IgG1 manusia dengan tujuan meningkatkan waktu paruh dari
protein terapeutik. Tanda bintang (*) menunjukkan produk yang
ditarik dari pasaran pada 2011.

Tabel 7.2 Protein Fusi Fc yang Telah Disetujui oleh FDA

Konstruk
molekuler Ligan (efek klinis) Perusa-
(Sistem haan
ekspresi)
Eloctate FVIII-IgG1 Fc Faktor pembekuan darah (terapi Biogen 2014
(HEK293) pengganti untuk hemofilia A) Idec
Alprolix FIX-lgG1 fc  Faktor pembekuan darah Biogen 2014
(HEK-293) (terapi pengganti untuk hemo-  Idec
filia B)
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Konstruk
molekuler
(Sistem
ekspresi)

Ligan (efek klinis)

Perusa-
LEE]]

Amevive  LFA3-IgG1 Mengikat CD2 (menghambat Astellas 2003*
(alefacept) Fc (CHO) proliferasi sel T pada psoriasis dan Bio-
dan penolakan transplan) gen ldec
Enbrel TNFR2-1gG1 Mengikat TNF membran dan Amgen 1998
(etaner- Fc (CHO) terlarut (mereduksi inflamasi dan Im-
cept) yang diinduksi oleh sitokin munex
pada rheumatoid arthritis (RA),
plaque psoriasis, dan psoriatic
arthritis
Orencia CTLA4-1lgG1 Mengikat CD80, CD86 (meng- Bristol- 2005
(abata- Fc (CHO) hambat ko-stimulasi sel T pada  Myers-
cept) RA) Squibb
Nulojix CTLA4-1gG1 Mengikat CD80, CD86 (meng- Bristol- 2011
(belata- Fc (CHO) hambat ko-stimulasi sel T pada  Myers-
cept) penolakan transplan) Squibb
Eylea VEGFR1- Mengikat VEGF-A, VEGF-B dan  Regeneron 2011
(afliber- VEGFR2- faktor pertumbuhan plasenta dan Sanofi
cept) 1gG1 Fc (mencegah neovaskularisasi Aventis
(CHO) pada wet age-related macular
degeneration dan macular
edema (Eylea)
Zaltrap VEGFR1- Mengikat VEGF-A, VEGF-B, Regeneron 2012
(zivafliber- VEGFR2- dan PIGF (mengobati kanker dan Sanofi
cept) lgG1-Fc kolorektal) Aventis
(CHO)
Arcalyst IL-1R-IgG1  Mengikat dan menetralisasi Regeneron 2008
(rilona- Fc (CHO) IL-1 pada cryopyrin-associated  dan Sanofi
cept) periodic syndrome (CAPS) Aventis
Nplate Throm- Bertindak sebagai agonis pada  Amgen 2008
(romi- bopoietin-  reseptor trombopoietin untuk
plostim)  binding menstimulasi produksi platelet
peptide- pada refractory immune throm-
IgG1 Fc (E.  bocytopenia
Coli)
Sumber: Berry (2014)
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3. Imunotoksin

Terapi terarah/target pertama kali didefinisikan oleh Paul Ehrlich pada
pertengahan abad ke-19. Ia menggambarkan konsep “peluru ajaib”
yang secara selektif menargetkan organisme penyebab penyakit dan
menghantarkan toksin untuk mengeliminasi patogen. Hingga saat
ini, konsep tersebut masih sangat ideal bagi banyak ilmuwan untuk
mengembangkan terapi kanker terarah tanpa memengaruhi sel-sel
normal. Pada awalnya, molekul penarget dan toksin dikonjugasikan
secara kimiawi. Akan tetapi, hal tersebut menyebabkan banyak
masalah pada saat proses produksi. Pendekatan ini kemudian diganti
dengan metode fusi genetik. Selain itu, penggunaan toksin yang
bukan berasal dari manusia juga menjadi kendala dan menyebabkan
timbulnya respons imun yang tidak diinginkan (Schmidt, 2014).

Imunotoksin merupakan suatu molekul protein yang terdiri
dari satu ataupun dua ligan penarget yang terikat secara kovalen
dengan peptida toksin, baik yang berasal dari tumbuhan maupun
mikroorganisme. Ligan pada imunotoksin berfungsi dalam penge-
nalan sel target, sedangkan toksin akan membunuh sel target ber-
dasarkan mekanisme aksi yang dimiliki toksin tersebut. Beberapa
contoh ligan yang digunakan pada imunotoksin, yaitu antibodi mono-
klonal, fragmen antibodi, molekul adhesi, faktor pertumbuhan, dan
sitokin. Terdapat dua tipe toksin yang digunakan untuk konstruksi
imunotoksin (Tabel 7.3). Toksin tipe I adalah protein yang aksi
enzimatiknya dilakukan di sitosol yang prosesnya dapat menghambat
fungsi intraseluler, terutama pada tahap sintesis protein. Toksin tipe II
merupakan golongan peptida yang bekerja pada membran sel. Jenis
toksin ini mengakibatkan kebocoran pada membran yang berujung
pada kematian sel. Pada toksin tipe II, internalisasi toksin untuk
intoksikasi sel tidak diperlukan. Namun, kekurangannya ialah adanya
toksisitas sel non-spesifik. Oleh karena itu, kebanyakan imunotoksin
dikonstruksi dengan toksin tipe I (Woo & Frankel, 2013).

Dalam tiga dekade terakhir, lebih dari 1000 jenis imunotoksin
telah dikonstruksi dan saat ini terdapat 12 jenis imunotoksin yang
sedang dalam tahap pengembangan (Tabel 7.4). Generasi pertama
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Tabel 7.3 Tipe Toksin pada Pembuatan Imunotoksin
Tipe | Fungsi | Toksin

Toksin Menghambat sintesis ~ Holotoksin: toksin difteri, eksotoksin
sitosolik  protein melalui ribosi-  Pseudomonas
lasi ADP pada EF-2

Menghambat sintesis Holotoksin: ricin, abrin, viscumin, nigrin b
protein melalui pemo-  Hemitoksin: gelonin, saporin, PAP, luffin,
tongan RNA ribosom bouganin, trichosantin, ebulin, bryodin,
momordin, momorchochin, moschatin,
dianthin 30, ocymoidine, pyramidatine,
colocin |, a-sarcin, mitogillin, clavin,
restrictocin, bamase
Holotoksin: toksin antraks

Modifikasi jalur Holotoksin: neurotoksin Botulinum
pensinyalan
Menghambat eksosito-
sis (sekresi)
Toksin Disintegrasi fungsi Hemitoksin: fosfolipase C dari Clostridia
membran membrane vital perfringens, thionin Pyrularia
Pembentukan pori Hemitoksin: proaerolysin, CytlAa toksin

pada membrane

Sumber: Woo & Frankel (2013)

dari imunotoksin merupakan suatu konjugat kimia dari toksin
dan ligan yang spesifik terhadap tumor. Kekurangan dalam proses
konjugasi secara kimiawi adalah diperlukannya toksin dan ligan
dalam jumlah besar karena hasil akhir yang relatif sedikit. Konjugasi
secara kimiawi menghasilkan produk yang cenderung heterogen.
Namun, imunotoksin hasil konjugasi kimiawi memiliki waktu paruh
yang lebih panjang (9-24 jam) jika dibandingkan produk rekombinan
(1-5 jam). Generasi kedua dari imunotoksin merupakan protein
fusi rekombinan. Sebagian besar imunotoksin termasuk ke dalam
golongan ini. Dalam mendesain imunotoksin rekombinan, informasi
mengenai struktur toksin digunakan untuk meminimalkan efek yang
tidak diinginkan serta memaksimalkan efek sitotoksik yang spesifik
terhadap sel target. Pada imunotoksin rekombinan, dalam satu
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Tabel 7.4 Imunotoksin dalam Tahap Pengembangan

Anti-B4-blocked

ricin CD19 Lymphocytic leukemia Ricin
IL13PE IL12Ra Kanker pankreas PE
H22ETA Cbe4 Arthritis PE
scFv35-ETA Reseptor-y Asetilkolin  Rhabdo-myosarcoma  PE
Affitoxin HER2 Kanker HER2+ PE
VB6-845 EpCAM Eaer:i:fai macam Bouganin
FR betaPE Reseptor f folat Inflamasi PE
26292(Fv)-PE38  CD123/IL3Ra Z‘gﬁmy eloid leu- pp
SS1P Mesothelin Kanker paru-paru PE
BL22 CD22 Hairy cell leukemia PE
CD19-ETA CD19 Lymphocytic leukemia PE
scFv(MUC1)-ETA MUC1 Kanker payudara PE

Sumber: Sharma dkk. (2015)

rantai protein hanya terdapat satu salinan ligan selektif tumor dan
satu salinan toksin. Strukturnya yang relatif sederhana menjadikan
molekul imunotoksin mudah diproduksi di sel inang E. coli (Woo &
Frankel, 2013).

Berbeda dengan generasi sebelumnya, imunotoksin generasi
ketiga memiliki modifikasi pada domain toksinnya. Modifikasi ini
untuk mengurangi imunogenisitas dan degradasi protein lisosomal
serta mendapatkan struktur yang lebih kompleks untuk meningkatkan
afinitas pada sel target. Sebagai contoh, mutasi titik dan delesi mayor
pada domain II PE diketahui dapat menghasilkan imunotoksin PE
baru dengan imunogenisitas dan toksisitas yang lebih rendah serta
lebih resistan terhadap protease. Untuk meningkatkan efikasi, struktur
protein yang lebih kompleks didapatkan dengan menambahkan suatu
ligan yang identik maupun berbeda jenis (Woo & Frankel, 2013).
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Laboratorium Rekayasa Protein dan Pengembangan Sistem
Penyampaian Obat di Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI telah berupaya
mengembangkan imunotoksin dengan cara mengonjugasikan suatu
fragmen antibodi untai tunggal anti-epidermal growth factor variant
IIT (scFv anti-EGFRVIII) dengan toksin berupa varian mutan human
pancreatic ribonuclease (HPRmut). Ekspresi dilakukan pada sel inang
P, pastoris. Fragmen antibodi yang digunakan memiliki ukuran yang
relatif kecil (30 kDa) sehingga diharapkan dapat menembus jaringan
tumor dengan lebih baik (Sun dkk., 2003). EGFRVIII dipilih karena
merupakan varian mutan yang paling umum ditemui pada sejumlah
tumor padat dan spesifik pada sel kanker. Salah satu penelitian
imunotoksin yang banyak dikembangkan saat ini adalah imunoRNAse
(IR), yang menggunakan molekul ribonuklease (RNAse) sebagai
toksin (De Lorenzo dkk., 2004). RNAse bersifat sitotoksik karena
kemampuannya untuk mendegradasi RNA. RNase menyebabkan
kematian sel dengan cara menghambat biosintesis protein, baik pada
tahap transkripsi maupun translasi. Fusi gen EGFRscFv::HPR telah
berhasil terintegrasi ke genom P. pastoris. Analisis interaksi antara fusi
antibodi (scFv::HPR) dan antigen (EGFR::BFP) juga telah dilakukan
dengan analisis slot blot dan mikroskop fluoresen. Analogi interaksi
dapat dilihat pada Gambar 7.5 (Yuliawati dkk., 2014).
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Sumber: Yuliawati dkk. (2014)

Gambar 7.5 Analogi interaksi antara fusi antibodi (scFv::HPR) dan antigen
(EGFR::BFP) dengan analisis slot blot (A) dan mikroskop fluoresen (B).
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4. Keuntungan dan Tantangan dalam Pembuatan Protein Fusi

Seperti yang telah diketahui, banyak keuntungan yang dapat diperoleh
dengan mengonjugasikan suatu protein teurapeutik dengan protein
lain yang memiliki fungsi spesifik tertentu. Bertambahnya waktu
paruh, efek sitotoksik, serta rute penyampaian baru adalah sebagian
dari keuntungan tersebut. Namun, beberapa hal juga menjadi tantang-
an yang harus dihadapi dalam memproduksi protein fusi, contohnya h
terbentuknya human anti-toxin antibodies (HATA) pada imunotoksin.
Tabel 7.5 meringkas apa saja yang menjadi keuntungan dan tantangan
pada fusi protein terapeutik, baik berupa fusi albumin, fusi domain
Fc, maupun imunotoksin.

Tabel 7.5 Keuntungan dan Tantangan Fusi Protein Terapeutik

Protei Refe-
Keuntungan Tantangan
Fusi rensi

Fusi Meningkatkan bioavailabili- e Menjaga aktivitas Strohl
Albumin tas dan waktu paruh; protein efektor, serta  (2015);
e Berkurangnya dosis pembe- meminimalisasi risiko  Schmidt
rian obat; toksisitas dan imuno-  (2009);
e Mudah diproduksi pada genisitasnya; Metzner
sel inang yeast dalam skala e Aplikasinya terbatas dkk.
besar dan cenderung ekono- sebagai peningkat (2012)
mis; profil farmakokinetik
e Menghasilkan fusi mono- dan agen penstabil,
merik sehingga memudah- tidak ada kemampuan
kan proses purifikasi dan sekunder lainnya (mi-
perhitungan dosis. salnya efek sitotoksik).
Fusi e Memiliki fungsi sitotoksik e Masih memerlukan Rath
domain melalui antibody-dependent sistem ekspresi euka-  dkk.
Fc cellular cytotoxicity (ADCC) riot untuk memfasili-  (2015);
atau complement-dependent tasi pembentukan Schmidt
cytotoxicity (CDC); jembatan disulfida; (2009)
e Mempermudah proses puri- e Ukurannya yang cukup
fikasi melalui teknik kroma- besar dapat menu-
tografi afinitas menggunakan runkan laju difusi jika
protein A dan G; melewati mucus.

e Membantu melarutkan pro-
tein hidrofobik;

e Memperpanjang waktu
paruh.
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Protein Refe-
. Keuntungan Tantangan .
Fusi rensi

Imuno- e Memiliki toksisitas yang Dapat memicu timbulnya Sharma
toksin bertarget sehingga memi- respons imun negatif, dkk.
nimalkan efek samping pada yakni human anti-toxin (2015)
sel-sel normal; antibodies (HATA) dan
e Mengurangi dosis yang human anti-mouse anti-
diberikan pada pasien bodies.

sehingga dapat menghindari
efek racun sistemik.

Sumber: dari berbagai sumber

C. Pegilasi Protein Terapeutik

Pegilasi merupakan teknologi yang telah digunakan secara luas
untuk mengubah protein, peptida, molekul kecil, dan oligonukleotida
menjadi obat yang lebih potensial dibanding dengan molekul natif.
Biomolekul terpegilasi memiliki sifat klinis yang lebih bermanfaat,
seperti meningkatnya stabilitas, berkurangnya laju filtrasi glomerulus,
meningkatnya waktu paruh, rendahnya imunogenisitas dan anti-
genisitas, serta terlindungi dari degradasi proteolitik (Bailon &
Won, 2009). Secara intrinsik, kelebihan dari PEG adalah bersifat
biokompatibel, relatif nontoksik, serta memiliki kelarutan yang baik
di dalam air dan berbagai macam pelarut organik. Manfaat lain dari
pegilasi adalah dapat meminimalkan pemborosan volume injeksi obat
yang berkaitan dengan laju serapan di situs injeksi serta meningkatnya
kelarutan protein terapeutik (Gambar 7.6) (Kang dkk., 2009).

Konjugasi antara molekul PEG dan protein terapeutik meng-
hasilkan suatu makromolekul baru dengan perubahan yang signifikan
pada karakteristik fisiko-kimia, serta menunjukkan perbaikan sifat
farmakokinetik dan farmako-dinamiknya. Proses pembuatan protein
terpegilasi dapat dimulai dengan mengetahui secara baik profil protein
target yang akan dipegilasi, juga kekurangan yang dapat diperbaiki
melalui proses pegilasi. Gambar 7.7 merangkum tahapan mendesain
proses pegilasi dari suatu protein.
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*Memperpanjang waktu sirkulasi obat
karena berkurangnya filtrasi glomerulus

Efek perisai
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Efek stabilisasi

*Perbaikan sifat fisikokimia

*Berkurangnya Imunogenisitas, toksisitas,

, Bertambahnya volume
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situs  antibodi dan serangan proteolitik oleh enzim
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y Ampifilisitas dan
=~ " fleksibilitas

Perbaikan kestabilan kimiawi
dan solubilitas

Sumber: Diadaptasi dari Kang dkk. (2009)
Gambar 7.6 Dasar Pemikiran Pegilasi Protein

Mem pelajari profil protein target

» Mengetahui karakteristik profil protein target {ukuran, pl,
wrutan asam amino, struktur 3D protein. iumlah dan jenis
asam amino yang terpapar).

Memilib PEG yang akan digunakan

+ Menentukan PEG yang dibutuhkan oleh protein sesuai fungsi
yang akan direrbaiki (jenis, bentuk, dan ukuran PEG).

Menentukan situs penempelan PEG

+ Menentukan posisi  penempelan PEG pada  protein
{penempelan secara acak atau spesifik, penempelan di N
terminal atau C terminal, penempelan pada asam amino
tertentu).

Manentukan matode pegilasi

+ Menentukan metode pegilasi yang akan digunakan (sistem
buffer, pH, dan waktu yang akan digunakan).

mMenentukan metode pemurnian

+ Matode pemurnian komplek protein dan  menghilangkan
protein dari partikel PEG yang tidak membentuk kompleks {mis:
kromatogafi penukar ion dan kromatopasi eksekusi gel).

Karakterisasi dan penguijian protein
terpegilasi

« Karakteristik protein terpegilasi {ukuran, nilai, pl, stabilitas).
+ Pengujuan secara in vitro dan in vivo,

Sumber: Diadaptasi dari Santos dkk. (2018)
Gambar 7.7 Tahapan Pegilasi Protein
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1. Profil PEG dan Ketersediaannya

PEG adalah suatu polimer yang bersifat non-toksik, non-imunogenik,
hidrofilik, tidak bermuatan, tidak dapat terdegradasi, serta disetujui
oleh FDA sebagai suatu molekul yang aman. PEG merupakan polieter
linier dari etilen glikol (etana-1,2-diol). Umumnya, salah satu ujung
polimer ditutup dengan gugus metoksi (mPEG) untuk mencegah
ikatan silang yang tidak diinginkan saat proses konjugasi. Kelarutan
PEG yang baik di dalam air ataupun pelarut organik dihasilkan dari
polimerisasi anionik etilen oksida yang diinisiasi oleh serangan
nukleofilik dari ion metoksida pada cincin epoksida (Turecek dkk.,
2016; Roberts dkk., 2012).

Meskipun banyak format baru PEG bermunculan (contohnya
multiarm, comb-shaped, dan forked), PEG dengan bentuk linier dan
bercabang dengan bobot molekul hingga 40 kDa masih menjadi
pilihan utama karena menghasilkan perbaikan sifat farmakokinetik
yang diharapkan. Namun, penggunaan PEG konvensional berbentuk
linier panjang dengan bobot molekul di atas 30 kDa memiliki
keterbatasan, yakni tingginya viskositas konjugat PEG-protein yang
dihasilkan sehingga berpotensi terjadinya akumulasi PEG di dalam
tubuh. Dalam hal ini, PEG dengan bentuk multi-arm dan khususnya
comb-shaped memberikan keuntungan dengan mereduksi viskositas
konjugat PEG-protein dibandingkan bentuk konvensional karena
membawa banyak PEG rantai pendek yang terikat pada backbone
polimer (Jevsevar dkk., 2010).

PEG dikenal sebagai polimer yang tidak dapat terbiodegradasi.
Namun, beberapa laporan menyatakan bahwa PEG dapat didegradasi
secara oksidatif oleh berbagai macam enzim, contohnya alkohol dan
aldehid dehidrogenase. Rantai PEG dengan bobot molekul di bawah
400 Da dimetabolisme secara in vivo oleh alkohol dehidrogenase
menjadi metabolit toksik. Sementara itu, PEG dengan rantai panjang
yang biasa digunakan untuk mengonjugasi protein terapeutik tidak
dimetabolisme. Eliminasi molekul PEG dan konjugat PEG-protein
dengan bobot molekul di bawah 20 kDa dilakukan melalui filtrasi
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ginjal, sementara konjugat protein dengan molekul PEG yang lebih
besar dieliminasi dari tubuh dengan jalur lain, seperti melalui
penangkapan oleh sel hati, sistem imun, dan digesti proteolitik pada
bagian proteinnya (Jevsevar dkk., 2010). Secara komersial, PEG
tersedia dalam berbagai bentuk, ukuran, dan sifat kimiawi yang
berbeda sehingga memungkinkan untuk berinteraksi secara kovalen
dengan gugus fungsional tertentu pada protein. PEG dengan bentuk
linear dan bercabang telah digunakan pada produk obat-obatan yang
saat ini dipasarkan (Jevsevar dkk., 2010; Turecek dkk., 2016).

2. Reaksi Pegilasi Protein

Aktivasi molekul PEG diperlukan dalam tahap penempelan PEG
terhadap molekul protein. Cara yang dilakukan ialah dengan
menyiapkan suatu derivat PEG yang memiliki gugus fungsional
pada salah satu maupun kedua ujungnya. Gugus fungsional pada
PEG dipilih berdasarkan jenis gugus reaktif yang terdapat pada
protein yang akan dikonjugasikan. Beberapa asam amino yang
reaktif di antaranya lisin, sistein, histidin, arginin, asam aspartat,
asam glutamat, serin, treonin, dan tirosin (Roberts dkk., 2012).
Gugus fungsional yang bereaksi dengan PEG adalah -NH,, -NH-,
-COOH, -OH, -SH termasuk ikatan disulfida (-S-S-) (Gambar 7.8).
Selain situs penempelan, terdapat beberapa aspek lain yang perlu

o9y . -
¥ = L e L= .

Protein PEG Konjugat PEG-protein

Ket.: X merupakan gugus fungsional pada protein yang bereaksi secara komplemen
dengan gugus fungsional Y pada molekul PEG, membentuk konjugat PEG-protein

Sumber: Diadaptasi dari Dozier & Stefano (2015)
Gambar 7.8 Strategi Pegilasi Protein
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dipertimbangkan dalam proses pegilasi, yakni tipe aktivasi PEG,
sifat (permanen atau dapat dipotong), panjang dan bentuk linker,
panjang, bentuk, struktur, dan ukuran PEG, termasuk penambahan
gugus metoksi pada ujung PEG (Jevsevar dkk., 2010). Seluruh aspek
ini diatur sesuai dengan kebutuhan dan profil protein yang akan
dikonjugasikan. Berdasarkan teknik konjugasinya, pegilasi terbagi
menjadi dua kategori, yaitu pegilasi secara acak (pegilasi generasi
pertama) dan pegilasi pada situs spesifik (pegilasi generasi kedua)
(Mishra dkk., 2016).

a. Pegilasi secara acak

Mayoritas reagen PEG yang digunakan untuk pegilasi acak menar-
getkan gugus amino reaktif pada protein, terutama gugus amino
epsilon atau alfa pada rantai samping residu lisin (Roberts dkk., 2012).
Lisin merupakan asam amino yang bersifat polar dan keberadaannya
relatif melimpah pada bagian permukaan protein, menjadikannya
rentan terhadap reaksi kimia dengan PEG. Akibatnya, reaksi terjadi
dengan sangat cepat dan membentuk campuran konjugat PEG-protein
yang kompleks dengan jumlah dan posisi penempelan rantai PEG
yang bervariasi (Jevsevar dkk., 2010).

Sebagian besar reagen pegilasi yang digunakan tidak sangat
spesifik bereaksi dengan gugus amino dari residu lisin, tetapi
bereaksi secara minor dengan nukleofil protein lainnya, antara lain
gugus amino pada N-terminal, nitrogen imidazolyl pada residu
histidin, bahkan pada rantai samping residu serin, treonin, tirosin,
dan sistein. Meskipun hingga batasan tertentu jalannya reaksi dapat
diatur oleh pH medium (agar reaksi berlanjut, nukleofil tidak boleh
terprotonasi), jenis reaksi ini selalu menghasilkan campuran pegilasi
yang kompleks (Roberts dkk., 2012; Jevsevar dkk., 2010). Teknik
pegilasi acak umumnya menggunakan PEG dengan bobot molekul
rendah (<12 kDa), membentuk banyak isomer PEG. Penggunaan
mPEG menghasilkan pengotor PEG diol yang memicu terbentuknya
ikatan silang dan agregat protein inaktif.

Strategi Peningkatan Aktivitas ... 229



Derivat PEG generasi pertama meliputi i) PEG-dichlorotriazine,
ii) PEG-tresylate, iii) PEG-succinimidyl carbonate, iv) PEG-
benzotriazole carbonate, v) PEG-para-nitrophenyl carbonate, vi)
PEG-trichlorophenyl carbonate, g) PEG-carbonylimidazole dan h)
PEG-succinimidyl succinate (Roberts dkk., 2012). Meskipun terdapat
banyak variasi pereaksi pegilasi, reagen pegilasi acak yang paling
sering digunakan saat ini memiliki gugus karbonil teraktivasi dalam
bentuk ester N-hidroksi-suksinimida (NHS), yang nantinya akan
membentuk konjugat PEG-protein stabil melalui ikatan amida. Ikatan
yang stabil antara PEG dan protein memungkinkan proses produksi,
karakterisasi, dan formulasi yang lebih mudah pada protein akhir
(Jevsevar dkk., 2010).

Konjugat PEG-protein terapeutik yang pertama kali disetujui
FDA, yakni Adagen® (pegademase), adalah suatu campuran produk
pegilasi yang kompleks dan beragam. Pegademase telah terbukti jauh
lebih efisien dibandingkan transfusi tukar parsial sel darah merah
yang merupakan terapi standar sebelum pegademase disetujui.
Peglntron® dan Pegasys® juga merupakan produk yang dihasilkan dari
reaksi pegilasi acak. Kedua produk obat biologi tersebut merupakan
campuran isomer pegilasi tunggal. Pada PegIntron®, rantai PEG linier
berukuran 12 kDa terikat di berbagai posisi penempelan (Jevsevar
dkk., 2010).

b. Pegilasi pada gugus spesifik

Walaupun proses purifikasi dapat menghasilkan produk pegilasi
yang homogen, perkembangan teknik pegilasi cenderung bergeser
ke arah pegilasi pada gugus spesifik. Generasi kedua dari teknik
pegilasi protein ini didesain untuk mengatasi keterbatasan generasi
sebelumnya. Spesifisitas rendah, degradabilitas, berkurangnya aktivitas
konjugat, rentan terhadap hidrolisis, kebutuhan akan molekul PEG
berbobot molekul tinggi, dan heterogenitas konjugat keseluruhannya
berkontribusi terhadap kebutuhan reagen PEG yang lebih selektif
(Jevsevar & Kunstelj, 2012; Roberts dkk., 2012; Turecek dkk., 2016).
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Dua contoh pendekatan untuk reaksi pegilasi gugus spesifik
adalah alkilasi reduktif untuk pegilasi N-terminal dan pegilasi gugus
tiol pada residu sistein bebas. Pegilasi N-terminal dilakukan melalui
tahap alkilasi reduktif menggunakan reagen PEG-aldehid dan suatu
agen pereduksi (contohnya sodium cyanoborohydride). Metode ini
digunakan untuk menghasilkan Neulasta®, yakni protein granulocyte
colony stimulating factor (GCSF) yang terpegilasi tunggal pada gugus
N-terminalnya dengan ukuran PEG sebesar 20 kDa. Perbaikan profil
farmakokinetik pada Neulasta® memungkinkan pemberian dosis
hanya satu kali per siklus kemoterapi, dibandingkan GCSF generasi
pertama (Neupogen®) yang diberikan setiap hari sampai dua minggu
per siklus kemoterapi (Jevsevar & Kunstelj, 2012).

Pegilasi gugus tiol pada residu sistein bebas merupakan pendekatan
utama yang dilakukan pada pegilasi gugus spesifik. Pertimbangannya
adalah karena reagen yang bereaksi secara spesifik dengan gugus
tiol telah berhasil disintesis, di antaranya PEG-maleimide, PEG-
vinylsulfone, PEG-iodoacetamide, dan PEG-orthopyridyl disulfide.
Selain itu, jumlah sistein bebas pada permukaan protein lebih sedikit
dibandingkan residu lisin. Jika pada molekul protein tidak terdapat
sistein bebas, satu atau dua sistein bebas dapat ditambahkan melalui
rekayasa genetik. Metode ini memungkinkan pegilasi yang spesifik
pada area tertentu sehingga dapat meminimalisasi hilangnya aktivitas
biologis protein serta mengurangi imunogenisitasnya (Roberts dkk.,
2012). Meskipun beragam reagen yang bereaksi spesifik dengan
gugus tiol telah tersedia, reagen PEG-maleimide paling disukai karena
membentuk konjugat PEG-protein yang stabil (Jevsevar dkk., 2010).

3. Purifikasi dan Karakterisasi Protein Terpegilasi

Proses pegilasi protein menghasilkan campuran produk yang kom-
pleks dan beragam. Oleh karena itu, tahap purifikasi diperlukan
untuk mendapatkan produk akhir yang homogen. Konjugat PEG-
protein target harus dipisahkan dari campuran protein-protein yang
tidak bereaksi, protein dengan pegilasi tidak spesifik, reagen PEG
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yang tidak bereaksi, dan reagen-reagen lainnya yang ditambahkan
saat reaksi berlangsung. Perbedaan muatan, bobot molekul, radius
hidrodinamik, hidrofobisitas, dan afinitas dapat dijadikan dasar
pemurnian konjugat PEG-protein. Secara umum, metode yang dipilih
untuk isolasi protein terpegilasi adalah kromatografi penukar kation.
Metode ini memungkinkan dilakukannya single-step purification yang
efisien. Selain itu, suatu isomer konjugat PEG-protein dengan bobot
molekul sama dapat dipisahkan berdasarkan perbedaan muatannya
(Jevsevar & Kunstelj, 2012).

Secara sederhana, protein terpegilasi dapat dikarakterisasi dengan
analisis sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). Pada gel akrilamid akan terlihat perbedaan yang
signifikan antara waktu retensi dan mobilitas pada protein natif dan
terpegilasi. Reverse phase high performance liquid chromatography
(RP-HPLC) merupakan metode yang sangat baik dalam menentukan
kemurnian protein terpegilasi, termasuk mengetahui jumlah protein
yang terpegilasi dan tidak terpegilasi, protein teroksidasi, protein
terdeamidasi, serta jika ada pemotongan backbone protein. Satu-
satunya metode analisis yang dapat membedakan bentuk isoform
protein terpegilasi dan telah digunakan untuk mengarakterisasi
produk komersial (Pegasys® dan PegIntron®) adalah cation exchange
(CE)-HPLC. Metode ini juga mampu membedakan rantai PEG
dengan panjang yang berbeda-beda (Jevsevar & Kunstelj, 2012).

4. Imunogenisitas dan Keamanan Protein Terpegilasi

Efek sterik dari rantai PEG terhidrasi yang menghalangi akses
enzim-enzim proteolitik menjadi dasar berkurangnya imunogenisitas
protein terpegilasi. PEG juga dapat meminimalisasi terpaparnya
bagian antigenic determinant dari protein terapeutik sehingga
mencegah terbentuknya antibodi netralisasi. Oleh karena itu, pegilasi
protein tidak hanya meningkatkan waktu paruh, tetapi juga dapat
mengurangi toksisitas protein (Fishburn, 2008). Namun, pegilasi dapat

232 Pengembangan Obat Biolog ...



menyebabkan berkurangnya bioaktivitas suatu protein terapeutik,
terutama dengan memengaruhi interaksi bioterapeutik dengan
protein targetnya. Selain itu, sifat PEG yang tidak dapat terdegradasi
juga menyebabkan terbentuknya vakuolisasi tubular ginjal. Walaupun
pada dasarnya dianggap sebagai molekul yang tidak beracun, PEG
ditemukan dapat bersifat imunogenik dan sebanyak 25% individu
memiliki antibodi anti-PEG. Hal ini kemungkinan diakibatkan oleh
paparan yang relatif tinggi dari molekul PEG yang terdapat di dalam
produk kosmetik, makanan, maupun obat-obatan (Kontermann,
2016).

5. Produk Biosimilar Terpegilasi

Adagen® dan Oncaspar® ialah generasi pertama dari protein terapeutik
terpegilasi yang disetujui oleh FDA. Keduanya merupakan enzim
yang dipegilasi secara acak pada beberapa situs di sepanjang protein,
menggunakan PEG berbobot molekul kecil (5 kDa). Berbeda dari
sebelumnya, generasi kedua dari produk terpegilasi lebih beragam,
baik dari jenis efektor (misalnya protein, aptamer, dan antibodi) dan
karakteristik PEG (ukuran dan bentuk). Jenis protein terpegilasi yang
telah disetujui oleh FDA berikut situs penempelan, jenis PEG, dan
protein target terangkum pada Tabel 7.6.
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D. Glikosilasi Protein Terapeutik

Pembersihan cepat dan aktivitas yang rendah merupakan kekurangan
dari banyak protein dan peptida terapeutik. Beberapa strategi yang
dapat dilakukan untuk mengatasi kendala tersebut antara lain
dengan pegilasi protein, konstruksi protein dimer, atau memfusikan
protein terapeutik dengan protein lain yang memiliki kemampuan
untuk memperpanjang waktu paruh. Namun, hilangnya aktivitas,
berubahnya struktur protein, efikasi yang rendah, sulitnya proses
pembuatan, atau terbentuknya antibodi netralisasi merupakan
keterbatasan yang dihasilkan dari metode-metode tersebut (Elliot
dkk., 2003).

Teknik glikosilasi, yakni penambahan rantai oligosakarida ter-
hadap suatu peptida atau protein melalui ikatan glikosidik, merupakan
pendekatan alternatif yang dapat dilakukan untuk meningkatkan
profil farmakokinetik protein terapeutik (Fares, 2012). Komponen
karbohidrat pada suatu protein memiliki fungsi biologis yang penting
dalam mempertahankan stabilitas molekuler, kelarutan, aktivitas in
vivo, waktu paruh, dan imunogenisitas. Secara khusus, komponen
asam sialat pada karbohidrat dapat memperpanjang waktu paruh
protein terapeutik (Sinclair & Elliot, 2005).

Pada teknik glikosilasi, suatu sekuen konsensus diintroduksikan
pada peptida atau protein terapeutik melalui teknologi DNA re-
kombinan. Sekuen konsensus ini nantinya akan dikenali oleh sistem
ekspresi protein pada sel inang untuk ditambahkan jenis karbohidrat
tertentu, baik pada saat translasi maupun pascatranslasi. Protein
yang telah melalui tahap tersebut akan memiliki peningkatan
jumlah karbohidrat yang mengandung asam sialat, mengakibatkan
peningkatan pada waktu paruh dan aktivitas in vivo (Fares, 2012;
Sinclair & Elliot, 2005).

1. Tipe Glikosilasi Protein

Oligosakarida memiliki peranan penting dalam banyak mekanisme
pengenalan, persinyalan, dan peristiwa adhesi yang terjadi di dalam
dan antarsel. Bagian karbohidrat juga membantu dalam pelipatan dan
sekresi protein. Tidak seperti polimer asam amino dan asam nukleat,
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rantai karbohidrat dibuat secara enzimatik yang mekanismenya
berlawanan dengan biosintesis dari cetakan yang telah ditentukan.
Oleh karena itu, proses glikosilasi menghasilkan keragaman pada
jumlah unit dan pola penempelan gugus gula (Sinclair & Elliot,
2005). Glikosilasi diklasifikasikan menjadi 4 kategori, yakni O-linked,
N-linked, C-linked, dan glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored
protein (Sinclair & Elliot, 2005). Namun, glikosilasi N-linked masih
menjadi primadona dalam modifikasi protein terapeutik. Tabel 7.7
menjelaskan tipe-tipe glikosilasi protein.

Tabel 7.7 Tipe-Tipe Glikosilasi Protein

Tipe Glikosilasi | Situs Penempelan Fungsi Referensi
N-glikosilasi Gugus amida pada Mereduksi makro- Dicker &
. residu aspargin heterogenisitas Strasser
I Mereduksi mikro- (2015); Jacobs
- heterogenisitas & Callewaert
K Mengeliminasi residu  (2009)
e gula non human yang
. berpotensi imuno-
genik
O-glikosilasi Gugus hidrok- Berperan penting Vasudevan &
sil pada residu dalam pelipatan Haltiwanger
" serin, treonin, protein (2014)
Q; - hidroksiprolin,
"y hidroksilisin dan
- tirosin
C-glikosilasi Atom C pada Berperan penting Ihara dkk.
asam amino dalam pelipatan pro-  (2015)
o}@a@ triptofan tein dan penargetan
T ot sro-tmcon substrat protein
Glycosylphos- Situs w pada C- Sebagai jangkar bagi Paulick &
phatidylinositol ~ terminal protein protein yang akan Bertozzi
(GPIl)-anchored ditempelkan pada (2008);
membrane Ikezawa
- (2002);
Kinoshita &

Manbeanpums

Fujita (2016)

Sumber: Dari berbagai sumber
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2. Peran Glikosilasi Protein

Glikosilasi protein memiliki dua peranan penting. Pertama, glikan
yang terikat pada protein dapat memodulasi sifat biokimia protein,
seperti bioaktivitas, pelipatan, dan imunogenisitas. Kedua, glikan
tersebut dapat berfungsi sebagai determinan pada proses pengenalan
molekuler, seperti penargetan enzim tertentu pada lisosom atau
penangkapan asialoglikoprotein oleh reseptor hepar. Situs glikosilasi
dan tipe struktur glikan merupakan pengaruh utama dalam
memodulasi aktivitas biologis protein (Cumming, 1991).

Glikosilasi N-linked merupakan modifikasi yang paling kompleks
dan banyak terjadi di sel eukariot (Lee dkk., 2015). Efek N-glikosilasi
pada sifat biofisika protein bergantung pada lokasi, lingkungan sekitar
situs glikosilasi, serta jumlah glikan. Ukuran glikan tidak berpengaruh
signifikan, biasanya dua atau tiga gugus gula pertama dari suatu glikan
yang besar bertanggung jawab terhadap hampir seluruh efek stabilisasi
(Lisowska & Jaskiewicz, 2012).

Glikan terlibat pada hampir semua aktivitas biologis, dari fer-
tilisasi, proliferasi sel, persinyalan sel, diferensiasi sel, perkembangan,
respons imunitas, interaksi inang-patogen, aktivitas hormonal, dan
sebagainya. Hilangnya glikosilasi secara utuh memiliki efek memati-
kan, sedangkan cacat pada sintesis glikan menyebabkan sejumlah
penyakit multisistemik serius yang dikenal sebagai congenital disorders
of glycosylation. Selain itu, perubahan pada glikosilasi telah diamati
pada berbagai macam penyakit, termasuk kanker, diabetes, autoimun,
inflamasi, neurodegeneratif, dan penyakit menular (Kristi¢ & Lauc,
2017).

3. Pengaruh Glikan terhadap Waktu Paruh Protein

Suatu protein tunggal dapat terglikosilasi pada beberapa situs yang
berbeda-beda dan glikan yang menempel pada situs tersebut dapat
bervariasi. Oleh karena itu, suatu glikoprotein yang sama dapat memi-
liki banyak varian glikosilasi yang perbedaannya hanya terletak pada
bagian glikannya saja. Sebelumnya, telah diketahui bahwa perbedaan
pada residu gula terminal dan jumlah cabang dari suatu glikan dapat
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memengaruhi waktu paruh beberapa glikoprotein membran dan
sirkuler (Partridge dkk., 2004).

Ashwell dan Morell (1974) melaporkan adanya perbedaan
dramatis antara waktu paruh protein terglikosilasi natif (glikan
diterminasi oleh asam sialat) (t,,= ~56 jam) dan protein yang ter-
deglikosilasi parsial (glikan diterminasi oleh glukosa) (t,, = < 30
menit). Selanjutnya, diketahui bahwa glikan yang diterminasi oleh
gugus galaktosa menyebabkan protein yang terdeglikosilasi parsial
cepat hilang dari peredaran darah. Ini bisa terjadi karena adanya
endositosis spesifik yang dimediasi oleh reseptor asialoglikoprotein—
yang diekspresikan oleh hepatosit. Selain itu, dilaporkan juga bahwa
glikoprotein dengan glikan yang diterminasi oleh gugus manosa,
GlcNAc atau fukosa mudah dihilangkan dari peredaran darah karena
adanya interaksi spesifik dengan mammalian lectin-like receptor yang
diekspresikan oleh beberapa jenis sel.

Studi awal mengenai pengaruh variasi gugus gula pada terminal
glikan menyoroti empat fakta penting terkait dengan pengaruh
glikan permukaan pada sifat glikoprotein yang bersirkulasi (Sola &
Griebenow, 2009). Pertama, protein dengan pola glikosilasi yang tidak
sesuai akan cepat hilang dari peredaran darah melalui mekanisme
berbasis reseptor spesifik. Kedua, protein terglikosilasi natif (glikan
diterminasi oleh asam sialat) memiliki waktu paruh yang lebih
panjang dibandingkan protein tidak terglikosilasi dan terglikosilasi
parsial. Ketiga, penambahan asam sialat dan glikan berkorelasi
dengan bertambahnya waktu paruh protein. Keempat, berdasarkan
pola glikosilasinya, protein dapat ditargetkan pada tipe jaringan atau
organ tertentu.

4. Rekayasa Glikosilasi dalam Memproduksi Protein
Terapeutik

Telah diketahui bahwa jumlah dan komposisi glikan memiliki peranan

penting dalam pelipatan protein, kelarutan, dan mekanisme lalu lintas

intraseluler. Bergantung pada spesies, tipe sel, dan status fisiologis sel

inang, pola glikosilasi dari glikoprotein rekombinan dapat berbeda
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secara signifikan. Secara struktural, glikan pada glikoprotein cukup
beragam dan terdiri dari satu set monosakarida yang dihubungkan
oleh jenis ikatan yang bermacam-macam. Proses glikosilasi pada
RE dan badan golgi diketahui menghasilkan struktur glikan yang
heterogen (Dicker & Strasser, 2015). Oleh sebab itu, berbagai strategi
dilakukan untuk mengatasi heterogenitas glikan pada glikoprotein
rekombinan, termasuk rekayasa glikosilasi secara in vivo dan in vitro
dalam rangka menghasilkan glikoprotein terapeutik yang homogen.
Pembuatan glikoprotein rekombinan dengan pola glikosilasi yang
didesain khusus sangat penting untuk mengetahui fungsi dari berbagai
jenis glikan dan juga untuk mendapatkan generasi baru glikoprotein
terapeutik dengan aktivitas biologis yang lebih baik.

5. Pemilihan Sel Inang untuk Ekspresi Protein Terapeutik
Terglikosilasi

Salah satu faktor yang berpengaruh dalam proses glikosilasi adalah
tipe sel inang yang digunakan. Sel inang yang berbeda tentunya
juga memiliki enzim-enzim yang berlainan. Hal tersebut akan
memengaruhi spesifisitas dan heterogenitas pada profil glikosilasi dan
efikasi pada produk terapeutiknya. Sebagai contoh, Glucocerebrosidase
(GC) rekombinan secara potensial dapat diproduksi menggunakan
tanaman Arabidopsis thaliana dan Nicotiana benthamiana. Kedua
tanaman tersebut umumnya memproduksi glikoprotein dengan
struktur oligomanosa yang penting dalam efikasi GC untuk
pengobatan Gaucher’s disease (He dkk., 2012; Limkul dkk., 2016).
Namun, strategi rekayasa glikosilasi lainnya masih diperlukan untuk
mencegah penempelan gugus gula spesifik tanaman (3-1,2-xilosa
dan 1,3-fukosa) dalam upaya menurunkan risiko timbulnya reaksi
imunogenisitas.

Glikosilasi protein rekombinan pada sistem ekspresi non-
mamalia tentunya berbeda dengan manusia sehingga memiliki
aplikasi yang terbatas dalam memproduksi glikoprotein terapeutik.
Sel mamalia merupakan sistem ekspresi utama yang digunakan untuk
memproduksi 60% dari obat-obatan berbasis rekombinan (Goh & Ng,
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2018). Terdapat contoh sistem ekspresi sel mamalia dan nonmamalia
yang umum digunakan untuk memproduksi glikoprotein terapeutik
(Tabel 7.8).

Tabel 7.8 Beberapa Sistem Ekspresi Untuk Memproduksi Glikoprotein
Terapeutik

Sistem Produk Glikoprotein

Ekspresi Keuntungan Terapeutik Referensi
Chinese Memiliki kemampuan Siltuximab (SYLVANT®) Lalonde &
hamster beradaptasi dan tumbuh  Pertuzumab Durocher
ovary pada suspense kultur (PERJETA®) (2017); Lai,
(CHO) skala industri. Daratumumab Yang & Ng
(sel Memiliki risiko yang kecil ~ (DARZALEX®) (2013)
mamalia karena hanya sedikit virus  Mepolizumab
non- manusia yang dapat ber-  (NUCALA®)
manusia) propagasi di dalamnya. Human DNAse

Dapat tumbuh pada (PULMOZYME®)

media bebas serum.

Dapat melakukan

modifikasi paskatrans-

lasi dan menghasilkan

protein bersifat bioaktif

dan biokompatibel pada

tubuh manusia.
HT-1080 Dapat mengekspresikan Epoetin delta Lalonde &
(sel gen skala besar. (DYNEPQO®) Durocher
manusia) Mudah tumbuh pada Idursulfase (2017);

suspensi kultur bebas (ELAPRASE®) Swiech dkk.

serum. Velaglucerase alfa (2015)

Memiliki pertumbuhan (VPRIV®)

yang relatif cepat.

Menghasilkan glikan yang

tidak imunogenik.
Yeast Mudah tumbuh dengan Ocriplasmin (JETREA®) Lalonde &
(sel cepat dan menghasilkan Catridecagog Durocher
inang non-  produk yang melimpah (TRETTEN®) (2017)
mamalia)

Sumber: Dari berbagai sumber
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6. Produk Glikoprotein Terapeutik

Eritropoietin ialah hormon glikoprotein yang berperan dalam
meregulasi eritropoiesis dengan tujuan menjaga jumlah optimum
sel darah merah dalam tubuh. Recombinant human erythropoietin
(rHu-EPO) memiliki bobot molekul 30,4 kDa dan terdiri dari 165
asam amino. Sebanyak 40% komposisi molekulnya terdiri dari kar-
bohidrat, di dalamnya terdapat 1 O-linked dan 3 N-Iinked glikan.
Rantai N-linked glikan pada rHu-EPO terdapat pada asam amino
N24, N38, N83, sedangkan untuk O-/inked glikan terdapat pada asam
amino S126 (Egrie & Browne, 2002).

Darbepoetin alfa merupakan hasil rekayasa genetik dari eritro-
poietin yang diproduksi pada sel chinese hamster ovary (CHO) dan
terdapat substitusi 5 asam amino (N30, T32, V87, N88, T90) yang
menghasilkan 2 situs N-glikosilasi baru (Gambar 7.9). Oleh karena
itu, berbeda dengan rHu-EPO, darbepoetin alfa memiliki 5 N-/inked
glikan, berbobot molekul 37,1 kDa, dan komposisi karbohidrat
sebesar 51%. Adanya penambahan komposisi karbohidrat menjadikan
darbepoetin alfa memiliki waktu paruh yang lebih panjang, aktivitas
biologis yang meningkat serta dapat menurunkan afinitas reseptor jika
dibandingkan epoetin alfa dan epoetin beta (Powell & Gurk-Turner,
2002).

Secara farmakologi, rHu-EPO dan darbepoetin alfa berikatan
dengan reseptor eritropoietin pada sel progenitor eritroida. Ikatan

o R

Asn Asn Asn Asn Asn Ser
24 30 38 B3 a8 126

Sumber: Diadaptasi dari Jelkmann (2007)

Gambar 7.9 Perbedaan susunan asam amino terglikosilasi pada epoetin
dan darbepoetin alfa.
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tersebut akan menstimulasi proses diferensiasi sel progenitor menjadi
sel darah merah matang serta menghambat terjadinya apoptosis.
Secara in vitro, afinitas reseptor EPO terhadap darbepoetin alfa lebih
rendah dibandingkan rHu-EPO. Namun, hal tersebut tidak berarti
bahwa darbepoetin alfa memiliki potensi yang lebih kecil secara in
vivo. Adanya penambahan 2 rantai karbohidrat N-linked diketahui
menambabh stabilitas metabolik secara in vivo serta memperpanjang
waktu paruh sebesar 3 kali lipat dibandingkan rHu-EPO jika
diadministrasikan secara intravena (Macdougall, 2000).

Di Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI, para peneliti dari Labo-
ratorium Protein Terapeutik dan Vaksin telah berhasil mengem-
bangkan protein biosimilar rHu-EPO generasi kedua yang diproduksi
pada sel CHO-KI1. Protein tersebut memiliki modifikasi 5 N-linked
glikan dengan aktivitas 0,18 ng yang setara dengan aktivitas 2 ng dari
rHu-EPO komersial (Epoetin a) (Santoso, 2014). Lebih dari itu, saat
ini LIPI telah bekerja sama dengan PT Biofarma untuk pengembangan
produksi rHu-EPO generasi kedua secara komersial.

E. Penutup

Kepentingan untuk mengoptimalkan sifat farmakokinetik dari suatu
protein terapeutik akan terus meningkat seiring dengan semakin
banyaknya produk obat biologi yang dikembangkan. Hingga saat
ini, banyak peptida dan protein yang menjanjikan telah berhasil di-
identifikasi dan dikembangkan di laboratorium, tetapi gagal dalam
menghasilkan efek yang diinginkan secara in vivo karena waktu paruh
yang relatif pendek dan rute penyampaiannya yang kurang tepat.
Ukuran yang relatif kecil dari peptida dan protein ini juga membuatnya
rentan terhadap pembersihan ginjal. Dalam hal ini, modifikasi protein
terapeutik dapat dipertimbangkan untuk mengatasi berbagai masalah
yang timbul pada protein terapeutik generasi pertama. Meningkatnya
efikasi dan waktu paruh, berkurangnya dosis pemberian obat, toksi-
sitas dan efek samping, serta menghindari timbulnya respons imun
negatif merupakan perubahan positif yang diharapkan dapat dicapai
melalui modifikasi protein terapeutik.
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Formulasi Protein Terapeutik
Rekombinan

Riyona Desvy Pratiwi, Hariyatun, dan Ratih Asmana Ningrum

A. Pendahuluan

Formulasi merupakan bagian yang penting dari pengembangan
protein terapeutik rekombinan karena memengaruhi keberhasilan
penyampaian pada target terapi. Protein terapeutik rekombinan
yang tidak mencapai target terapi dengan baik, tentu tidak dapat
menghasilkan respons pengobatan yang optimal. Formulasi meliputi
beberapa aspek, yaitu formula, metode pembuatan, proses pembuatan,
peralatan, dan pengemasan (Ansel, 2005).

Formulasi protein terapeutik rekombinan yang merupakan suatu
makromolekul memberikan tantangan yang lebih besar dibandingkan
formulasi sediaan farmasi pada umumnya yang berbahan aktif
mikromolekul. Hal ini disebabkan oleh tiga hal krusial yang harus
diperhatikan dalam memformulasikan protein terapeutik rekombinan.
Ketiga hal tersebut adalah pertimbangan stabilitas protein terapeutik
rekombinan, pertimbangan bobot molekul protein yang besar, dan
pertimbangan mikrobiologis (Crommelin, 2013; Frokjaer & Otzen,
2005).

Pertimbangan utama dalam formulasi protein terapeutik
rekombinan adalah faktor terkait dengan stabilitas protein yang

253



lebih rendah dibandingkan mikromolekul. Sedikit perubahan pada
kondisi penyimpanan (misalnya kelembapan, temperatur, pH, dan
cahaya), dapat mengubah struktur protein, padahal aktivitas protein
dipengaruhi oleh struktur protein tersebut yang terdiri dari empat
tingkat, yakni struktur primer, sekunder, tersier, dan kuartener.
Perubahan struktur protein dapat menghilangkan aktivitas biologis
protein. Struktur tersier dan kuartener sangat rentan dipengaruhi
oleh ketidaksesuaian kondisi penyimpanan. Sebaliknya, aktivitas
mikromolekul sebagian besar dipengaruhi oleh struktur primer saja,
dan hanya sebagian kecil yang dipengaruhi oleh struktur primer dan
sekunder. Selain itu, interaksi protein terapeutik rekombinan dengan
bahan-bahan eksipien yang tidak sesuai dapat menyebabkan reaksi
reduksi-oksidasi. Dengan demikian, kompatibilitas semua bahan yang
digunakan dalam formulasi protein terapeutik rekombinan harus
diperhitungkan dengan baik (Kamerzell dkk., 2011).

Pertimbangan lain dalam formulasi protein terapeutik rekombinan
adalah bobot molekul protein yang besar dapat mengurangi per-
meabilitas untuk melintasi kulit, membran mukosa, dan membran sel
sehingga sulit diabsorbsi oleh tubuh dan menyebabkan bioavailabilitas
protein terapeutik rendah. Dengan demikian, rute pemberian yang
bisa diaplikasikan untuk sediaan dengan bahan aktif protein terapeutik
pun terbatas. Injeksi masih merupakan rute pemberian utama untuk
penghantaran protein terapeutik sampai saat ini (Chaurasia, 2016).

Pertimbangan mikrobiologis yang meliputi dekontaminasi
mikroba dan dekontaminasi pirogen juga perlu diperhatikan dalam
formulasi protein terapeutik rekombinan. Ketiga parameter tersebut
menjadi syarat yang harus dipenuhi untuk sediaan farmasi, khususnya
sediaan injeksi. Namun, tidak semua metode sterilisasi dapat di-
aplikasikan untuk protein terapeutik rekombinan. Metode sterilisasi
panas, seperti autoklaf, tidak dapat digunakan karena merusak
stabilitas protein terapeutik. Pada umumnya, metode sterilisasi yang
digunakan untuk protein terapeutik rekombinan adalah metode
sterilisasi filter, sinar radiasi, ataupun kimia (Crommelin, 2013).
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Probabilitas terjadinya kontaminasi mikroba dan pirogen dalam
produk protein terapeutik rekombinan sangat besar karena untuk
memproduksi bahan aktif protein tersebut digunakan sel inang
mikroba, seperti bakteri, virus, dan yeast. Sisa-sisa mikroba maupun
pirogen yang dihasilkannya harus dihilangkan dari produk protein
terapeutik rekombinan (Crommelin, 2013).

Formulasi protein terapeutik rekombinan dalam bentuk sediaan
injeksi atau dalam bab ini disebut sebagai formulasi konvensional
memiliki beberapa kekurangan, antara lain spesifisitas rendah pada
target terapi tertentu, hanya untuk pelepasan cepat, dan mudah
dieliminasi dari tubuh. Oleh karena itu, sejak dua dekade terakhir,
formulasi protein terapeutik rekombinan tidak hanya difokuskan pada
sediaan injeksi sederhana atau konvensional. Sejumlah penelitian
telah dilakukan untuk mengembangkan advanced dosage form protein
terapeutik rekombinan, meskipun belum banyak yang dipasarkan dan
digunakan secara klinis. Berbagai strategi dapat diterapkan dalam
pengembangan advanced dosage form untuk mengatasi kekurangan
dari formula konvensional. Strategi tersebut terkait dengan tujuan
formulasi advanced dosage form protein terapeutik rekombinan,
yaitu untuk pelepasan berkelanjutan, meningkatkan bioavailabilitas,
penghantaran spesifik ke target terapi tertentu, penghantaran
intraseluler atau sitosolik, dan penghantaran non-invasif.

B. Preformulasi Protein Terapeutik Rekombinan

Preformulasi bertujuan mengumpulkan semua informasi berupa data
hasil penelitian ataupun studi literatur yang terkait dengan karakteristik
protein terapeutik sebelum dilakukan proses formulasi. Karakteristik
protein erat kaitannya dengan struktur protein. Karakterisasi protein
dapat dilakukan dengan berbagai metode sesuai dengan tingkat
struktur protein yang dianalisis (Chaurasia, 2016).

Struktur primer protein yang berupa untai residu asam amino
penyusun protein dapat dikarakterisasi dengan metode spektrometri
massa. Melalui informasi residu asam amino penyusun protein, sifat
fisikokimia protein (seperti asam atau basa, dan bermuatan atau tidak
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bermuatan), dapat diketahui. Selain itu, hidrofobisitas dari asam
amino penyusun struktur primer menentukan pelipatan protein.
Interaksi antar-asam amino dapat membentuk struktur sekunder
melalui ikatan hidrogen yang terbentuk antara gugus amida dan gugus
karboksil. Gugus amida sebagai donor hidrogen dan gugus karboksil
sebagai reseptor hidrogen (Arakawa & Philo, 2013).

Struktur sekunder terdiri dari konformasi alfa heliks dan beta
sheet. Struktur alfa heliks dibentuk oleh ikatan hidrogen antara gugus
amida dan karboksil yang berdekatan di tiap empat asam amino
(Gambar 8.1). Struktur beta sheet dibentuk dari ikatan hidrogen
antara gugus amida dan karboksil yang berjauhan dengan region yang
berbeda. Struktur beta sheet terdiri dari struktur paralel dan antiparalel
(Gambar 8.2). Analisis konformasi struktur sekunder protein da-
pat dilakukan dengan berbagai metode, seperti spektrofotometri
ultraviolet-circular dichroism (UV-CD), spektroskopi fourier transform
infrared (FT-IR), dan spektroskopi raman (Pelton & McLean, 2000).

Alfa heliks dan beta sheet dari suatu protein bergabung menjadi
suatu konformasi globular yang kompak membentuk struktur ter-
sier. Sejumlah struktur tersier yang bergabung dengan sesamanya
membentuk struktur kuarterner (Gambar 8.3). Konformasi struktur

Sumber: Digambar ulang dari Arakawa & Philo (2013)

Gambar 8.1 Struktur alfa heliks dari protein yang terbentuk dari interaksi
gugus amida dan karboksil yang berdekatan dari tiap empat asam amino
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Antiparalel

Ket.: Struktur beta sheet terbentuk dari interaksi gugus amida dan karboksil dari
region yang berbeda

Sumber: Digambar ulang dari Arakawa dan Philo (2013)
Gambar 8.2 Struktur Beta Sheet dari Protein: Antiparalel dan Paralel

Struktur Tersier

Struktur Kuarterner

Sumber: Digambar ulang dari University of Alaska-Fairbanks (t.t.)
Gambar 8.3 Struktur Tersier dan Kuartener dari Protein

tersier dan kuartener ini bisa dianalisis dengan spektrofotometri
UV-CD, spektroskopi fluoresensi, kristalografi sinar x, spektroskopi
nuclear magnetic resonance (NMR), dan mikroskopi krioelektron
(Lodish dkk., 2000).

Formulasi Protein Terapeutik ... 257



Informasi mengenai karakterisasi keempat struktur protein ber-
guna sebagai acuan jika ditemukan kerusakan pada setiap tingkat
struktur. Kerusakan pada struktur primer protein berupa degradasi
asam amino. Kerusakan pada struktur sekunder dan tersier berupa
kesalahan pelipatan protein dan terbukanya lipatan protein. Kerusakan
pada struktur tersier ditandai dengan terbentuknya agregat dan
disasosiasi protein. Kerusakan tersier ini dapat terlihat jelas dengan
kasat mata jika terjadi distabilitas protein (Lehninger, 1982).

Beberapa karakteristik protein terapeutik perlu diketahui sebelum
dilakukan formulasi. Karakteristik tersebut, yaitu warna, profil termo
analitik, higroskopisitas, kelarutan dalam pH yang sesuai, pKa, sekuen
asam amino (struktur primer, sekunder, dan tersier), parameter yang
terkait stabilitas (seperti pH, temperatur, kelembapan, cahaya, tekanan
mekanik, dan sensitivitas terhadap oksigen), profil impuritas (seperti
misfolding, isoform, dan impuritas dari sistem ekspresi protein), serta
potensi dan profil farmakokinetik/farmakodinamik (Lehninger, 1982).

Setelah data mengenai karakteristik dan kestabilan protein
dikumpulkan, tahap selanjutnya dalam preformulasi adalah penentuan
spesifikasi produk jadi. Hal ini sesuai dengan prinsip pengembangan
produk farmasi, yakni quality by design, yang artinya spesifikasi
kualitas dari produk yang bersangkutan ditentukan sendiri oleh
developer produk farmasi yang bersangkutan. Meskipun demikian,
spesifikasi produk jadi tersebut harus mengacu pada monografi yang
berlaku, seperti farmakope dan dokumen regulasi lain, contohnya The
International Conference on Harmonization of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) (Pramod dkk., 2016).

Spesifikasi pertama yang perlu ditetapkan adalah menentukan
bentuk sediaan. Bentuk sediaan erat hubungannya dengan rute
pemberian. Sediaan protein terapeutik rekombinan hampir sebagian
besar diformulasikan dalam bentuk injeksi untuk penggunaan
parenteral karena protein mudah terdegradasi oleh variasi pH dan
enzim-enzim di dalam sistem pencernaan apabila diberikan per-
oral. Sediaan injeksi dapat dibuat dalam bentuk cair maupun padat
(liofilisasi), yang kemudian direkonstruksi dengan pelarut yang sesuai
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sebelum digunakan. Setiap bentuk sediaan dibuat dengan bahan
eksipien yang berbeda dan prosedur yang berbeda pula.

C. Formulasi Konvensional Protein Terapeutik
Rekombinan

Formulasi protein terapeutik rekombinan harus dirancang sedemikian
rupa agar diperoleh sediaan yang sesuai dengan spesifikasi yang telah
ditentukan. Rancangan formulasi ini dibuat dengan memperhatikan
faktor internal maupun eksternal yang dapat berpengaruh besar
terhadap stabilitas protein dan sediaan farmasi hasil formulasi
(Gambar 8.4) (Ohtake & Wang, 2013).

1. Faktor Internal

Faktor internal yang memengaruhi stabilitas protein, yaitu konsentrasi
protein di dalam formula, sumber atau sel inang protein, dan tingkat
kemurnian protein (Ohtake & Wang, 2013).

a. Konsentrasi protein terapeutik rekombinan di dalam formula

Konsentrasi protein harus optimal karena formula dengan konsentrasi
protein yang terlalu tinggi dapat menyebabkan agregasi protein,
sedangkan formula dengan konsentrasi protein yang rendah
membutuhkan volume yang besar untuk mencapai dosis terapi (Shire

Formulasi
protein

Faktor
eksternal
R:le Wadah
a peml Ie"ﬁ" Formula Proses dan kondisi
an p:bt:}()asan penyimpanan

Sumber: Digambar ulang dari Ohtake & Wang (2013)

Gambar 8.4 Faktor-Faktor yang Memengaruhi Rancangan Formulasi
Protein Terapeutik Rekombinan

Faktor internal

Konsentrasi
protein

Kemurnian
protein
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dkk., 2004). Volume yang besar tidak dianjurkan untuk sediaan injeksi.
Volume maksimal untuk injeksi bervolume kecil adalah tidak lebih
dari 100 mL, tetapi dalam praktik, volume maksimal sediaan injeksi
bervolume kecil adalah 5 mL untuk intramuskular dan tidak lebih
dari 2 mL untuk rute pemberian lain, seperti subkutan, intravena,
dan intraperitoneal (Turner dkk., 2011).

b. Sumber dan tingkat kemurnian protein terapeutik rekombinan

Sumber atau sel inang protein berhubungan erat dengan kontaminan.
Sebagian besar protein rekombinan diproduksi dalam sel inang, seperti
bakteri, virus, atau sel eukariot (contohnya yeast dan sel mamalia).
Oleh karena itu, protein endogen dari sel inang yang terbawa dalam
protein target berpotensi mengganggu stabilitas protein tersebut.
Semakin banyak kontaminan dalam suatu bahan aktif protein, akan
semakin besar pula kemungkinan terjadinya distabilitas dan degradasi
protein (Wang dkk., 2014).

2. Faktor Eksternal

Faktor eksternal yang memengaruhi formulasi protein terapeutik
rekombinan, yaitu rute pemberian dan pelepasan obat, formula,
proses pembuatan, dan penyimpanan protein (Ohtake & Wang, 2013).

a. Rute pemberian dan pelepasan obat

Sediaan protein terapeutik rekombinan pada awalnya dibuat dalam
bentuk sediaan injeksi untuk pemberian intravena ataupun metode
parenteral lainnya. Sediaan parenteral ini biasanya dibuat dalam
bentuk larutan sehingga pada rute pelepasannya tidak ada tahapan
tertentu yang perlu dilewati oleh protein untuk terlepas dari bahan
pembawa, kemudian terdistribusi di dalam aliran darah. Khusus untuk
sediaan injeksi yang diberikan secara subkutan dan intramuskular,
protein harus terabsorpsi terlebih dahulu ke dalam jaringan lemak
maupun jaringan otot sebelum terdistribusi ke dalam darah (Patel
dkk., 2014).
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b. Formula

Formula protein terapeutik yang konvensional identik dengan bentuk
sediaan injeksi berbasis air. Eksipien yang digunakan dalam sediaan
injeksi protein terapeutik rekombinan lebih kompleks dibandingkan
eksipien di dalam sediaan injeksi mikromolekul. Sediaan injeksi
mikromolekul pada umumnya hanya membutuhkan pelarut dan
bahan untuk justifikasi pH, seperti asam/basa kuat atau asam/basa
lemah. Beberapa sediaan injeksi mikromolekul juga membutuhkan
antioksidan dan preservatif. Sementara itu, sediaan injeksi protein
terapeutik rekombinan memerlukan sejumlah eksipien lain yang
jarang digunakan dalam sediaan injeksi berbahan aktif mikromolekul.
Eksipien yang sering digunakan dalam sediaan injeksi protein berbasis
air, yaitu dapar (bufer), peningkat kelarutan, anti adsorpsi dan
anti-agregasi, preservatif dan antioksidan, lipoprotektan, serta agen
pengatur tekanan osmotik (Crommelin, 2013).

1) Dapar

Dapar merupakan komponen yang paling krusial dalam formula
protein terapeutik karena berkaitan erat dengan kelarutan dan
stabilitas protein. Dapar yang lazim digunakan untuk sediaan injeksi
protein terapeutik adalah bufer fosfat, sitrat, dan asetat (Crommelin,
2013).

2) Peningkat kelarutan

Masalah kelarutan sering ditemukan pada protein non glikosilasi
karena dapat membentuk agregat dan endapan. Pemilihan pH
dan kekuatan ion yang tepat bisa memperbaiki masalah kelarutan
protein. Selain itu, kelarutan protein juga dapat ditingkatkan dengan
penambahan asam amino tertentu, seperti lisin dan arginin; atau
penambahan surfaktan, seperti polysorbate-80 (Crommelin, 2013).

3) Anti-Adsorpsi dan Anti-Agregasi

Anti-adsorpsi diperlukan untuk menghindari pengikatan protein pada
dinding wadah atau alat untuk pemberian obat, contohnya kateter dan
syringe injeksi. Bagian hidrofobik dari protein cenderung menghadap
keluar mendekati antarmuka, seperti pada antarmuka air sebagai
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pelarut protein dan udara, atau antarmuka protein dengan dinding
wadah. Protein yang berinteraksi pada antarmuka adalah protein yang
tidak terlipat dan protein yang mengalami misfolding. Apabila protein
tersebut meninggalkan permukaan pada antarmuka, akan terbentuk
agregat. Agregat yang semakin membesar menyebabkan terbentuknya
endapan. Dengan demikian, untuk menghindari terbentuknya agregat
dan endapan ini ditambahkan bahan yang bersifat sebagai surfaktan
ke dalam formula sediaan protein yang berfungsi sebagai anti-adsorpsi
(Crommelin, 2013).

4) Preservatif dan antioksidan

Preservatif diperlukan dalam formula sediaan protein yang dikemas
dalam wadah untuk pemakaian berulang, seperti vial sehingga
kemungkinan kontaminasi pada setiap kali pengambilan sediaan
dapat dihindari. Beberapa preservatif yang bisa digunakan adalah
thimerosal, turunan asam benzoat, dan benzil alkohol. Protein
merupakan bahan yang rentan terhadap degradasi oksidatif. Bebe-
rapa asam amino, seperti metionin, sistein, triptofan, tirosin, dan
histidin, mudah teroksidasi. Asam askorbat dapat digunakan sebagai
antioksidan, tetapi jika terdapat logam berat dalam formula, asam
askorbat justru akan bersifat sebagai oksidan (Crommelin, 2013).

5) Agen osmotik

Agen osmotik diperlukan khusus untuk sediaan injeksi bervolume
besar. Sediaan injeksi harus memenuhi persyaratan isotonis untuk
menghindari terjadinya pengembangan sel darah merah yang dise-
babkan oleh injeksi hipotonis dan pengerutan sel darah merah oleh
injeksi hipertonis. Berbeda dengan sediaan injeksi protein bervolume
besar, sediaan injeksi protein bervolume kecil masih diperbolehkan
hipertonis karena cairan tubuh masih dapat mengencerkan sejumlah
volume sediaan tersebut setelah diinjeksikan ke dalam tubuh
(Crommelin, 2013).

c. Proses

Dua komponen dasar yang perlu diperhatikan dalam proses formulasi
sediaan protein terapeutik adalah peralatan dan prosedur. Peralatan
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atau mesin yang digunakan untuk formulasi sediaan protein terapeutik
harus kompatibel dengan bahan aktif dan eksipien, dan sebaiknya
terbuat dari bahan kaca ataupun baja untuk menghindari terjadinya
adsorpsi protein terapeutik pada permukaan peralatan tersebut.
Pemilihan peralatan yang tepat dapat mencegah terjadinya oksidasi
selama proses.

Sediaan berbahan aktif protein sangat sensitif terhadap lingkungan
selama prosedur pembuatan sediaan. Pembuatan sediaan berbahan
aktif protein harus dilakukan pada suhu rendah untuk menjaga
stabilitas bahan aktif protein. Selain kondisi lingkungan, pencampuran
bahan aktif dengan eksipien juga merupakan tahapan yang perlu
diperhatikan. Urutan penambahan eksipien-eksipien harus benar-
benar dipelajari terlebih dahulu. Sebagai contoh, sebelum ditambahkan
eksipien lain, suatu protein perlu dicampurkan dengan dapar agar
tetap stabil. Urutan penambahan eksipien ini tentu berdasarkan fungsi
masing-masing eksipien. Setelah semua bahan dicampurkan, tahap
selanjutnya adalah pengadukan. Optimasi pengadukan merupakan
tahapan yang penting dalam proses pembuatan sediaan protein.
Pengadukan yang terlalu lama dapat menyebabkan terbentuknya
agregat protein, sedangkan pengadukan yang terlalu sebentar dapat
mengurangi homogenitas bahan aktif protein di dalam bulk sediaan.
Pengadukan yang terlalu cepat menyebabkan semakin tingginya stres
dan gesekan yang pada akhirnya dapat mendegradasi protein (Akers,
2006).

Proses pembuatan sediaan protein terapeutik rekombinan tidak
terlepas dari proses sterilisasi karena hampir semua sediaan protein
terapeutik rekombinan digunakan secara parenteral. Dari dua jenis
sterilisasi sediaan farmasi yang umum digunakan, yakni metode
autoklaf dan filtrasi, metode filtrasi-lah yang sering dipakai untuk
pembuatan sediaan farmasi berbahan aktif protein karena tidak
menggunakan panas yang dapat merusak protein seperti pada metode
sterilisasi autoklaf. Meskipun demikian, metode sterilisasi filtrasi
juga memiliki kelemahan. Suatu protein dapat terikat pada filter jika
materi filter tidak sesuai untuk protein tersebut. Jadi, perlu dilakukan
studi optimasi untuk menentukan jenis filter. Selain pemilihan jenis
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filter, ikatan antara protein dan filter dapat dicegah dengan mem-
perhitungkan volume larutan/bulk protein untuk mencapai kondisi
jenuh pada filter (Akers, 2006).

Tahapan kritis lainnya dalam formulasi protein adalah penye-
suaian pH. Setelah semua bahan, baik bahan aktif dan eksipien,
dicampur. Selanjutnya, dilakukan pengecekan pH bulk campuran
tersebut. Jika pH yang diperoleh tidak sesuai, dilakukan penyesuaian
pH. Akan tetapi, sebisa mungkin penyesuaian pH dapat dihindari.
Pada bulk campuran dengan pH yang lebih tinggi daripada pH target,
penambahan asam (meskipun sudah diencerkan) dapat menyebabkan
penurunan pH yang drastis. Namun, penurunan ini hanya pada
sebagian kecil dari keseluruhan bulk campuran sehingga akan sulit
mendapatkan pH yang sesuai secara homogen. Penyesuaian pH
yang berulang kali dilakukan dengan penambahan asam-basa dapat
mengganggu stabilitas protein (Akers, 2006).

d. Penyimpanan
1) Wadah penyimpanan atau kemasan primer

Kemasan primer adalah wadah untuk menyimpan sediaan yang
kontak langsung dengan sediaan. Wadah yang sesuai untuk sediaan
injeksi protein adalah dari bahan kaca. Ada dua jenis utama wadah
kaca yang dapat digunakan, yaitu lime silica dan borosilica. Bahan
kaca yang sering digunakan untuk sediaan parenteral adalah borosilica
karena tahan panas, seperti pada proses sterilisasi, depirogenasi, dan
liofilisasi (Pillai dkk., 2016).

Wadah vial kaca biasanya ditutup dengan rubber stopper. Peng-
gunaan tutup berbahan karet ini perlu diperhatikan karena berpo-
tensi menyerap protein, leachable, dan memberikan celah udara dan
kelembapan masuk ke dalam wadah. Oleh karena itu, diperlukan uji
kompatibilitas penggunaan tutup berbahan karet terhadap kualitas
produk akhir. Wadah juga berinteraksi dengan sediaan dalam waktu
yang lama. Dengan demikian, pemilihan wadah yang tidak tepat akan
mempercepat degradasi protein sehingga dapat mengurangi waktu
paruh dan masa kedaluwarsa obat (Pillai dkk., 2016).
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2) Temperatur penyimpanan

Sediaan protein terapeutik tergolong ke dalam produk farmasetika
yang sensitif terhadap panas. Penyimpanan untuk produk farmasetika
seperti ini diatur secara ketat di dalam guideline pengujian stabilitas
senyawa dan produk obat baru (Q1A(R2)) dan produk bioteknologi/
biologi (Q5C) ICH dan World Health Organization (WHO), yakni
pada temperatur 2-8°C (Guideline I.H.T., 1995; Guideline I.H.T.,
2003; WHO, 2009).

3) Liofilisasi untuk meningkatkan stabilitas protein

Sediaan protein terapeutik rekombinan sebagian besar dibuat dalam
bentuk cair berbasis air karena mudah dan ekonomis terkait proses
produksi. Namun, sediaan ini memiliki masa simpan yang tidak
lama dan biasanya tidak lebih dari dua tahun meskipun disimpan
pada temperatur rendah. Oleh karena itu, proses pengeringan dingin
atau dikenal juga dengan istilah liofilisasi dapat diaplikasikan untuk
meningkatkan stabilitas protein terapeutik rekombinan selama masa
penyimpanan (Crommelin, 2013).

Liofilisasi terdiri dari tiga tahapan, yaitu pembekuan, pengeringan
primer untuk sublimasi air yang tidak berikatan dengan protein, dan
pengeringan sekunder untuk menghilangkan air yang tidak membeku
atau yang berikatan dengan protein dan eksipien lain. Tiga jenis
eksipien yang dibutuhkan dalam liofilisasi, antara lain bulking agent,
seperti glisin dan manitol, untuk menghindari kehilangan protein oleh
uap air saat proses liofilisasi; peningkat suhu kolaps seperti dekstran,
albumin, dan gelatin; serta lioprotektan untuk menjaga struktur fisika
protein, seperti gula dan albumin (Crommelin, 2013).

D. Formulasi Advanced Dosage Form Protein
Terapeutik Rekombinan

Pengembangan advanced dosage form untuk protein terapeutik re-

kombinan dilakukan karena adanya keterbatasan sediaan konvensional

atau sediaan injeksi yang bersifat invasif dan kurang nyaman bagi

pasien. Keterbatasan ini memunculkan ide untuk memformulasikan
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protein terapeutik rekombinan ke dalam suatu advanced dosage form
dengan mengemas protein tersebut ke dalam suatu partikel berukuran
mikro dan nano atau ke dalam suatu sistem depot. Protein terapeutik
rekombinan yang diformulasikan ke dalam advanced dosage form
dapat diberikan dengan berbagai rute pemberian, tidak terbatas untuk
digunakan secara injeksi, seperti per-oral, aerosol, dan topikal. Selain
untuk meningkatkan kenyamanan penggunaan bagi pasien, advanced
dosage form bertujuan meningkatkan stabilitas dan efektivitas protein
tersebut untuk mencapai targetnya.

Advanced dosage form untuk protein terapeutik rekombinan
erat kaitannya dengan enkapsulasi protein tersebut ke dalam suatu
partikel, baik dalam ukuran milimeter, mikrometer ataupun nano-
meter. Partikel pembawa protein tersebut pun bisa bermacam-macam
tergantung pada karakteristik dari protein itu sendiri dan tujuan
formulasi protein tersebut, seperti liposom, misel, mikrosfer/nanosfer,
dendrimer, mikrogel/nanogel, dan implan (Gambar 8.5; Ramos-

Protein

Liposom

00000

NN

*’ ;\b\ ‘/&Lz‘
y SN

Nanosfer Nanokapsul Dendrimer

Sumber: Digambar ulang dari Ramos-Cabrer & Campos (2013)
Gambar 8.5 Advanced Dosage Form: Jenis-Jenis Partikel Pembawa Protein
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Cabrer & Campos, 2013; Stolnik & Shakesheff, 2009). Setiap jenis
partikel pembawa protein dibuat menggunakan bahan-bahan dan
proses yang spesifik, tergantung tujuan dan strategi pengembangan
advanced dosage form (Tabel 8.1).

Tabel 8.1 Jenis-Jenis Mikro/Nanopartikel

For-
mulasi Limitasi Contoh
nano
Hidrogel Matriks polimer Hidrogel polimer Mekanisme swelling Matriks
3D dengan yang melindungi dan deswelling di hidrogel
kemampuan insulin dari degra-  bawah kondisi pH responsif
absorpsi dasi enzimatik tubuh yang dapat glukosa
sejumlah besar  dalam perutyang  meningkatkan
air dan cairan asam dan meng- pelepasan insulin
biologis hantar insulin yang lebih cepat
dengan efektif dan tidak diinginkan
dalam usus
Misel Pembawa nano  karena ukuran Disagregasi misel Misel
poli- yang dihasil- nanoskopik, misel  pada dilusi dalam poli-
merik kan dengan polimerik memiliki  cairan fisiologis merik
perakitan sendiri kemampuan untuk balik dan
polimer amfifilik melarutkan obat cam-
dalam air di atas hidrofobik dalam puran

konsentrasi mi-  jumlah besar
selar kritis (range dan mencapai
ukuran: 10-100 penghantaran

nm) spesifik situs

Liposom Vesikel dibentuk Sifat permeasi yang Efisiensi dan Niosom,
dengan satu atau baik karena struk-  stabilitas penje- arkae-
beberapa dwi- tur dwilapisnya bakan dalam cairan osom

lapis lipid yang sama dengan yang biologis yang
dibuat dari cam- ada di membran sel rendah
puran fosfolipid

(range ukuran:

20 nm—10 pm)
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For-
mulasi
nano

Nano- Diproduksi Daya tahan dan Efisiensi enkapsulasi Konjugat
partikel dengan satu lipid biodegradabilitas, insulin ke dalam obat
lipid padat tunggal tersusun dari inti lipid yang lipid
padat dan surfaktan, lipid fisiologis yang rendah, diperlukan
dengan kisi meminimalkan temperatur tinggi
kristalin yang risiko toksisitas untuk melelehkan
sempurna (range akut dan kronis lipid yang bisa
ukuran: 50-1000 memengaruhi
nm) stabilitas insulin,
degradasi lambat
Nano-  Cangkang Baik untuk
kapsul  berupa pelepasan
membran berkelanjutan
polimer dengan  untuk mengurangi
inti padat/cair toksisitas bahan
aktif
Dendri- Tersusun dari Homogen,
mer molekul simetrik jumlah monomer
yang bercabang yang digunakan
dan homogen, dapat diprediksi
berukuran secara akurat
nanometer
Nanos-  Partikel berukur-
fer/ an nanometer/
mikros- mikrometer,
fer berbentuk
sferis, dibuat
dari polimer
biodegradable

Sumber: Abbasi dkk. (2014); Kircik (2011); Kothamasu dkk. (2012); Lopes dkk.

(2015)

Strategi advanced dosage form dibedakan menjadi 5 kelompok
berdasarkan tujuannya, yaitu pelepasan berkelanjutan (sustained
release), peningkatan bioavailabilitas, penghantaran protein spesifik,
pelepasan intraselular; dan penghantaran non-invasif (Albarran
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dkk., 2011; Mitragotri dkk., 2014; Stolnik & Shakesheft, 2009).
Kelima strategi tersebut dapat diaplikasikan melalui modifikasi
protein, enkapsulasi, ataupun modifikasi ukuran protein terapeutik
(nanometer, mikrometer, dan milimeter), seperti yang ditampilkan
dalam Tabel 8.2.

Tabel 8.2 Strategi Aplikasi Advanced Dosage Form untuk Protein Terapeutik

Ukuran molekul

Rekombinan

Formulasi

Protein

Nanometer

Mikrometer

Pelepasan Injeksi liposom  Implan
berkelan- polimerik dan
jutan lipid padat
Biodistri- Pegilasi protein: Pegilasi pem-
busi/ fusi protein bawa:
penghan- dengan ligan penambahan
taran penarget ligan penarget
melintasi pada pembawa
hambatan
biologis
Penghan- Konjugat protein  Pembawa dengan Pembawa untuk
taran dengan peptida/  ligan untuk penyerapan
intraseluler ligan untuk menginternalisasi  oleh sel
endositosis: reseptor fagositik:
konjugat protein- pembawa mikro
polimer responsif untuk deposisi
rangsangan paru-paru
Penghan- Larutan protein Pembawa nano Pembawa mikro
taran dengan enhancer dengan modifikasi dan matriks untuk
non-invasif permeabilitas/ untuk translokasi  penghantaran protein oral
(melintasi  pembukaan tight mukosa (parase-
hambatan  junction luler atau transe-
mukosa) luler/ transitosis)

Sumber: Stolnik & Shakesheff (2009)
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1. Advanced dosage form untuk pelepasan berkelanjutan

Teknologi pelepasan berkelanjutan (terkontrol) bertujuan mengurangi
frekuensi injeksi dengan mengaplikasikan mikropartikel, seperti
polimer mikrosfer, nanopartikel, dan injeksi depot (implan bio-
degradable) (Mitragotri dkk., 2014; Stolnik & Shakesheff, 2009).
Strategi ini umumnya digunakan untuk penghantaran obat biologis
jangka panjang (satu minggu atau lebih) dan rute pemberian injeksi
intramuskular atau subkutan. Teknologi ini mengontrol level obat
dan masa hidupnya dalam tubuh (Langer & Folkman, 1976). Dengan
demikian, formulasi ini diharapkan dapat meningkatkan ketaatan
dan kenyamanan pasien, keamanan dan efikasi, serta mengurangi
efek samping, seperti pada Gambar 8.6 (Lewis & Illum, 2010; Lewis
& Richard, 2015). Penggunaan formulasi dengan pelepasan perlu
segera dilakukan berulang kali untuk mencapai konsentrasi terapeutik
(di antara level terapeutik minimum dan maksimum) untuk jangka
waktu tertentu, sedangkan formulasi pelepasan berkelanjutan hanya
digunakan sekali atau lebih sedikit (Lewis & Illum, 2010).

Toksisitas

-------------------------- Level Terapetik Maksimum

---------------------- Level Terapetik Minimum

Konsentrasi Plasma Obat

Efikasi Rendah

Waktu

e Formulasi Pelepasan Segera

= == = Formulasi Pelepasan Berkelanjutan

Sumber: Digambar ulang dari Lewis & Illum (2010)

Gambar 8.6 Penghantaran obat pelepasan berkelanjutan dapat mening-
katkan efikasi dan mengurangi efek samping.
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2. Advanced dosage form untuk meningkatkan bioavailabilitas

Tantangan dalam penghantaran protein terapeutik adalah memperbaiki
ketersediaan atau bioavailabilitas protein tersebut di dalam tubuh dan
mencapai konsentrasi terapeutik yang diperlukan ke situs spesifik
dalam tubuh. Bioavailabilitas protein dapat ditingkatkan melalui
fusi dengan suatu agen yang berukuran besar, seperti berbagai jenis
polimer polietilen glikol dan polidekstran, atau dengan penambahan
glikosilasi sehingga protein tidak mudah melewati filtrasi ginjal.
Dengan demikian, waktu paruh protein dapat diperlama sehingga
eliminasi dini oleh tubuh dapat dicegah (Tibbitts dkk., 2016).

Beberapa protein terapeutik yang berukuran <60 kDa hilang
dengan cepat dari tubuh melalui pembersihan ginjal (Florens &
Juillard, 2017). Oleh karena itu, diperlukan strategi formulasi untuk
mengatasi hal ini agar efektivitas dan efikasi obat tersebut dapat terjaga
selama penghantaran sampai ke target, dan akhirnya mengurangi
frekuensi injeksi.

3. Advanced dosage form untuk penghantaran protein yang
spesifik

Penghantaran protein yang spesifik dapat dilakukan dengan meng-
inkorporasikan protein terapeutik ke dalam suatu agen pembawa,
seperti nanopartikel. Nanopartikel dapat memberikan perlindungan
terhadap protein selama distribusi sebelum mencapai situs aksi atau
target terapi dan melindungi tubuh dari paparan sistemik protein
yang tidak diinginkan (Lagassé dkk., 2017; Lohcharoenkal dkk.,
2014). Sementara itu, konsentrasi terapeutik pada situs target dapat
ditingkatkan dengan mengakumulasikan protein terapeutik pada situs
target tersebut dengan menggunakan agen penghantar yang spesifik,
seperti ligan antibodi atau fragmen ligan antibodi tersebut, yang
berikatan spesifik pada reseptor tertentu di dalam tubuh, contohnya
ligan anti epidermal growth factor receptor (anti-EGFR) yang berikatan
dengan reseptor EGF-yang dominan ditemukan pada sel kanker
(Konduri dkk., 2016; Sha dkk., 2015). Melalui strategi ini, diharapkan
distribusi protein pada jaringan atau sel nontarget dapat dikurangi.
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Aplikasi pembawa nanopartikel juga bertujuan agar protein tera-
peutik dapat melintasi hambatan biologis tertentu, seperti membran
sel pada sel kanker atau jaringan inflamasi atau sawar darah otak,
yang harus dilewati oleh protein untuk terapi pada sistem saraf pu-
sat. Namun, penggunaan nanopartikel memiliki kelemahan, yakni
loading protein terapeutik yang cukup rendah, rata-rata 10-20% dari
konsentrasi nanopartikel.

Desain formulasi untuk penghantaran protein terapeutik tertarget
yang lain adalah melintasi hambatan darah-otak untuk mencapai
otak. Salah satu desain formulasi tersebut adalah melalui transitosis
yang diperantarai reseptor, transporter untuk lipoprotein densitas
rendah, dan faktor pertumbuhan menyerupai insulin. Transpor aktif
tersebut memanfaatkan internalisasi reseptor dengan level ekspresi
yang tinggi dalam otak, seperti reseptor transferin dan insulin, untuk
meningkatkan penyerapan obat ke dalam otak setelah administrasi
sistemik, seperti pada Gambar 8.7 (Mitragotri dkk., 2014).

Sel endotelial Neuron otak

Penghantaran
intraserebroventrikuler
|
Protein
terkonjugasi T 03
Transpor aktif
R " m reseptor Insulin
\nsu:r?ﬁa’?:lr ] atautransferin
transferin °
Penghantaran g °
sistemik \\ rlr,m darah
Kapiler Membran Target CNS:
otak dasar S heniord
Penghantaran &5 o fSecretase
intratekal il
Hambatan darah - otak ey

Ket.: Berbagai cara penghantaran terapeutik untuk mengakses sistem saraf pusat
(central nervous system (CNS)), yaitu melalui injeksi intraserebral ventrikular untuk
langsung penghantaran obat ke otak, penghantaran sistemik dalam kompartemen
vaskular, transpor aktif melintasi endotelium, dan administrasi intratekal
Sumber: Digambar ulang dari Mitragotri dkk. (2014)

Gambar 8.7 Cara Mengakses Sistem Saraf Pusat untuk Penghantaran
Terapeutik
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4. Advanced dosage form untuk penghantaran intraseluler/
sitoplasmik

Beberapa protein terapeutik beraksi di dalam sel, seperti protein
pembunuh sel kanker dan protein yang bekerja di sel otak. Sebelum
mencapai sel target, protein terapeutik perlu dilindungi dari lingkungan
ekstraseluler dengan mengemasnya dalam suatu partikel. Pengemasan
protein terapeutik dalam partikel ini juga berguna untuk menghindari
interaksi yang tidak perlu antara protein terapeutik dan bagian
tubuh lain yang bukan menjadi target terapi. Setelah terinternalisasi
ke dalam sel, protein terapeutik dilepaskan dari partikel agar dapat
berinteraksi dengan organel-organel dan lingkungan di dalam sel.
Metode pelepasan partikel di dalam sel ini pun bermacam-macam,
seperti pelepasan berdasarkan perbedaan pH, kekuatan elektrolit, dan
tingkat oksidasi reduksi di dalam sel dengan di luar sel (Ray dkk.,
2017; Torchilin, 2008).

Tantangan pertama dalam strategi ini adalah partikel penghantar
harus dapat diinternalisasikan ke dalam sel. Pendekatan penghantaran
intraseluler protein terapeutik meliputi peningkatan permeabilitas
membran dan transpor aktif melalui reseptor penginternalisasi
pada permukaan sel, seperti reseptor asialoglikoprotein pada
hepatosit (Mitragotri dkk., 2014). Salah satu strategi untuk mencapai
internalisasi sel dari protein terapeutik adalah menggunakan
mekanisme transpor sel normal, misalnya endositosis diperantarai
reseptor, seperti transferin. Reseptor transferin dalam sel membran
diikat oleh Fe membentuk kompleks reseptor-ligan yang kemudian
masuk ke sel melalui endositosis tergantung clathrin. Penghantaran
juga dapat dilakukan melalui konjugasi protein ke transferin atau
antibodi antitransferin. Selain itu, formulasi tertarget ke intercellular
cell-adhesion molecule-1 (ICAM-1) juga menjanjikan untuk
penghantaran intraseluler. Konjugat peptida-pentarget nanopartikel
polylactic-co-glycolic acid (PLGA) dapat masuk ke sel dengan ekspresi
ICAM-1 yang diupregulasi dengan efisien, selanjutnya diserap dan
dibawa ke lisosom dengan cepat (Chittasupho dkk., 2009; Sari dkk.,
2015).
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Penghantaran intraseluler protein terapeutik menggunakan
peptida spesifik (asal virus atau bakteri, seperti HIV-1 Tat) juga telah
dikembangkan. Peptida ini tidak menunjukkan homologi sekuen yang
tinggi dan memiliki asam amino kationik (arginin dan lisin) yang
membuat struktur peptida tersebut bermuatan positif yang tinggi,
yang mampu memenetrasi membran sel melalui mekanisme masuk
langsung ke sitosol atau mengikuti jalur endositotik.

Pendekatan lain untuk penghantaran intraseluler adalah desain
pembawa protein berbasis pada material polimerik “pintar” yang
dapat mengalami perubahan diinisiasi pH dari hidrofilik ke hidrofobik
di dalam endosom. Perubahan ini menyebabkan destabilisasi
membran endosomal dan pelepasan pembawa ke sitosol. Konsep
penghantaran intraseluler dari protein anionik juga telah dipelajari
dengan pembentukan kompleks protein anionik dan lipospermin lipid
kationik. Pembentukan kompleks ini ditujukan untuk masuk ke sel
dalam kultur melalui jalur endositosis, dan protein yang terinternalisasi
berada di sitoplasma dan/atau terjebak dalam kompartemen lisosomal
(Das dkk., 2011; Yoshida dkk., 2013).

Setelah diinternalisasikan ke dalam sel, partikel pembawa protein
terapeutik harus dapat melepaskan bahan aktif yang dibawa melalui
proses degradasi ataupun pengembangan partikel yang bergantung
pada suatu faktor yang sudah disebutkan sebelumnya. Nano/
mikropartikel yang berbasis polypropylacrylic acid (PPAA) merupakan
satu contoh yang sering digunakan untuk penghantaran intraseluler
karena responsif terhadap pH. Polimer PPAA mengalami degradasi
di dalam endosom yang ber-pH relatif lebih rendah (sekitar pH 5,5)
dibandingkan pH sitosol ataupun ekstraseluler (sekitar pH 7,4). Zat
aktif protein terapeutik dilepaskan dari partikel saat partikel polimer
terdegradasi, kemudian zat aktif tersebut berinteraksi dengan target
di dalam sel (Albarran dkk., 2011).

Selain PPAA, polimer lain yang lazim digunakan adalah PLGA.
PLGA pernah diaplikasikan pada mikrosfer berlubang (PLGA
hollow microspheres) oleh Ke dkk. (2011) untuk menghantarkan
protein terapeutik ke dalam sel tumor dengan pelepasan tergantung
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pH asam, seperti lisosom. Komponen kunci dari sistem ini adalah
natrium bikarbonat (NaHCO,) yang cepat terinkorporasi ke dalam
hollow microspheres bersama dengan obat melalui metode emulsi
ganda. Dalam lingkungan asam, NaHCO, bereaksi dengan asam
menghasilkan gelembung CO, dengan cepat sehingga menyebabkan
dinding mikrosfer pecah dan melepaskan obat dengan cepat (Gambar
8.8).

5. Advanced dosage form untuk penghantaran noninvasif atau
melalui mukosa

Formulasi protein terapeutik untuk sediaan nonparenteral tidak
banyak dilakukan terkait dengan sifat fisikokimia dari kebanyakan
protein, seperti ukuran molekuler, hidrofilisitas, kerentanan ter-
hadap degradasi enzimatik, dan kurangnya absorpsi sehingga sulit
dihantarkan melalui rute potensial, seperti oral atau dihirup (nasal
dan paru-paru). Insulin pulmonari (Exubera) termasuk penggagas
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Sumber: Digambar ulang dari Ke dkk. (2011)

Gambar 8.8 Struktur Mikrosfer PLGA Berlubang dan Mekanisme Pelepasan
Protein Terapeutik (kiri), serta Kepadatan dan Pelepasan Protein Terapeutik
dari Mikrosfer Responsif pH (kanan)
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penghantaran protein noninvasif yang pernah dipasarkan meskipun
tidak bertahan lama (Barnett, 2004). Di samping itu, insulin juga
diformulasikan untuk pemakaian oral dengan nama Oralyn (Muheem
dkk., 2016).

Tantangan dalam penghantaran protein noninvasif melalui rute
oral adalah degradasi enzimatik, sedangkan untuk rute pulmonari
atau intranasal meliputi barier lapisan mukosa, membran bersilia,
dan ekspresi reseptor permukaan pada sel epitel. Strategi yang dapat
diaplikasikan untuk mengatasi hambatan dalam formulasi protein
terapeutik rute pulmonari atau intranasal diawali dengan pembersihan
mukosiliari, yaitu proses fisiologi yang disusun untuk menghilangkan
material yang terdeposit secara efektif. Pembersihan ini diatur dengan
penggunaan material mukoadhesif, seperti kitosan, turunan asam
poliakrilat atau polimer tertiolasi, yang berikatan ke mukus secara
nonspesifik melalui interaksi ionik, ikatan hidrogen, van der Waals
dan/atau hidrofobik, dan dengan cara tersebut memperpanjang
waktu tinggal dari sistem penghantaran. Waktu tinggal ini dapat di-
perpanjang lagi dengan bioadhesi, yakni interaksi yang spesifik dan
langsung dengan reseptor atau struktur menyerupai reseptor pada
membran apikal dari sel epitel. Bioadhesi menawarkan perspektif
baru penghantaran transmukosa protein, yaitu transpor melintasi
permukaan mukosa, dengan tahap sentral melintasi lapisan sel epitel
melalui rute paraseluler (tight junction) atau transseluler (Stolnik &
Shakesheff, 2009) (Gambar 8.9).

Inkorporasi enhancer permeasi ke dalam formulasi protein dapat
meningkatkan permeabilitas epitel mukosa. Peningkatan permeabilitas
terjadi setelah aplikasi eksipien dengan sifat yang bervariasi, yang
bertindak dengan mekanisme berbeda, termasuk meningkatkan
fluiditas membran (seperti surfaktan), menurunkan viskositas mukus
(agen mukolitik), dan mengganggu tight junction (kitosan; pengkelat
kalsium, seperti ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA); dan peptida)
(Stolnik & Shakesheft, 2009).

Formulasi penghantaran protein melintasi permukaan mukosa
sering berbasis pada desain pembawa berukuran nano, khususnya
partikel polimerik, kompleks atau liposom, yang permukaannya
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Ket.: A. difusi pasif transeluler, B. difusi pasif paraseluler, C. transpor diperantarai
pembawa, D. transpor melalui trans-sitosis, dan E. transporter efluks; di mana
A dan B tidak sesuai untuk molekul kecil (<500 Da atau peptida hingga 3 asam
amino), sedangkan molekul yang lebih besar dapat ditranspor dengan B dan D/
endotrans sitosis

Sumber: Digambar ulang dari Stolnik & Shakesheff (2009)

Gambar 8.9 Mekanisme Transpor Obat Melintasi Epitel Mukosa yang
Potensial

dimodifikasi secara normal dengan material enhancer mukoadhesif
dan permeabilitas, seperti nanopartikel kompleks insulin-kitosan yang
diadministrasikan secara nasal. Potensi transpor transseluler protein
pada permukaan mukosa untuk penghantaran protein oral dapat
diperantarai oleh reseptor B12 dan melalui modifikasi permukaan
nanopartikel dengan vitamin. Penggunaan nanopartikel ini dapat
mengeliminasi kebutuhan konjugasi kimia dan juga dapat melindungi
protein yang terinkorporasi dari degradasi pH dan enzim proteolitik
intestinal (Stolnik & Shakesheft, 2009).

Teknologi penghantaran oral berbasis pada hidrogel sering
digunakan untuk mengatasi rintangan di dalam saluran cerna.
Hidrogel menunjukkan perilaku swelling yang tergantung pH
dan reversibel. Hidrogel dapat melindungi insulin dari degradasi
enzimatik dalam lingkungan lambung dan melepaskannya setelah
paparan ke lingkungan intestinal. Swelling dari hidrogel dalam cairan
intestinal mengarah pada bioadhesi ke dinding usus. Lebih lanjut,
formulasi oral yang lain adalah berbasis pada agregasi molekul kasein
di sekitar kalsium fosfat/PEG yang mengandung partikel insulin yang

Formulasi Protein Terapeutik ... 277



menunjukkan efek hipoglikemik protein dari partikulat. Dalam pH
saluran cerna, relaksasi molekuler dari molekul kasein menyebabkan
pelepasan protein (Stolnik & Shakesheft, 2009).

E. Formulasi Produk-Produk Protein Terapeutik
Rekombinan yang Dikembangkan di Pusat
Penelitian Bioteknologi LIPI

Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI mengembangkan penelitian yang
diantaranya terkait formulasi produk-produk protein terapeutik
rekombinan, baik berbasis formulasi protein terapeutik konven-
sional maupun advanced dosage form. Penentuan jenis formulasi
protein terapeutik konvensional atau advanced dosage form untuk
pengembangan formulasi produk-produk protein terapeutik rekom-
binan tersebut didasarkan pada karakteristik protein terapeutik,
spesifikasi protein terapeutik rekombinan yang akan dikembangkan,
dan target penyakit yang akan diterapi.

1. Formulasi Protein Terapeutik Konvensional

Beberapa penelitian terkait formulasi produk-produk protein
terapeutik rekombinan berbasis formulasi protein terapeutik konven-
sional yang dikembangkan di Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI,
yaitu formulasi Filgrastim atau hG-CSF, formulasi hEPO, formulasi
Interferon, dan formulasi Insulin.

a. Formulasi Filgrastim atau hG-CSF

Filgrastim atau hG-CSF (human granulocyte colony stimulating
factor) pertama kali dikomersialkan dengan nama dagang Neupogen'.
Neupogen' dibuat dalam bentuk sediaan injeksi cair steril, baik untuk
pemakaian intravena maupun subkutan. Produk ini diformulasikan
dalam bufer sodium asetat pH 4; 5% sorbitol sebagai kosolven; 0,004%
polysorbate-80 sebagai stabilizer; dan water for injection (WFI) sebagai
pelarut (Electronic medicine compendium, t.t.).
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Pembentukan agregat merupakan tantangan terbesar dalam for-
mulasi hG-CSEF. Krishnan dkk. (2002) melaporkan bahwa agregasi hG-
CSF terbentuk pada pH 6 dalam sistem bufer sitrat dan pH 7 dalam
sistem bufer fosfat ataupun PBS. Sodium asetat pH 4 merupakan
sistem bufer yang optimal untuk hG-CSF karena pada sistem ini
tidak terbentuk agregasi. Selain pemilihan sistem bufer, penambahan
sukrosa sebagai kosolven juga diketahui dapat memperlambat ter-
bentuknya agregat hG-CSE. Sorbitol menggantikan sukrosa sebagai
kosolven dalam formula Neupogen'. Polysorbate-80 ditambah ke
dalam formula untuk meningkatkan kestabilan. Polysorbate-80 bekerja
sebagai surfaktan untuk mencegah terjadinya adsorpsi bahan aktif
pada kemasan primer selama penyimpanan.

Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI telah melakukan penelitian
untuk memproduksi bahan aktif Filgrastim yang diekspresikan dalam
sistem ekspresi prokariot menggunakan Escherichia coli dan sistem
ekspresi eukariot menggunakan Pichia pastoris. Sebagai bagian dari
pengembangan produk biosimilar, rhG-CSF ini diformulasikan meng-
gunakan formula yang mendekati originatornya. Produk hG-CSF skala
laboratorium ini menunjukkan hasil yang tidak berbeda signifikan
dibandingkan kompetitor pada uji in vivo pada dosis tertentu (Pratiwi
dkk., 2020; Santoso dkk., 2017).

b. Formulasi hEPO

Human erithropoetin (hHEPO) merupakan protein terapeutik pertama
yang dikembangkan di Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI dan di-
ekspresikan menggunakan sistem ekspresi sel eukariot Chinese
hamster ovarian (CHO). Originator hEPO (Epogen’) diformulasikan
dalam bentuk sediaan injeksi menggunakan larutan bufer sodium
klorida/sodium sitrat dan asam sitrat. Stabilizer yang digunakan
dalam formula Epogen” adalah albumin (Niazi, 2016). hEPO yang
dikembangkan di Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI menunjukkan
hasil yang sama dengan kompetitornya pada uji in vitro dan in vivo
(Santoso dkk., 2017).
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¢. Formulasi interferon

Interferon yang dikembangkan di Pusat Penelitian Bioteknologi
LIPI adalah Interferon alfa-2a. Produk ini merupakan biosimilar
dari Roferon-A". Bahan eksipien yang digunakan dalam Roferon-A’,
antara lain ammonium asetat dan sodium klorida sebagai dapar,
benzil alkohol yang digunakan sebagai pengawet, polysorbate-80
untuk mencegah adsorpsi, asam asetat dan natrium hidroksida sebagai
pengatur pH (Lipidinen dkk., 2015).

d. Formulasi insulin

Pengembangan sejumlah analog Insulin rapid- dan long-acting,
yaitu molekul Insulin yang memiliki struktur primer yang berbeda
dari struktur primer human Insulin (hI) sampai taraf tertentu telah
dilakukan. Pengembangan ini untuk mencapai formulasi Insulin yang
meningkatkan sifat farmakokinetik dan farmakodinamik dibanding-
kan formulasi hI alami (Heinemann & Hompesch, 2014). Perubahan
struktur hl tersebut relevan terhadap keamanan dan efikasi protein ini.
Perbedaan dalam proses produksi juga dapat mengakibatkan Insulin
bisa berbeda (di antaranya struktur dan kemurnian) dari originator
Insulin sampai taraf tertentu, yang bisa menghasilkan efek biologis
yang berbeda.

Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI sedang fokus untuk mengem-
bangkan produksi Insulin, yaitu prekursor Insulin dan konversinya
menjadi hl (Humulin), dan Insulin analog (Glargin), pada yeast
Pichia pastoris. Produksi Insulin tersebut masih ditujukan untuk
rute pemberian injeksi. Untuk tahap formulasi, penelitian dan
pengembangan akan didasarkan pada aplikasi industri baru yang
berbasis paten untuk formulasi Insulin yang diakui telah atau akan
segera kedaluwarsa. Hal ini dilakukan dengan cara memilih paten
formulasi Insulin yang ditingkatkan paling lazim, misalnya formulasi
Insulin injection pen yang terintegrasi dengan perangkat monitoring
glukosa dengan notifikasi keadaan darurat otomatis (Arefieg, 2016),
kemudian teknologi dari paten tersebut diadaptasi dan dikembangkan
dengan cara diperbarui lagi atau diformulasi ulang.
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2. Formulasi Advanced Dosage Form

Beberapa penelitian terkait formulasi produk-produk protein tera-
peutik rekombinan berbasis formulasi protein terapeutik advanced
dosage form yang dikembangkan di Pusat Penelitian Bioteknologi
LIPI, antara lain nanoformulasi hEGF untuk pengobatan spesifik
tukak lambung, nanoformulasi oral vaksin HBcAg, pengembangan
scFv sebagai agen penghantaran spesifik HPR untuk pengobatan
kanker, dan nanoformulasi fragmen anti-TfR scFv dalam bentuk
imunoliposom anti-TfR scFv untuk pengobatan kanker.

a. Nanoformulasi hEGF untuk pengobatan spesifik tukak
lambung

Human EGF (hEGF) adalah protein yang berperan dalam proliferasi,
diferensiasi dan maturasi sel/jaringan epitel dan epidermal (Carpenter
& Cohen, 1990). hEGF telah digunakan secara klinis untuk mengatasi
luka pada penderita diabetes. Selain itu, hEGF juga dapat diindikasikan
untuk luka atau tukak lambung yang parah. Akan tetapi, penghantaran
hEGF harus spesifik pada sel/jaringan target saja. Interaksi hEGF
dengan sel/jaringan yang sehat dapat mensuperaktifkan pertumbuhan
sel/jaringan sehat tersebut sehingga dapat menyebabkan kanker
(Goodsell, 2003). Oleh karena itu, hEGF diformulasikan dalam nano-
partikel berbasis kitosan untuk penggunaan oral yang hanya akan
melepaskan hEGF ketika berada di dalam jaringan tukak lambung
(Pratiwi dkk., 2018).

b. Nanoformulasi oral vaksin HBcAg

Vaksin oral dilaporkan lebih mudah diaplikasikan dan lebih nyaman
digunakan daripada vaksin sediaan injeksi. Oleh karena itu, protein
hepatitis B core antigen (HBcAg) yang sedang dikembangkan di Pusat
Penelitian Bioteknologi LIPI diformulasikan ke dalam nanopartikel
untuk penggunaan oral. Protein HBcAg tersebut akan diformulasikan
dalam berbagai basis nanopartikel, yakni nanopolimer dan liposom
(Agustiyanti dkk., 2019).
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c. Pengembangan scFv sebagai agen penghantaran spesifik HPR
untuk pengobatan kanker

Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI telah mengembangkan singe chain
variable fragment (scFv), yang merupakan bagian terkecil dan spesifik
antibodi dari EGFR variant III (EGFRVIII), suatu reseptor EGF yang
diekspresikan berlebih pada sel kanker. scFv difusikan dengan suatu
obat antikanker agar obat tersebut hanya akan dihantarkan pada sel
kanker sehingga interaksinya dengan sel normal dapat diminimalisasi.
scFv yang dikembangkan di Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI
difusikan dengan human pancreatic ribonuclease (HPR), suatu enzim
yang berpotensi tinggi sebagai antikanker. Melalui strategi fusi HPR
dengan scFv, diharapkan scFv tersebut akan dikenali dan terakumulasi
pada EGFRVIII sel kanker tertentu sehingga HPR yang dibawanya
efektif mencapai sel kanker dan tidak berinteraksi dengan sel yang
sehat (Yuliawati dkk., 2014).

d. Nanoformulasi fragmen anti-TfR scFv dalam bentuk
imunoliposom anti-TfR scFv untuk pengobatan kanker

Transferrin receptor (TfR) merupakan penanda tumor prognostik. Level
TfR pada berbagai jenis sel kanker berkorelasi dengan kemampuan
agresif atau proliferasi sel tumor. Oleh karena itu, TfR merupakan
target potensial untuk penghantaran obat secara sistemik dalam
terapi selektif yang menarget sel tumor dan tidak toksik terhadap sel
normal sehingga obat mencapai tumor metastasis maupun primer.
Imunoliposom yang diarahkan oleh antibodi monoklonal atau
fragmen-fragmennya merupakan kendaraan yang menjanjikan untuk
penghantaran obat tertarget tumor. Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI
telah mengembangkan nano formulasi fragmen anti-TfR scFv dalam
bentuk imunoliposom anti-TfR scFv untuk kendaraan penghantaran
obat selektif bertarget tumor secara sistemik. Imunoliposom anti-TfR
scFv ini dibuat dengan metode injeksi etanol dan fragmen anti-TfR scFv
terkonjugasi secara kovalen ke liposom membentuk imunoliposom
anti-TfR scFv dengan ukuran 200-300 nm (Kusharyoto dkk., 2014).
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F. Penutup

Formulasi protein terapeutik rekombinan merupakan bagian yang
fundamental dalam pengembangan obat berbasis protein. Tanpa
formulasi yang benar dan sesuai, bahan aktif protein yang berkualitas
tinggi sekalipun, tidak dapat memberikan efek maksimal. Seiring per-
kembangan teknologi, formulasi protein terapeutik saat ini tidak hanya
terbatas pada formulasi konvensional yang umumnya ditujukan untuk
penghantaran sistemik sediaan injeksi. Namun, protein terapeutik
telah banyak diformulasikan menjadi advanced dosage form yang
memanfaatkan bionanoteknologi dan aplikasi agen penghantaran
spesifik. Dengan adanya advanced dosage form, stabilitas protein
terapeutik hingga mencapai target terapi lebih terjaga dan dapat
mengurangi efek samping sistemik, seperti yang lazim ditemukan oleh
penggunaan protein terapeutik dengan formulasi konvensional. Pusat
Penelitian Bioteknologi LIPI telah berpartisipasi dalam pengembangan
formulasi, baik konvensional maupun advanced. Meskipun demikian,
penelitian di bidang formulasi protein terapeutik di Pusat Penelitian
Bioteknologi LIPI masih perlu ditingkatkan, baik meliputi penelitian
dasar maupun aplikatif.
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Bioproses dan Uji Komparasi
Produk Obat Biosimilar

Andri Wardiana, Ratih Asmana Ningrum,
dan Eko Wahyu Putro

A. Pendahuluan

Tidak seperti obat generik yang mempunyai struktur yang identik
dengan produk paten, kebanyakan produk obat biosimilar meng-
hasilkan hasil akhir yang heterogen sehingga dibutuhkan proses
produksi dan purifikasi yang cukup kompleks. Hal ini menjadi
tantangan tersendiri dalam mengembangkan produk obat biosimilar.
Tantangan terbesar dalam memproduksi produk obat biosimilar
adalah bagaimana menghasilkan produk yang memiliki karakterisasi
semirip mungkin dengan produk pembandingnya tanpa mengetahui
proses produksi yang detail dari produk pembanding tersebut. Oleh
karena itu, perusahaan yang mengembangkan produk obat biosimilar
harus memiliki strategi dalam pengembangan proses hulu dan
hilir obat, termasuk pengembangan kultur sel, peralatan produksi,
purifikasi, dan metode karakterisasi sehingga menghasilkan produk
yang berkualitas tinggi layaknya produk pembandingnya dan siap
untuk diuji praklinis dan klinis. Dalam bab ini akan dipaparkan
bioproses produk obat biosimilar yang meliputi proses hulu (upstream
processing/USP), proses hilir (downstream processing/DSP), transfer
teknologi, dan proses produksi cGMP (current good manufacturing
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practice), uji komparasi melalui karakterisasi fisiko-kimia, hingga uji
biologis yang meliputi uji in vitro, praklinis, dan klinis (Gambar 9.1).

B. Desain dan Pengembangan Proses Hulu dan
Hilir

Proses produksi obat biosimilar sebagai faktor kunci perlu dirancang
dan dikembangkan untuk mencapai target kemiripan mutu, khasiat,
dan keamanan produk. Selain itu, inovasi juga menentukan seberapa
besar efisiensi proses yang akan berdampak terhadap harga produk
yang lebih kompetitif. Secara garis besar, seperti ditunjukkan pada
Gambar 9.2, proses produksi protein dimulai dari tahap produksi
hulu, yakni proses fermentasi. Selanjutnya adalah proses hilir yang
meliputi pemisahan produk awal, pemurnian protein dan inaktivasi
virus, serta pemurnian lanjut.

Secara konvensional, unit operasi dalam proses produksi ber-
gantung pada parameter kunci yang memengaruhi mutu produk
pada rentang tertentu. Pengujian dilakukan pada produk antara dan
akhir untuk memvalidasi parameter tersebut. Di satu sisi, sistem ini
memiliki keterbatasan dalam hal rentang operasi yang sempit. Di
sisi lain, proses yang inovatif memerlukan lebih banyak pengujian
sebelum mendapat persetujuan dari regulator (Kontoravdi dkk., 2013).
Untuk menjawab keterbatasan tersebut, penerapan prinsip Quality
by Design (QbD) didukung oleh Food Drug Administration (FDA)
dan European Medicines Agency (EMA). Berbeda dengan metode
konvensional, QbD bertujuan membangun mutu dalam sebuah pro-
duk sejak tahap desain, bukan menekankan pada pengujian produk
antara dan akhir.
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Tahapan QbD sesuai dengan Gambar 9.3 dimulai dari identifikasi
kinerja klinik yang diinginkan. Selanjutnya, batas atribut mutu kritis
(Critical Quality Attributes/CQAs) diidentifikasi melalui pengujian
awal atau metode analisis lain dan pengetahuan yang sudah ada.
Setelah itu, karakterisasi proses dilakukan untuk menentukan
rentang parameter kritis dari proses (Critical Process Parameters/
CPPs). Penentuan CPPs memerlukan analisis risiko dan pengetahuan/
pengalaman riset sebelumnya. Informasi tentang CPPs digunakan
dalam perancangan eksperimen. Rentang operasi yang diperoleh dari
eksperimen bersama dengan CPPs akan menentukan pengendalian
proses yang sesuai. Pada tahap akhir QbD, validasi mutu produk
dilakukan dan dilanjutkan dengan pengaturan ulang parameter
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desain agar aplikatif untuk skala manufaktur (ICH, 2009). Harapan
utama dengan menerapkan QbD adalah meningkatnya pemahaman
terhadap proses. Pemahaman tersebut diharapkan dapat mendorong
optimalisasi, pengendalian, dan inovasi proses, serta transfer teknologi.
Pada akhirnya, penghematan biaya dan waktu pengembangan proses
diprediksi akan dapat diraih. Selain itu, percepatan pendaftaran
perizinan proses dan produk pun akan dapat terwujud (Kontoravdi
dkk., 2013).

C. Proses Hulu Produk Obat Biosimilar

Tahapan bioproses produk biologis, termasuk obat biosimilar, dimulai
dari proses hulu yang meliputi kultur sel (mamalia, insekta, bakteri,
atau yeast) dalam suatu wadah yang dapat berupa disposable bag atau
tangki (stirred tank) dengan beberapa metode feeding, aerasi, dan
strategi produksi lainnya. Untuk mendapatkan hasil yang maksimal,
proses optimasi dilakukan sebelum proses kultur sel dalam skala
besar yang meliputi seleksi sel lestari, rekayasa sel lestari, seleksi
klon, optimasi media, dan optimasi metode panen sel. Selanjutnya,
dilakukan pengembangan bioproses yang mencakup desain reaktor,
scaling up produksi, proses memonitor, dan analisis kualitas produk.

1. Seleksi Sel Lestari

Secara umum, untuk produksi obat bioterapeutik termasuk obat
biosimilar dapat menggunakan beberapa platform, termasuk sistem
ekspresi sel mamalia dan nonsel mamalia (insekta, bakteri, dan
ragi). Pemilihan sistem ekspresi yang tepat merupakan hal penting
sebelum memulai proses produksi. Sistem produksi menggunakan
nonsel mamalia memiliki tantangan tersendiri, terutama untuk
produk glikoprotein yang harus melewati tahapan modifikasi pada
saat proses pascatranslasi yang tidak dimiliki oleh nonsel mamalia.
Akibatnya, sistem ekspresi dengan sel mamalia lebih disukai dalam
produksi bioterapeutik karena sistem ini mampu memproduksi dalam
jumlah besar dan dapat memfasilitasi proses modifikasi pascatranslasi
protein yang akan berhubungan dengan aktivitas protein (Durocher
& Butler, 2009).
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Sistem ekspresi sel mamalia dan sel hewan secara umum memiliki
kelebihan dalam proses ekstraksi protein. Protein akan disekresikan
ke luar sel sehingga tidak memerlukan tahapan penghancuran sel, dan
biasanya diikuti proses refolding badan inklusi apabila menggunakan
sistem ekspresi prokariot (bakteri). Sel mamalia yang paling umum
digunakan untuk produksi bioterapeutik, yaitu sel Chinese Hamster
Ovary (CHO), baby hamster kidney (BHK21), dan sel murine myeloma
(NSO dan Sp2/0) (Estes & Melville, 2014). Pemilihan sistem ekspresi
(Gambar 9.4) biasanya didasarkan pada kemampuan sel tersebut dalam
menghasilkan produk dengan kualitas yang diinginkan, termasuk
struktur dan yield protein dan tergantung dari pilihan setiap produsen
yang sering dipengaruhi oleh pengalaman dan keahlian masing-
masing. Saat ini, produk obat biosimilar yang sedang dikembangkan
LIPI, tepatnya di Pusat Penelitian Bioteknologi, Kompleks CSC-BG,
Cibinong, Jawa Barat, menggunakan beberapa sistem ekspresi, yaitu
sel mamalia CHO untuk produksi eritropoietin, sel yeast untuk
produksi interferon dan bakteri untuk produksi granulocyte colony-
stimulating factor (GCSF).

Sistem Ekspresiuntuk Produksi
Bioterapeutik

m5el mamalia (70% sel CHO)
mE. coll

m yeast (5. cerevisiag)
m5inesislangsung pada

hewantransgenik

m Lainmya

Ket.: Sistem yang digunakan untuk produk bioterapeutik yang telah
disetujui untuk dipasarkan rentang waktu 2006 hingga Juni 2010.

Sumber: Diadaptasi dari Walsh (2013)
Gambar 9.4 Persentase sistem ekspresi
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Proses seleksi sel lestari dimulai dengan transformasi/transfeksi
vektor rekombinan. Ada beberapa metode yang bisa digunakan
untuk mengintroduksi vektor DNA pada sel. Untuk sel mamalia bisa
menggunakan kalsium fosfat (Septisetyani dkk., 2012), elektroporasi
(Potter, 2003), liposom (Rubiyana dkk., 2020; Wisnuwardhani dkk.,
2017), dan penggunaan polimer atau dendrimer (Baker dkk., 2004).
Untuk bakteri dan yeast bisa menggunakan heat shock (Froger & Hall,
2007; Morita & Takegawa, 2004) dan elektroforasi (Herawati dkk.,
2015), dan untuk sel insekta bisa menggunakan polyethyleneimine
(PEI) yang memiliki efisiensi lebih baik daripada metode transfeksi
dengan liposom (Roest dkk., 2016). Sel yang sudah tertransformasi
akan diseleksi melalui marker/penanda yang diintegrasikan pada
vektor. Ada dua jenis seleksi penanda (Tabel 9.1), yaitu antibiotik
dan non-antibiotik (penanda metabolik atau nutrien). Hanya sel yang
memiliki penanda seleksi (gen) target yang akan bertahan tumbuh
(seleksi positif).

Tabel 9.1 Marker Seleksi yang Umum Digunakan dan Reagen untuk Seleksi
beserta Organisme Target

Marker Seleksi | Reagen yang Digunakan Untuk Organisme Target
(Gen) Seleksi

Seleksi dengan Marker Antibiotik

Ampr Ampicillin Bakteri

NeoR Kanamycin dan Geneticin (G418)  Bakteri, Mamalia, dan
Fungi

mFabl Triclosan (antibiotic free) E. coli

ZeoR Zeocin Semua organisme,
terutama yeast

NAT Nourseothricin (NTC) Semua organisme

HygR Hygromycin Eukariota

SpcR (AadA) Streptomycin dan Spectinomycin  Bakteri

PuroR Puromycin Mamalia

BsdR Blasticidin Mamalia

hisD Histidinol Mamalia
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Marker Seleksi | Reagen yang Digunakan Untuk Organisme Target
(Gen) Seleksi

Bm Bleomycin Mamalia
Bm Bleomycin Mamalia
Seleksi dengan marker metabolic

Dihydrofolate ~ Methotrexate (MTX) Mamalia
reductase

(DHFR)

Glutamine Methionine sulphoximine (MSX)  Mamalia
synthase (GS)

Seleksi dengan marker nutrient

Ura3 Media defensiesi Urasil Yeast
His3 Media defisiensi Histidin Yeast
Leu2 Media defisiensi Leusin Yeast
Trpl Media defisiensi Tryptofan Yeast

Sumber: Diadaptasi dari Alfandry (2016); Li dkk. (2010)

2.

Rekayasa Sel Lestari

Rekayasa sel lestari dapat dilakukan untuk meningkatkan kuantitas
(yield) dan kualitas (aktivitas biologis) produk bioterapeutik. Beberapa
contoh pengembangan rekayasa sel lestari seperti berikut ini.

1)

2)

3)

Ekspresi berlebih N-acetylglucosaminyltransferase 111 pada
ekspresi sel CHO untuk meningkatkan fraksi bisecting GIcNAc
pada produksi antibodi monoklonal (mAb) sehingga dapat
meningkatkan antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC)
(Saba dkk., 2002).

RNAi dan delesi gen untuk menurunkan kadar fukosa pada
produksi mAb sehingga dapat meningkatkan aktivitas ADCC
(Kanda dkk., 2007; Mori dkk., 2004).

Ekspresi berlebih gen anti-apoptosis atau teknologi RNAi
yang memediasi knock down ekspresi gen apoptosis untuk me-
ningkatkan viabilitas sel yang dapat meningkatkan produksi
(Sauerwald dkk., 2006).
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4) Rekayasa struktur glikan pada sistem ekspresi yeast Pichia pastoris
untuk produksi mAb dengan spesifikasi struktur glikan yang
tinggi (Li dkk., 2006).

3. Seleksi Klon

Proses integrasi gen asing yang ditransformasikan pada sel meng-
akibatkan adanya perubahan pada genom oleh sistem amplifikasi
gen sehingga klon yang dihasilkan sangat heterogen. Populasi klon
yang memiliki produktivitas tinggi pun sangat jarang ditemukan
dan memiliki pola pertumbuhan yang rendah. Oleh karena itu,
dibutuhkan seleksi klon dalam jumlah besar untuk mendapatkan
klon yang memiliki produktivitas yang tinggi.

Secara tradisional, metode yang banyak digunakan untuk seleksi
klon dengan melakukan pengenceran berseri (serial dilution). Metode
ini sangat simpel, tetapi cukup memakan waktu, membutuhkan
banyak tenaga dan bahan. Pengenceran dilakukan pada 96-well plate.
Well/sumuran yang tidak mengandung klon, tidak akan tumbuh.
Sebaliknya, sumuran yang mengandung klon yang diinginkan, akan
tumbuh. Untuk mendapatkan klon yang tunggal (monoklonal), serial
dilusi ini harus dilakukan beberapa kali. Untuk mengetahui jumlah
titer yang tinggi dari klon yang tumbubh, dilakukan pengukuran
produktivitas protein dengan metode enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) (Lai dkk., 2013).

Pengembangan metode seleksi klon yang dapat mengurangi waktu
pengerjaan dan menghasilkan kualitas klon dengan produktivitas
tinggi telah banyak dilakukan. Beberapa contoh metode yang
mutakhir telah tersedia seperti dijelaskan berikut ini.

1) Seleksi dengan metode FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting).
Munculnya teknologi FACS telah mengilhami pengembangan
protokol yang dapat mempercepat proses seleksi klon secara
signifikan. Metode FACS dapat menganalisis sel secara individual
dengan cepat dalam populasi yang heterogen. Produktivitas
dari setiap sel terlebih dahulu dianalisis dan ditentukan apakah
sel tersebut layak untuk dikloning. Hanya sel yang memiliki
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standar ambang batas yang akan dikloning ke dalam 96-well
plate. Proses ini secara signifikan dapat mengurangi analisis
klon pasca-pemisahan ketika analisis untuk klon yang memiliki
produktivitas yang rendah tidak dilakukan (Gallagher & Kelly,
2017).

2) ClonePix. ClonePix FL (Genetix, Sunnyvale, California, Amerika
Serikat) merupakan instrumen otomatis untuk pemilihan
koloni yang mampu menyeleksi klon dalam jumlah besar dan
mengidentifikasi klon yang memiliki produktivitas tinggi dalam
waktu singkat. Metode ini digunakan untuk seleksi klon pada sel
mamalia yang berdasarkan beberapa parameter, yaitu ukuran
sel dan—Ilebih jauh lagi—dapat menyeleksi berdasarkan jumlah
protein yang disekresikan atau yang memproduksi protein
tertentu. Antibodi biasa digunakan untuk mengikat protein yang
diekspresikan oleh klon tersebut (Lee dkk., 2006).

4. Optimasi Media

Menemukan formula media yang tepat merupakan salah satu hal
penting dalam pengembangan proses produksi pada industri protein
terapeutik. Salah satu hal yang krusial adalah proses pembentukan
struktur primer dari kebanyakan asam amino dalam proses produksi
protein terapeutik pada kultur sel yang tergantung pada komposisi
media kultur. Oleh karena itu, proses optimasi media menjadi salah
satu poin yang harus dilakukan dalam proses produksi protein
terapeutik. Terdapat beberapa cara yang bisa digunakan dalam
optimasi media kultur, seperti titrasi salah satu komponen media,
pencampuran media, dan pengukuran perubahan komposisi kimia
dari media yang digunakan selama proses kultur sel (Fletcher, 2005).
Walaupun secara umum optimasi media memakan waktu yang lama
dan padat karya, penggunaan metode dengan tata kelola manajemen
yang baik melalui pendekatan desain percobaan secara statistik sudah
digunakan untuk mengurangi waktu pengembangan optimasi media
(Castro dkk., 1992; Hammett dkk., 2007).
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Optimasi media dapat juga memengaruhi efisiensi produksi
dengan menurunkan biaya produksi. Sebagai contoh, penelitian yang
dilakukan oleh Pais-Chanfra dan Trujillo-Tledo (Pais-Chanfrau &
Trujillo-Toledo, 2016), optimasi media kultur dengan modifikasi
media kultur pada proses produksi skala besar untuk protein terapeutik
proinsulin pada sistem Pichia pastoris menghasilkan metode yang
lebih simpel, murah, dan mengurangi polusi dari produk buangan
fermentasi.

5. Desain Reaktor

Jenis bioreaktor yang ada saat ini umumnya dibedakan berdasarkan
bentuk reaktor, jenis media, sumber energi untuk reaksi, ataupun
metode pengadukan yang digunakan. Bioreaktor yang dikenal luas
dalam dunia industri adalah reaktor tangki berpengaduk (Stirred Tank
Reactor/STR). Reaktor model STR banyak digunakan dalam industri
obat biologi. Jenis bioreaktor lain, yaitu photobioreactor, solid-state,
bubble column, airlift, hollof fiber, rocking bag, dan stem cell. Tabel
9.2 memberikan gambaran yang lebih detail mengenai perbedaan
jenis-jenis bioreaktor tersebut.

Tabel 9.2 Jenis-Jenis Bioreaktor Untuk Kultur Sel Produk Obat Bioterapeutik

No. Jenis Kekhususan dan Aplikasi
Bioreaktor
1 Stirred Tangki silinder dengan pengaduk, untuk produksi obat biologi
Tank
2 Photo- Menggunakan cahaya sebagai sumber energi reaksi;
bioreactor Organisme yang terlibat dapat berfotosintesis (tanaman,
alga, bakteri)

3 Solid-state  Menggunakan media fermentasi padat;
Organisme yang terlibat: fungi, bakteri, dan kapang;
Untuk pengolahan makanan

4 Bubble Menggunakan aliran gas dari dasar reaktor untuk
Column pengadukan dan aerasi
5 Airlift Serupa dengan reaktor bubble column, ditambah dengan
‘draf” untuk meratakan distribusi oksigen dan gaya geser
(shear forces)

300 Pengembangan Obat Biologi ...



No. Jenis Kekhususan dan Aplikasi

Bioreaktor

6  Hollow Memiliki membran/filter silindris tempat bertumbuhnya sel.
Fiber Filter berada di dalam cartridge dan dialiri media kultur

7  Rocking Reaktor berbahan plastik dan untuk sekali pakai. Pencam-
Bag puran larutan dalam reaktor dilakukan dengan menggerak-

kan pemegang (holder) bioreaktor. Reaktor isi sesuai untuk
proses kultivasi sel yang hanya memerlukan sedikit transfer
oksigen dan pendinginan.

8 Stem Cell  Bioreaktor digunakan untuk kultivasi dan diferensiasi sel.
Jenis bioreaktor ini masih dalam tahap pengembangan
sehingga belum ada di pasaran.

Sumber: Keijzer dkk. (2011)

Karena proses biologis di dalamnya memerlukan pemantauan
dan pengendalian kondisi yang ketat, bioreaktor dilengkapi dengan
modul pemantauan dan pengendalian otomatis. Pemantauan dapat
dilakukan secara real-time. Bioreaktor merupakan sistem tertutup
untuk mencegah kontaminasi dan menjamin keselamatan operator.
Kontaminasi juga dijaga dengan cara sterilisasi alat sebelum digunakan
dan melengkapi bioreaktor dengan penyaring gas yang masuk/keluar
reaktor. Berbagai jenis bioreaktor yang ada memberi implikasi
yang berbeda dalam hal biaya pengadaan dan pemeliharaan, biaya
pengembangan proses, kemampuan scale-up, serta kebutuhan jumlah
dan kompetensi operator. Keberagaman jenis bioreaktor (Gambar 9.5)
tersebut dirancang untuk pilihan yang disesuaikan dengan beberapa
kriteria. Untuk menentukan pilihan bioreaktor yang tepat, faktor
kondisi kultur, jenis sel/sistem ekspresi, biaya adaptasi dari kondisi
kultur awal ke kondisi bioreaktor, kemudahan scale-up, kompleksitas
sistem, serta biaya bahan, harus dipertimbangkan. Bioreaktor yang
tidak terlalu rumit, tetapi dapat dioperasikan pada parameter proses
yang diinginkan dan mutu sel yang bagus dan konsisten akan menjadi
pilihan (Eaker dkk., 2017).
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Gambar 9.5 Jenis-Jenis Bioreaktor

a. Tren Pengembangan Bioreaktor

Tren dalam desain dan pengoperasian bioreaktor yang ada saat ini
adalah penggunaan bioreaktor yang lebih murah dan kemajuan sistem
komputer untuk mengelola jaringan metabolik, dinamika fluida, dan
model kinetika yang semakin kompleks. Bahan plastik yang berdaya
tahan tinggi terhadap kondisi sterilisasi dan operasi bioreaktor
menjadi pilihan karena lebih murah dan mudah dalam fabrikasi
dibandingkan logam stainless. Efisiensi biaya manufaktur juga berasal
dari otomatisasi proses assembling untuk menghasilkan bioreaktor
sekali pakai tersebut. Bioreaktor sekali pakai yang sedang tren saat ini
adalah wave bioreactor dengan bioreactor bag sekali pakai. Penggunaan
bahan polimer untuk bioreaktor tersebut telah dikembangkan untuk
membuat reaktor mini demi menjawab kebutuhan riset, efisiensi biaya
riset, dan percepatan pengumpulan data (Mandenius, 2016).
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Dari sisi pengembangan secara umum, target yang ingin dicapai
adalah menurunkan ukuran bioreaktor yang digunakan dalam tahap
riset dan pengembangan. Hal ini dimaksudkan untuk mengurangi
biaya pengembangan sehingga dalam waktu yang lebih singkat dan
biaya yang sama, data yang diperoleh lebih banyak. Dengan demikian,
pemasaran produk dapat lebih cepat. Umumnya, volume kerja
reaktor minimal besarnya 3 liter supaya dapat diaplikasikan ke skala
yang lebih besar, skala pilot, dan pabrik. Pada volume 3 liter, pola
pencampuran masih dapat menyerupai pencampuran pada reaktor
skala besar, sedangkan sensor dan aktuator yang digunakan juga
masih sama dengan yang ada pada reaktor besar. Meskipun demikian,
pengembangan lebih lanjut akan memungkinkan penggunaan reaktor
yang lebih kecil.

Pengembangan reaktor skala mini sangat bergantung pada hasil
pengembangan sensor dan aktuator, serta didukung dengan kemajuan
kinerja perangkat lunak pengolah data. Sensor mini berbasis fluorofor
telah dikembangkan untuk pengukuran pH dan oksigen terlarut
secara non invasif (PreSens GmbH) pada skala kultivasi mililiter.
Sensor pH mini yang dapat disterilisasi dan sensor oksigen yang hanya
berdiameter 6 mm juga telah dikembangkan (Applikon Biotechnology)
untuk digunakan pada reaktor 50 mL. Salah satu faktor krusial dalam
reaktor mini adalah volume penambahan media secara kontinu.
Untuk reaktor skala 50 mL, penambahan media harus dalam bentuk
droplet berukuran nanoliter agar efek penambahan tersebut masih
dapat dikontrol. Pada reaktor STR, komponen lain yang vital adalah
pengaduk. Dalam skala miniatur, magnetic stirrer mungkin masih
dapat digunakan untuk kultivasi sel mamalia. Untuk kultivasi sel
mikroba, kecepatan pengadukan dan transfer oksigen yang diperlukan
lebih besar. Saat ini telah dikembangkan pengaduk direct drive mini
yang dapat berputar hingga 2.000 rpm untuk keperluan tersebut.
Dengan semakin kecilnya reaktor, eksperimen yang dilakukan akan
semakin banyak karena waktu dan biaya per eksperimen jauh lebih
rendah. Untuk mengelola dan mengolah lonjakan jumlah data-
data tersebut, diperlukan juga pengembangan dari sisi perangkat
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lunak. Sebagai contoh, model matematis diperlukan untuk dapat
memperkirakan hubungan antara komposisi media dan pertumbuhan
sel. Selain itu, dampak dari pembentukan produk samping juga dapat
diperkirakan sebelum pengujian produk dilakukan. Selanjutnya,
pengembangan perangkat lunak yang dapat dioperasikan jarak jauh,
salah satunya dengan smartphone, juga akan mengurangi durasi dan
biaya pengembangan. Reaktor mini akan mengurangi ukuran ruang
dan gedung laboratorium yang diperlukan sehingga biaya investasi
ruangan juga lebih rendah (Keijzer dkk., 2011)

b. Prinsip Umum dalam Desain Bioreaktor

Bioreaktor yang efektif bukan hanya sebagai tempat yang sesuai
bagi berlangsungnya reaksi biologis, melainkan juga harus mampu
mengendalikan dan memengaruhi reaksi tersebut. Desain bioreaktor
yang efektif harus mampu memberikan kondisi supaya berbagai jenis
sel dapat tumbuh dengan efisien agar dapat mengakomodasi produksi
berbagai jenis produk dalam satu unit reaktor. Untuk mencapai tujuan
tersebut, desain bioreaktor perlu memperhitungkan dua hal, yaitu
parameter reaktor dan reaksi biologis yang tepat. Parameter reaktor
yang vital adalah perpindahan massa dan energi. Perpindahan tersebut
berlangsung pada semua tahap reaksi, baik di dalam maupun di luar
sel. Pada saat sel tumbuh dan menghasilkan produk, terjadi perubahan
massa dan energi dalam reaktor. Hal ini memengaruhi kondisi
optimum reaksi dalam reaktor. Untuk menjaga kondisi optimum dan
kesetimbangan, diperlukan distribusi yang merata di dalam sistem
atau transfer massa dan energi ke luar. Selain perpindahan massa dan
panas, beberapa parameter desain reaktor disajikan pada Tabel 9.3.

Tabel 9.3 Kriteria Desain Bioreaktor

Kriteria .
Tujuan Metode Parameter
Desain

Perpindahan Mencapai laju pertum-  Bentuk reaktor; desain  Aspek rasio,
gas dalam buhan sel yang tinggi; sparger; penggunaan KLa, OTR,

medium mencegah kekurangan  sekat; penambahan OUR, CER
submerged  oksigen tekanan; bentuk
baling-baling
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Kriteria :
Tujuan Metode Parameter
Desain

Proses pen-  Mencegah ketidak- Bentuk baling-baling,  Aspek rasio,
campuran rataan distribusi panas, bentuk sekat, analisis ~ waktu
nutrisi, dan tekanan; proses pencampuran, pencampuran
mengurangi energi yang CFD (t), power
diperlukan number
Penambahan Transfer yang efisien Feeding regimen, Profil
nutrisi sesuai volume media multiport linier dan

eksponensial

Perpindahan

Meningkatkan laju

Pengatur distribusi

Thiele

massa cair-  reaksi, mengurangi gra- aliran, pori-pori pe- modulus
padat dien massa dan energi  nunjang
Perpindahan Memindahkan panas Kumparan internal, Bilangan tak
panas hasil metabolisme jaket, sirkulasi media,  berdimensi
dengan lebih efisien pendinginan media
Sterilitas Memastikan sistem ter- Prosedur sterilisasi, Durasi
tutup untuk mencegah tekanan tinggi, sekat,  sterilisasi,
kontaminasi dari luar kontainmen, filter suhu
mikro
Pemilihan Memilih strain yang Analisis mikroba, omics Laju spesifik
strain adaptif terhadap (u, gP, 9S),
keterbatasan kondisi konstanta
media dan reactor inhibisi
Prosedur Memastikan kondisi Desain bentuk tangkai  Rasio aspek,
scale-up yang sama pada skala dan baling-baling, aturan
besar rentang pencampuran  scale-up,
parameter,
bilangan tak
berdimensi
Rheology Aditif yang Bilangan

memengaruhi viskosi-
tas, CFD

Reynold, data
CFD

Homogenitas Mencegah gradient CFD Data analisis
kultur berdasarkan
zona reaksi
Komposisi Komposisi media yang  Analisis factorial, me-  Parameter
media seimbang tode omics “model fit”

Sumber: Mandenius (2016)
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Parameter reaksi biologis yang harus diperhatikan dalam desain
adalah suhu, pH, kecukupan substrat, ketersediaan air, garam, vitamin,
oksigen (untuk reaksi aerobik), perubahan komposisi gas, serta
pemisahan produk dan produk samping. Di samping mengendalikan
parameter reaktor dan reaksi biologis, desain harus diarahkan untuk
mendukung pembentukan morfologi sel optimal. Selain itu, desain
harus mampu meminimalisasi kontaminasi dari organisme yang tidak
diinginkan atau mutasi organisme.

D. Riset Skala Pilot

Dalam industri farmasi, termasuk dalam produksi obat biosimilar,
produksi pada skala pilot merupakan bagian dari bioproses karena
formula pada skala lab ditransformasikan menjadi suatu produk yang
dapat dikembangkan pada skala yang lebih besar (manufaktur). Riset
pada skala pilot dapat digunakan untuk menginvestigasi seluruh proses
produksi dan mengurangi risiko yang terkait dengan produksi skala
besar. Untuk produksi pada skala pilot, kultur sel harus dilakukan
secara bertahap. Sel yang mengandung klon positif yang sebelumnya
disimpan dalam keadaan beku, dicairkan, dan ditumbuhkan dalam
erlenmeyer kecil (misal 20 mL media dalam labu erlenmeyer 100
mL). Selama kurun waktu 2 minggu, sel ditumbuhkan secara bertahap
dalam volume yang lebih besar untuk mendapatkan inokulum (seed
culture) yang akan digunakan untuk proses kultur sel di tangki
fermentasi yang besar (20 L) (Gambar 9.6). Proses pertumbuhan
secara bertahap ini akan menghasilkan proses pertumbuhan volume
sel yang baik. Pada saat inokulum, sel ditumbuhkan pada tangki yang
besar, dan sel tersebut akan tumbuh dengan densitas sel yang optimal
(Sommerfeld & Strube, 2005). Pada produksi skala pilot ini, beberapa
parameter yang digunakan pada skala kecil (erlenmeyer dan wave
bioreactor), seperti pH, % CO,, feed strategy, perubahan suhu, dan
parameter lainnya harus dipertahankan. Analisis densitas sel, gas,
metabolit, dan jumlah titer protein dilakukan selama proses produksi
pada skala pilot (Dhanaskharan dkk., 2015).
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Sumber: Dhanaskharan dkk. (2015)
Gambar 9.6 Produksi Obat Biosimilar Skala Pilot

E. Proses Hilir Produk Obat Biosimilar

Proses hilir (DSP) merupakan elemen yang penting dalam tahapan
produksi obat biosimilar untuk memastikan proses produksi yang
reliable dan reproducible yang dapat menghasilkan produk dengan
kualitas yang sama dengan produk pembandingnya/originator. Pada
proses ini juga dilakukan pengembangan untuk menghasilkan total
yield dan kemurnian yang tinggi dengan kapasitas produksi yang lebih
besar dan proses yang lebih cepat. Gambar 9.7 menunjukkan tahapan
proses hilir untuk produk antibodi monoklonal. Tahapan proses hilir
dimulai dengan pemanenan produk dari bioreaktor. Teknik dan
alat untuk pemanenan produk kultur yang akan digunakan dapat
tergantung dari jenis sel dan juga protein target. Beberapa teknik
yang secara umum digunakan meliputi mikrofiltrasi membran,
tangential-flow filtration (TFF), sentrifugasi, depth filtration, serta
gabungan antara sentrifugasi dengan depth-filtration dan atau dengan
TFE. Metode flokulasi atau pengendapan juga dapat dilakukan dengan
menggunakan senyawa asam atau kation polielektrolit. Proses panen
atau pemurnian pada tahap awal ini memiliki peran yang sangat besar
sehingga memiliki tantangan yang cukup besar untuk menghindari
produk yang terdegradasi dan untuk mendapatkan kuantitas protein
target yang optimal (Roush & Lu, 2008).
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Gambar 9.7 Contoh Proses Pemurnian untuk Produk Antibodi
Monoklonal
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Tahapan selanjutnya adalah untuk memisahkan protein target
dari protein pengotor pada media tumbuh, seperti protein yang
terdegradasi dan protein nontarget lainnya dengan menggunakan
teknik kromatografi. Terdapat berbagai metode kromatografi yang
dilakukan untuk proses pemurnian produk, seperti kromatografi
afinitas, kromatografi penukar ion (anion dan kation), kromatografi
interaksi hidrofobik, dan kromatografi filtrasi gel. Dalam industri
biofarmasi, termasuk biosimilar, penggunaan teknik kromatografi
merupakan aspek kritikal dan banyak digunakan karena memiliki peran
yang sangat penting untuk menghasilkan produk dengan kemurnian
yang tinggi (Liu dkk., 2010). Teknik pemurnian kromatografi ini
biasanya digabungkan dengan teknik spektroskopi untuk metode
analisis protein target. Metode Spektroskopi yang biasa digunakan
adalah spektroskopi UV/Vis untuk mengukur absorbansi protein
secara umum pada panjang gelombang 240-340 nm. Absorbansi sinar
UV/vis pada panjang gelombang 280 nm secara umum digunakan
sebagai metode pengukuran konsentrasi protein (Riidt dkk., 2017).
Pada proses hilir ini dilakukan juga penghilangan virus dengan cara
pembuangan dan inaktivasi. Untuk produk biologis, termasuk obat
biosimilar, regulasi FDA mengharuskan setidaknya terdapat dua tahap
yang berbeda untuk mengurangi virus demi menjamin keamanan
dan efikasi produk obat. Tahapan ini harus membuktikan bahwa
virus yang diinaktivasi atau dihilangkan tersebut memiliki potensi
untuk merusak produk akhir. Terdapat beberapa metode untuk
inaktivasi virus yang dapat dilakukan secara fisiko-kimia, seperti
penggunaan asam (pH rendah), urea, deterjen, panas, dan radiasi
UV. Masalahnya, metode fisiko-kimia tersebut dapat memengaruhi
stabilitas protein sehingga harus dipilih metode terbaik yang dapat
menginaktivasi virus, tetapi tetap mempertahankan kualitas produk
obat. Selain menghilangkan virus, beberapa teknik secara mekanik
biasa digunakan, yakni absorpsi protein dengan metode kromatografi
dan penggunaan membran dengan metode ultrafiltrasi (Sommerfeld
& Strube, 2005).
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F. Proses Transfer Teknologi dan Proses Produksi
cGMP

Setelah keseluruhan proses pada skala lab dan skala pilot telah di-
tetapkan, transfer teknologi ke tahap manufaktur diperlukan untuk
c¢GMP proses produksi produk klinis atau produk komersial. Tujuan
dari transfer teknologi ialah mentransfer keseluruhan proses yang
diperlukan meliputi informasi, dokumentasi, peralatan, bahan, dan
peralatan untuk mengimplementasikan proses manufaktur pada
fasilitas yang telah ditentukan dan untuk mendapatkan persetujuan
dari regulator. Kolaborasi antardepartemen sangat diperlukan agar
proses transfer teknologi ini berhasil. Analisis gap harus dilakukan
sebelum memulai proses transfer teknologi ke fasilitas yang baru
untuk mengidentifikasi kekurangan dan meminimalisasi risiko pro-
ses manufaktur. Modifikasi peralatan dan fasilitas serta kualifikasi
aktivitas untuk proses manufaktur harus dilengkapi sebelum proses
produksi dengan skala besar dimulai. Pada perubahan skala produksi
untuk kepentingan uji klinis dari tahap awal (fase 1 dan 2) ke tahap
akhir (fase 3 hingga komersialisasi), modifikasi fasilitas dan peralatan
sangat diperlukan (Li dkk., 2010). Seluruh proses transfer teknologi
dan proses produksi cGMP produk biosimilar yang dikembangkan
oleh Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI akan dilakukan oleh mitra
industri.

G. Karakterisasi Protein untuk Uji komparasi Obat
Biosimilar

Untuk memenuhi studi komparasi antara kandidat obat biosimilar
dan produk pembanding, beberapa metode analitis telah banyak
digunakan untuk studi karakterisasi struktur protein dan evaluasi sifat
fisiko-kimia. Secara umum, karakterisasi protein meliputi komposisi
asam amino, sekuensing N- dan C- terminal asam amino, peptide
mapping, struktur sekunder protein, dan analisis pola glikosilasi serta
komposisi karbohidrat untuk glikoprotein yang berperan penting
pada kesamaan sifat biologis antara kandidat biosimilar dan produk
pembanding.
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1. SDS PAGE, IEF, dan Western blotting

SDS PAGE merupakan metode kualitatif yang sudah secara luas
digunakan untuk memisahkan protein berdasarkan berat molekul.
Metode ini secara rutin digunakan pada regulasi uji komparasi
obat biosimilar. Pita protein yang diharapkan dapat diisolasi dan
digunakan untuk uji lanjutan dengan menggunakan spektroskopi
massa (Wilm dkk., 1996). Kelemahan metode ini adalah hasil dari
pewarnaan gel SDS sering menghasilkan perbedaan intensitas warna
yang mengakibatkan ketidakakuratan dalam pembuktian kemurnian
protein. Metode PAGE ini sering dikombinasikan dengan western
blotting. Dalam prosesnya, gel SDS ditransfer ke membran, selanjutnya
diinkubasi dengan antibodi yang spesifik terhadap protein target
untuk memvisualisasikan target protein. Metode PAGE/Western
blotting (Gambar 9.8) dapat digunakan untuk analisis agregasi protein
seperti yang dilakukan untuk uji komparasi berbagai obat biosimilar
eritropoietin (EPO) dengan produk pembanding (Park dkk., 2009).

Isoelectric focusing (IEF) merupakan metode yang mirip dengan
PAGE yang memisahkan protein berdasarkan perbedaan titik
isoelektrik (pI). Metode ini dapat digunakan untuk analisis kualitatif
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Ket.: Produk obat biosimilar produksi Tiongkok, Korea, dan India dibandingkan
produk originator dari Amgen (Amerika Serikat).

Sumber: Park dkk. (2009)

Gambar 9.8 Kombinasi metode Isoelectro focusing (IEF) Gel dan Western
blots untuk deteksi isoform.
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dan kuantitatif menggunakan scanning densitometry. Penggunaan
metode IEF juga digunakan untuk uji komparasi biosimilar EPO
yang memperlihatkan keragaman produk dibanding dengan produk
pembandingnya (Park dkk., 2009).

2. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

KCKT merupakan metode analisis yang biasa digunakan untuk uji
komparasi obat biosimilar yang biasanya dikombinasi dengan metode
lain, seperti kromatografi eksklusi untuk menguji kemurnian dan
heterogenitas dari protein rekombinan. Metode ini dapat mengarak-
terisasi agregasi protein dan masih menjadi metode yang unggul
untuk uji komparasi obat biosimilar (Falconer dkk., 2011). Gambar
9.9 mendeskripsikan kromatogram tumpang tindih produk obat
biosimilar GCSF dengan originatornya yang menunjukkan tingkat
kemiripan yang tinggi.

o
o @ = -
s00 g .
g, M g =} fg‘ Yo e
450 \ 93 g g
wis 250 B i
8 4 " et | ) ¥ Ry
8044 | 33 1‘ ‘f ]
300 Batch NEU1

= e Baich NUS2
E - Jl:._ M Bachhust A
N N Bachoes Sl
WON o Bachopz A
1004/ n_Bacnper o

Refarence standard

T T T T
25 40 80 120 160 20.0 240 28.0 320 340 375

Sumber: Sorgel dkk. (2015)

Gambar 9.9 Tumpang tindih kromatogram KCKT (RP-HPLC) produk obat
biosimilar GCSF dengan originatornya (filgastrim) menunjukkan tingkat
kemiripan yang tinggi.
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3. Metode Spektroskopi: UV, Fluoresensi, FTIR dan Raman,
CD Spektra dan NMR

Beberapa teknik spektroskopi dapat digunakan untuk uji komparasi
obat biosimilar. Spektroskopi sinar UV digunakan untuk mendeteksi
pengotor DNA pada protein obat biosimilar. Spektroskopi fluorescence
digunakan untuk mendeteksi gugus aromatik pada asam amino tirosin,
triptofan, dan fenilalanin. Metode ini dapat mendeteksi perubahan
konformasi protein yang disebabkan oleh agregasi, unfolded, dan
pembentukan kompleks pada protein. Sebagai contoh, hasil analisis
menunjukkan adanya perbedaan struktur dari beberapa produk
EPO berdasarkan pengukuran protein intrinsik dengan Spektroskopi
fluoresensi (Deechongkit dkk., 2006).

Untuk analisis struktur sekunder protein, metode analisis
Circular Dichroism (CD) spektra dan Fourier-transform Infrared
(FTIR) & Raman merupakan metode yang lazim digunakan untuk
uji komparasi. Analisis CD spektra dapat menentukan perbedaan
geometri dari struktur protein (Whitmore & Wallace, 2008). Analisis
spektroskopi FTIR dan Raman digunakan untuk deteksi pita Amida
I antara 1600-1700 cm™ yang dipengaruhi oleh struktur sekunder
protein. Metode Spektroskopi lainnya yang biasa digunakan untuk
analisis struktur protein adalah Spektroskopi Resonansi Magnet Inti
(NMR). Metode ini digunakan untuk determinasi struktur protein
terapeutik seperti EPO (Cheetham dkk., 1998) dan IFN alpha 2a
(Klaus dkk., 1997). Spektroskopi NMR juga dapat digunakan untuk
uji komparasi obat biosimilar.

Penggunaan Spektroskopi sebagai metode tandem dengan meto-
de lainnya untuk uji komparasi obat biosimilar juga digunakan untuk
beberapa analisis, seperti karakterisasi heterogenitas dan variasi dari
produk akhir biosimilar. Kombinasi pemotongan dengan enzim,
KCKT, dan Spektroskopi Massa-Kromatografi cair digunakan untuk
pengujian secara detail dari keragaman produk akhir obat biosimilar
yang biasanya terjadi pada produk glikoprotein, seperti EPO, tissue
plasminogen factor, dan antibodi monoklonal (Falconer dkk., 2011).
Gambar 9.10 adalah spektrum dari produk obat biosimilar OCSF
dibandingkan originatornya.
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Gambar 9.10 Spektrum 1D-{1H}c-NMR dari produk obat biosimilar GCSF
dibandingkan originatornya (filgastrim).

4. Uji stabilitas struktur protein dengan DSC

Differential Scanning Calorimetry (DSC) merupakan teknik analisis
sederhana yang digunakan untuk mengukur stabilitas termal suatu
protein. Metode ini digunakan dalam uji komparasi obat biosimilar
seperti yang tercantum dalam regulasi yang dikeluarkan oleh EMA
(Mahler dkk., 2016). Analisis DSC (Gambar 9.11) menghasilkan
informasi data yang lebih lengkap daripada metode Spektroskopi
karena adanya pengukuran perubahan entalpi pada DSC. Apabila
nilai perubahan entalpi (AH) dari suatu obat biosimilar sama dengan
produk pembandingnya, produk obat biosimilar tersebut memiliki
lipatan protein yang benar (correct folding). Sebaliknya, nilai AH yang
tidak sama menandakan protein tersebut memiliki lipatan yang tidak
benar (incorrect folding).

H. Uji Fungsi Biologis Protein untuk Uji komparasi
Obat Biosimilar

Produk obat biosimilar yang dihasilkan harus dibandingkan fungsi

biologisnya melalui uji in vitro dengan produk originator. Metode

yang biasa dilakukan meliputi uji afinitas terhadap reseptor, yaitu
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Gambar 9.11 DSC termogram menunjukkan kesamaan tiga temperatur
transisi endotermal pada suhu 68°C, 73°C, dan 83°C untuk produk obat
biosimilar antibodi monoklonal Remsima (CT-P13) dibandingkan produk
originatornya (Remicade).

metode Surface plasmon resonance (SPR) (Gambar 9.12), ELISA, dan
isothermal titration calorimetry (ITC). Uji in vitro ini sangat berguna
untuk menguji kualitas dari protein. Uji ini dapat berupa langkah awal
untuk meyakinkan bahwa produk obat biosimilar yang dihasilkan
memiliki aktivitas biologis yang sesuai dengan yang diharapkan
sebelum dilakukan uji praklinis dan uji klinis (Falconer dkk., 2011).

1. Uji praklinis

Tujuan utama uji nonklinis (praklinis) produk obat biosimilar adalah
membandingkan toleransi dan validasi kemiripan dengan produk
originator untuk hasil farmakodinamik pada level sensitivitas yang
tidak bisa dilakukan pada manusia. Uji ini dilakukan pada hewan uji
yang meliputi tikus dan bukan tikus yang secara umum dilakukan
injeksi subkutan. Uji keamanan (imunogenisitas relatif, toleransi, dan
toksisitas) merupakan rangkaian pengamatan yang harus dilakukan
pada tahap ini (ICH, 2012).
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Gambar 9.12 Sensogram SPR produk biosimilar GCSF (Zarxio) dengan
originatornya (Neupogen) memiliki pola dengan tingkat kemiripan yang
tinggi.

2. Ujiklinis

Tidak seperti obat generik, pengembangan produk obat biosimilar
harus melalui tahapan uji klinis dengan teliti. Dalam proses produksi
biologis, termasuk obat biosimilar, sangat sulit untuk menghindari
perbedaan atau heterogenitas produk akhir yang dapat memengaruhi
kualitas termasuk identitas dan kemurnian produk. Perubahan tersebut
juga dapat memengaruhi perbedaan hasil uji klinis. Oleh karena itu,
produsen produk obat biosimilar harus dapat membuktikan bahwa
adanya perubahan atau perbedaan produk akhir tidak memengaruhi
identitas, kemurnian, potensi, keamanan, dan khasiat dibandingkan
produk originatornya (FDA, 2016). Uji perbandingan ini terdapat
dalam pedoman International Conference of Harmonization (ICH)
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Q5E yang mencakup uji analitis, uji biologis, dan—dalam beberapa
kasus—uji nonklinis dan uji klinis (ICH, 2004).

Tahapan uji klinis produk obat biosimilar dimulai dari uji
perbandingan farmakokinetik dan farmakodinamik (PK/PD) antara
produk pembanding dan populasi yang relevan (FDA, 2016). Pada
tahapan awal uji klinis juga dilakukan investigasi terhadap keamanan
produk, termasuk imunogenisitas. Apabila uji klinis tahap awal
ini menghasilkan kemiripan yang cukup tinggi, setidaknya satu
uji perbandingan pada fase 3 uji klinis dapat dilakukan untuk
membuktikan kemiripan hasil dalam keamanan dan efikasi pada
contoh populasi yang sensitif (Berghout, 2011).

Fase 3 uji klinis dimaksudkan untuk meyakinkan apabila masih
terdapat ketidakpastian hasil dari uji efikasi dan keamanan produk
obat biosimilar dibanding dengan produk originatornya setelah
serangkaian uji fisika-kimia, biologis, praklinis, dan juga PK/PD,
serta imunogenisitas pada manusia. Untuk produk obat biosimilar,
uji klinis fase 3 ini harus menunjukkan bahwa produk tersebut relatif
tidak boleh lebih rendah dan juga lebih tinggi terkait dengan aktivitas
biologis yang dihasilkan ketika dibanding dengan produk originator-
nya (FDA, 2016).

l. Penutup

Produk obat biosimilar menawarkan solusi untuk mengurangi
biaya pengobatan dengan menggunakan obat bioterapeutik. Teknik
bioproses produk obat biosimilar mengikuti standar produksi obat
biologi dengan segala regulasi yang telah ditetapkan. Tahapan
bioproses ini sangat penting untuk menghasilkan produk biosimilar
yang memiliki kemiripan yang tinggi dengan produk originatornya.
Selain itu, pemahaman terhadap berbagai metode pengujian secara
fisiko-kimia dan biologis untuk uji komparasi biosimilar dapat
memberikan pedoman bagi para periset di bidang pengembangan
produk obat biosimilar untuk menghasilkan produk yang sesuai
dengan regulasi yang ditetapkan.
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Refleksi terhadap Kemajuan, Peluang,

dan Tantangan Biosimilar ke Depan
Adi Santoso dan Puspita Lisdiyanti

A. Kemajuan dan Peluang Biosimilar

Dalam dua dekade terakhir, obat biologi dalam kesehatan dan
perawatan penduduk dunia telah memainkan peranan yang signifikan.
Dengan semakin banyaknya pasien yang membutuhkan obat biologi,
obat biologi semakin cepat mendominasi pasar obat dunia, terutama
di negara-negara maju. Penggunaan obat biologi dari tahun ke tahun
mengalami peningkatan signifikan. Dari keseluruhan produk obat
dunia, pangsa pasar obat biologi selalu meningkat secara persentase,
dan tampaknya tren tersebut akan terus berlanjut.

Secara global, pada 2002, sekitar 46 miliar US$ dibelanjakan untuk
obat biologi dan jumlah tersebut merupakan 11% dari keseluruhan
penjualan obat (Crespi-Lofton & Skelton., 2017). Pada 2017, produk
obat biologi diprediksi mencapai 221 miliar US$ atau 19-20% dari
total pengeluaran untuk obat dunia (IMS Health, 2017). Pada 2020,
pasar global obat biologi diharapkan melebihi 390 miliar US$ dan
mencapai hingga 28% dari total pengeluaran obat dunia (IMS, 2016).
Hal ini menunjukkan bahwa kecenderungan penggunaan obat biologi
saat ini sangat tinggi dan trennya selalu meningkat. Sekitar sepertiga
dari obat yang sedang dikembangkan saat ini berbasis pada obat
biologi (Lybecker, 2016).
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Tabel 10.1 Obat Biologi dengan Nilai Penjualan yang Sangat Tinggi

[ No. | _Produk | ___Teknologi Jenis Penyakit

1 Avastin antibodi monoclonal Kanker kolorektal Roche

2 Humira antibodi monoclonal Rhematoid arthritis Abbot & Eisai

3 Rituxan antibodi monoclonal Rhematoid arthritis Roche

4 Enbrel Protein rekombinan  Rhematoid arthritis Wyeth

5 Llantus Protein rekombinan  Diabetes Sanofi and
Aventis

6  Herceptin antibodi monoclonal Kanker payudara Roche

7 Remicade antibodi monoclonal Rhematoid arthritis SGP and J&J
Sumber: Brennan (2018); Urquhart (2018)

Beberapa obat biologi papan atas telah cukup lama mendominasi
pasar obat biologi tanpa mendapatkan saingan yang berarti (Tabel
10.1). Namun, dengan telah berakhirnya masa paten yang dibarengi
dengan munculnya beberapa inovasi baru dalam teknologi produksi
obat biologi, persaingan obat protein terapeutik memasuki babak
baru di mana obat biologi (originator) bersaing dengan produk obat
berbasis biosimilar.

Besarnya peluang bisnis yang menguntungkan dan tersedianya
teknologi, terutama di negara-negara yang sudah berpengalaman (well
established) dalam industri obat, membuat penelitian, pengembangan,
dan produksi biosimilar saat ini menjadi tren dalam dunia kesehatan
di banyak negara. Tabel 10.2 adalah peta perkembangan uji klinis
biosimilar yang sedang dilakukan di beberapa negara (Barry,
2014). Beberapa negara di dunia sedang melakukan pengembangan
biosimilar dengan skala yang cukup besar, yaitu Amerika Serikat,
Kanada, beberapa negara Eropa Barat, India, Jepang, Australia, Brazil,
Korea Selatan, dan Meksiko (Tabel 10.2).

Dimulai dari obat-obat yang relatif sederhana (misalnya
insulin, interferon, dan hormon pertumbuhan), dengan kemajuan
inovasi dalam bidang rekayasa protein, terutama molekul antibodi
monoklonal, saat ini produk-produk obat biologi sudah merambah
pada banyak molekul yang lebih kompleks. Dari tahun 1990-an sampai
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Tabel 10.2 Peta pengembangan uji klinis dalam biosimilar.

Jumlah produk biosimilar Dalam uji klinis

1 Amerika Serikat 19
2 Canada 3
3 Meksiko 8
4 Eropa 35
5 Brazil 5
6 Afrika 3
7 Rusia 8
8 Tiongkok 1
9 India 19
10 Korea Selatan 9
11 Jepang

12 Australia 8

Sumber: diadaptasi dari Barry (2014)

sekarang, terdapat peningkatan kompleksitas molekul. Peningkatan
ini dimulai dengan produk biologi inovator, dilanjutkan dengan
munculnya produk antibodi monoklonal, interferon, dan hormon
pertumbuhan pada 2000-an. Selanjutnya pada 2010-an, beberapa
produk yang muncul di antaranya eritropoietin, filgrastim, etanercept,
dan beberapa antibodi monoklonal. Large/multi subunit (terutama
molekul antibodi) dan vaksin diprediksi akan menjadi tren molekul
biosimilar dunia pada masa depan (Ramzan, 2015).

Dilihat dari masa berakhirnya paten obat biologi yang kemudian
diikuti dengan munculnya produk biosimilar, masa paten ini sering
dikenal dengan istilah Three waves of Biosimilar (Tiga Gelombang
Biosimilar) (Tabel 10.3). Obat biologi yang termasuk gelombang
pertama (First Wave), yaitu produk cytokin, faktor pertumbuhan,
dan beberapa hormon yang habis masa paten sebelum tahun 2015
(misalnya Neupogen dan Epogen). Produk obat biologi gelombang
kedua (second wave) terdiri dari jenis obat-obatan berbasis antibodi
monoklonal yang masa paten habis sekitar tahun 2015-2020. Beberapa
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Tabel 10.3 Tiga Gelombang Berakhirnya Paten Obat Biologi

GELOMBANG PERTAMA | GELOMBANG KEDUA GELOMBANG KETIGA

Paten berakhir sebelum  Paten berakhir pada Paten berakhir setelah
tahun 2015 tahun 2015-2020 tahun 2020

Neupogen dan Epogen Humira, Rituxan, Avastin, Cimzia, Simponi, Stelara,
Herceptin, Remicade, Soliris, Lucentis dan
Aranesp dan Roferon A Eylea

Sumber: Ramzan (2015)

produk obat biologi yang termasuk gelombang kedua antara lain
Humira, Enbrel, Rituxan, Avastin, Herceptin, dan Remicade. Obat
biologi gelombang ketiga (third wave) adalah produk obat biologi yang
masa paten habis setelah tahun 2020, termasuk antibodi monoklonal
yang lebih kompleks dan produk obat yang hanya berupa fragmen
dari suatu antibodi. Beberapa contoh produk obat biologi gelombang
ketiga antara lain Cimzia, Simponi, Stelara, Soliris, Lucentis, dan
Eylea.

Dengan semakin kompleksnya molekul biosimilar yang mampu
diproduksi, jenis penyakit yang dapat ditanggulangi oleh obat berbasis
biologi ini juga semakin banyak. Dengan habisnya masa paten obat
originator, pesaingnya, obat biosimilar, yang serupa juga akan di-
produksi. Melvin (2016) menunjukkan berbagai penyakit yang
inovasi dan produksi obat biologi beserta biosimilar telah berhasil
dilakukan. Melvin (2016) menjelaskan jenis dan produksi obat biologi
dan biosimilar yang berkaitan dengan penyakit kanker menduduki
tempat pertama (30%), sedangkan untuk tempat kedua dan ketiga,
masing-masing diduduki oleh penyakit rhematoid arthritis (12%) dan
penyakit multiple sklerosis (10%).

Produksi obat biologi sangat kompleks karena obat ini diproduksi
di dalam sel hidup sehingga variabilitas dan stabilitasnya sangat
dipengaruhi oleh kondisi produksi yang digunakan. Sesulit apa
sebenarnya produksi obat biosimilar? Secara teori, karena produk
originator sebelumnya telah terbukti berhasil diproduksi, produk
biosimilar juga dapat dilakukan dengan tingkat kesulitan yang se-
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harusnya lebih rendah. Jadi, keuntungan yang didapat dari produksi
biosimilar adalah kita hanya tinggal memproduksi obat tersebut yang
secara klinis telah teruji khasiatnya.

Produksi obat bosimilar diproyeksikan dapat menghemat
minimal sebesar 30% lebih rendah dari harga produk originator.
Biosimilar dapat berfungsi sebagai opsi obat biologi berbiaya rendah
dan dapat menciptakan sistem perawatan kesehatan yang juga
memberi ruang bagi inovasi dalam bidang pengembangan teknologi
obat berbasis rekombinan DNA. Dengan regulasi yang begitu
ketat maka diharapkan kualitas obat biosimilar yang beredar akan
berkualitas sama dengan produk originatornya. Karena harganya
yang relatif lebih murah, asuransi, pemerintah, dan masyarakat
yang membutuhkannya berharap dapat mempunyai akses yang
lebih mudah pada obat berbasis protein terapeutik ini. Studi yang
dilakukan Frazee dkk. (2013) menunjukkan bahwa dari 11 obat
biologi papan atas di Amerika Serikat dalam waktu sekitar 10 tahun,
nilai total pembelian untuk obat originator mencapai sekitar 120
miliar US$. Dengan keberadaan biosimilar, nilai biaya tersebut hanya
akan mencapai sekitar 40 miliar US$ sehingga menghemat 80 miliar
US$. Data ini menunjukkan bahwa penghematan yang terjadi dengan
keberadaan biosimilar akan sangat signifikan. Oleh karena itu, secara
teori akan lebih banyak pasien memiliki akses terhadap obat yang
mereka inginkan.

Di samping mempunyai harga yang lebih terjangkau, penelitian
dan pengembangan biosimilar memberikan banyak kemungkinan bagi
suatu negara untuk berinovasi dan berkesempatan untuk memenuhi
kebutuhan obat dalam negeri. Saat ini, baik di negara yang sudah maju
maupun negara yang sedang berkembang, pengembangan, penelitian,
dan produksi biosimilar mendapatkan perhatian yang luar biasa.

Seperti yang lazim terjadi dalam kemunculan suatu teknologi,
munculnya teknologi biosimilar diawali dengan suatu keraguan. Efek
respons imunogenisitas terhadap produk biosimilar yang ditimbulkan
menjadi salah satu kekhawatiran pada pasien yang menggunakannya.
Kekhawatiran juga dapat bersumber dari ketidaksesuaian profil
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farmakokinetik dan farmakodinamik antara produk referensi inovator
dan biosimilar. Hal ini tentunya akan menimbulkan efek samping
yang sangat berbahaya. Melihat betapa besarnya peluang yang didapat
dari penelitian, pengembangan, dan produksi obat biosimilar, negara
berkembang sudah seharusnya mengeksplorasi dunia biosimilar ini.

B. Beberapa Tantangan dalam Pengembangan
Biosimilar

Biosimilar memang menjanjikan banyak keunggulan, seperti harga
yang lebih rendah sehingga para pemangku kepentingan (pasien,
pemerintah, dan asuransi kesehatan) dapat mempunyai akses yang
lebih mudah dan memberikan peluang pada negara berkembang untuk
berinovasi dalam memenuhi kebutuhan obat dalam negeri. Namun,
hambatan yang harus dihadapi untuk memproduksi obat biosimilar
juga sangat besar (Cecile dkk., 2017). Beberapa hambatan besar
dalam produksi biosimilar dapat dikelompokkan menjadi 6, yaitu 1)
regulasi, 2) kuatnya hak paten yang melindungi produk originator, 3)
kompetisi antarsesama biosimilar dan kompetisi terhadap originator,
4) interchangebility dan imunogenisitas, 5) tingginya tingkat kesulitan
produksi biosimilar, serta 6) biaya pengembangan biosimilar yang
sangat tinggi. Berikut ini adalah beberapa hambatan yang harus
dihadapi dalam pengembangan dan produksi biosimilar.

1. Regulasi

Secara umum, regulasi yang harus dilalui produk biosimilar agar
dapat mencapai pasar dan bisa diakses oleh pasien, membutuhkan
tahapan yang sangat panjang dan tidak mudah untuk dilalui. Sulitnya
tahap regulasi ini pada dasarnya untuk meyakinkan bahwa produk
yang akan digunakan oleh para pengguna obat ini benar-benar aman
dan mempunyai efek seperti yang diharapkan. Walaupun prospek
biosimilar sangat cerah, masalah yang harus dihadapi dalam hal
regulasi ini sangat nyata. Selain itu, regulasi kadang dapat berubah
seiring dengan kompleksitas molekul dan tingkat keamanan yang
dibutuhkan. Inti dari regulasi ini adalah mewajibkan obat biosimilar
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yang akan dipasarkan tidak mempunyai perbedaan yang signifikan
antara produk biosimilar dan obat originator yang menjadi rujukan
dalam hal kualitas, keamanan, dan khasiatnya, termasuk respons
imunogenisitas.

2. Kuatnya Hak Paten Produk Originator

Hak paten dan perlindungan kekayaan intelektual adalah hal yang
sangat penting karena perlindungan semacam ini akan memberikan
kepastian hukum dan akhirnya berimbas pada iklim yang lebih baik
bagi inovasi dan pengembangan suatu teknologi. Suatu perusahaan
terkadang memperpanjang masa paten untuk mencegah terjadinya
persaingan dan mempertahankan pangsa pasar. Sebagai contoh,
perusahaan obat Amgen yang baru-baru ini melakukan aplikasi
ekstensi untuk paten Enbrel (obat biologi untuk penyakit rheumatoid
arthritis). Seperti disampaikan oleh Calo-Fernandez dan Martinez-
Hurtado (2012), paten obat Enbrel yang seharusnya kedaluwarsa
pada Oktober 2012 setelah melalui perjuangan tim hukum akhirnya
diperpanjang sampai tahun 2028. Disampaikan pula masa habis paten
9 obat dengan penjualan tertinggi di dunia, yaitu Nolovog dari Novo
Nordisk habis masa paten pada 2012; Lantus dari Sanofi- Aventis dan
Neulasta dari Amgen pada 2015; Humira dari Abbot, dan Fituxan
serta Genedtech pada tahun 2016; Remicade dari Centocor pada 2018;
dan Herceptin dan Lucentis dari Genentech pada 2020. Meskipun hal
ini sangat penting secara hukum untuk mendorong pengembangan
dan proteksi suatu inovasi, produk biosimilar dilihat sebagai pesaing
signifikan oleh produk originator. Oleh karena itu, kuatnya proteksi
terhadap produk biologi bisa menjadi hambatan pengembangan suatu
produk biosimilar.

Selain hak paten obat biologi yang begitu sarat dengan aturan
yang ketat, sudah menjadi rahasia umum bahwa pabrik obat ternama
yang memproduksi obat biologi originator selalu melobi pembuat
kebijakan untuk mempertahankan pangsa pasar obat-obatan
mereka—kadang terkesan mengorbankan pasien yang membutuhkan
obat jenis ini. Perusahaan-perusahaan ini mengklaim bahwa tujuan
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mereka adalah melindungi pasien dari obat-obatan yang tidak aman,
tetapi motif sebenarnya sulit untuk diketahui. Yang jelas, efeknya
dapat menciptakan hambatan untuk persaingan produk biosimilar.

3. Kompetisi antarsesama Biosimilar dan Kompetisi terhadap
Originator

Tidak seperti obat biologi yang mempunyai molekul besar, Grabowski
dkk. (2007) menyatakan bahwa obat kimia dengan molekul kecil
dengan produk obat generiknya dapat menurunkan harga hingga
80-90%. Selain itu, terkadang dapat merebut sebagian besar pasar obat
bermerek dalam waktu singkat, bahkan sering kali hanya dalam waktu
beberapa bulan. Sebaliknya, obat biosimilar hanya dapat menurunkan
produk obatnya 30% lebih murah dari obat originatornya. Dalam
menghadapi penurunan harga biosimilar, pihak produsen obat
originator dapat menurunkan harganya 10-20% agar pembeli tidak
beralih ke produk biosimilar. Penetrasi tingkat penjualan biosimilar
diharapkan lebih tinggi pada populasi pasien yang memiliki turnover
tinggi daripada populasi penyakit kronis. Pasien dan dokter mungkin
enggan untuk beralih ke biosimilar untuk menghemat biaya kecil
jika produk bermerek berfungsi dengan baik. Namun, pasien baru
mungkin lebih suka mencoba biosimilar.

Persaingan antarsesama biosimilar sering terjadi saat perusahaan
yang mempunyai nama besar dan sangat berpengalaman dalam
pembuatan obat jenis ini (misalnya Amgen, Boehringer Ingelheim,
dan Biogen Idec) memiliki keuntungan yang cukup besar diban-
dingkan mereka yang tidak memiliki nama besar. Untuk menghadapi
masalah ini, banyak perusahaan yang belum mempunyai nama
besar mengembangkan biosimilar pada terapeutik kunci atau mem-
promosikan produk mereka pada daerah emerging market (daerah
pemasaran baru) (Blackstone & Joseph, 2013).

4. Interchangeability dan Imunogenisitas

Dengan adanya pergeseran produksi obat dari molekul kecil ke molekul
besar, tantangan yang dihadapi juga semakin besar. Adanya pergeseran
ini juga mengakibatkan keamanan suatu obat mengalami perubahan.
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Bila pada produk obat molekul kecil faktor keamanan terfokus pada
toksisitas yang tradisional, pada produk obat molekul besar (obat
biologi dan biosimilar) masalahnya ada pada imunogenisitas.

Masalah keamanan yang paling serius pada biosimilar adalah
reaksi imunogenisitas. Biosimilar yang merupakan produk protein
memiliki potensi besar untuk menimbulkan efek imunogenik pada
individu yang menggunakannya. Efek imunogenik pada biosimilar
adalah ketika tubuh mengeluarkan imun respons yang tidak dike-
hendaki. Kondisi ini dapat berbahaya karena dapat mengakibatkan
hal-hal yang tidak diharapkan pada kesehatan tubuh. Efek imunogenik
pada produk biosimilar dapat disebabkan oleh molekul obat biosimilar
(inherent property of the product), sifat genetik dari pasien (patient
genetic profile), atau yang berkaitan dengan jalur masuknya obat ke
dalam tubuh (route of administration) (Balakrishnan & Wagstaft,
2015).

Di Amerika Serikat, meskipun FDA tidak mensyaratkan uji klinis
dalam semua indikasi—tidak seperti untuk molekul baru—biosimilar
hanya dapat disetujui bila semua indikasi (seperti mekanisme obat,
farmakokinetik, farmakodinamik, imunogenisitas, dan data-data
lain yang masih tersangkut di dalamnya) terbukti sama dengan
produk originator. Agar biosimilar dapat diakui oleh FDA sebagai
obat yang secara langsung dapat digunakan sebagai substitusi obat
originator oleh apoteker pada suatu apotek dan pihak dokter dapat
secara otomatis dapat merekomendasikan (meresepkan) suatu obat
biosimilar (interchangeability), ada peraturan (uji) tambahan yang
harus dilakukan. Pada uji tambahan ini, obat biosimilar tersebut harus
mampu memberikan hasil klinis yang sama dengan produk originator
pada beberapa pasien tertentu dan tidak menunjukkan adanya
penurunan efikasi dan faktor keamanan ketika beralih antara produk
biosimilar. Peralihan penggunaan (switching study) dari penggunaan
produk originator ke penggunaan biosimilar, atau sebaliknya, minimal
harus dilakukan sebanyak tiga kali pada populasi sampel yang berbeda.
Peraturan mengenai apakah suatu produk biosimilar dapat dikatakan
mempunyai kapasitas sebagai obat substitusi dan penggunaan sebagai
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obat interchangeable terhadap produk originator-nya, sampai saat ini
masih menjadi perdebatan, dan masing-masing negara mempunyai
aturan yang berbeda.

Kemampuan obat biosimilar untuk memiliki kapasitas sebagai
substitusi dari obat originatornya adalah sangat penting. Hal ini karena
seorang pasien akan tertarik untuk membeli produk biosimilar apabila
produk obat biologi ini benar-benar mempunyai efek yang sama dan
telah melewati uji switching study. Apabila suatu produk biosimilar
tidak memiliki kapasitas sebagai substitusi dari produk originatornya,
pihak toko obat (apotek) tidak dapat mengganti produk originator
dengan produk biosimilar tanpa harus mendiskusikannya dengan
dokter yang menangani pasien. Hal semacam ini tidak dijumpai pada
obat molekul kecil karena produk generik sering digunakan tanpa
persetujuan dokter apabila produk originator mempunyai harga yang
mahal.

Melihat betapa pentingnya obat biosimilar untuk menggantikan
obat originatornya, meresepkan suatu obat biosimilar kepada pasien
adalah esensial bagi dokter. Selain itu, kesadaran masyarakat, ter-
utama pasien yang membutuhkannya, terhadap pentingnya biosimilar
juga memegang peranan. Belum jelas dan konsistennya peraturan
biosimilar dalam substitusi dan interchangeability with reference
biologics membuat dokter yang akan meresepkan obat biosimilar dan
pihak apotek menjadi agak ragu-ragu dalam penggunaan biosimilar.

5. Tingginya Tingkat Kesulitan Produksi Biosimilar

Hambatan yang ada dalam produksi obat biologi atau biosimilar adalah
tingginya tingkat kesulitan pembuatan obat jenis ini. Biosimilar adalah
produk serupa, tetapi tidak identik dengan produk originatornya.
Walaupun kedua produk ini terlihat sama, bila dianalisis lebih dalam
lagi, di antara kedua produk ini pasti akan terdapat perbedaan
(Cassels, 2017).

Obat biologi diproduksi di bawah perlindungan hak paten yang
sangat kuat. Produksi obat jenis ini melibatkan banyak tahapan
dan setiap tahap yang dilakukan penuh dengan kerahasiaan. Oleh
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karena itu, produk biosimilar yang dihasilkan tidak mungkin akan
bisa identik dengan produk originatornya. Tabel 10.4 menunjukkan
kemungkinan sumber perbedaan langkah antara produk originator
dan biosimilar. Dalam hal ini, terdapat tujuh sumber perbedaan
dalam 1) vektor, 2) sel yang digunakan untuk produksi, 3) sistem
yang digunakan untuk pertumbuhan sel, 4) sistem produksi protein
yang diharapkan, 5) sistem panen protein yang dilakukan, 6) teknologi
purifikasi protein, dan 7) stabilitas dari protein yang didapat. Melihat
terdapat banyaknya langkah (setidaknya tujuh langkah) yang dapat
menimbulkan perbedaan antara produk biosimilar dengan produk
originatornya, jelas bahwa produksi biosimilar mempunyai level
kompleksitas yang sangat tinggi. Hal ini sangat esensial karena
akhirnya akan berpengaruh terhadap proses registrasi pada institusi
badan pengawas obat.

Kompleksnya pembuatan biosimilar membuat setiap batch dalam
proses produksi obat biologi dan biosimilar mungkin menghasilkan
produk yang berbeda (heterogeneous products). Secara intrinsik, hal ini
dapat terjadi karena sifat bahan dan kondisi yang digunakan. Gambar

Tabel 10.4 Beberapa Sumber Variabilitas pada Proses Pembuatan Obat
Biosimilar

Pem-
buatan Produksi Panen Per.nur- Ka'rak:
vektor Protein Protein nian terisasi/
DNA- Protein | Stabilitas
Kloning
Penggu-  Sistem Media Media per- Kondisi  Kondisi Metode
naan vek- ekspresi pertumbu- tumbuhan dan pengika- yang
toryang  galur han galur  galur sel metode tan dan berbeda,
berbeda selyang selyang yang ber-  yang elusiyang reagen,
berbeda berbeda, beda, pH, berbeda berbeda standar
pH, suhu, suhu, dan referensi
dan metode
metode ekspansi
ekspansi

Sumber: Camacho dkk. (2014)
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10.1 menunjukkan bahwa walaupun struktur asam amino (struktur
primer) pada protein yang dihasilkan identik, secara keseluruhan
protein yang diproduksi pada ketiga batch ini (batch 1, 2, dan 3) masih
memiliki perbedaan pada pola glikosilasinya. Pola glikosilasi menjadi
salah satu sumber perbedaan yang sering terjadi pada produksi obat
berbasis protein, baik pada obat originator maupun pada biosimilar.
Selain pola glikosilasi, stabilitas protein, komposisi, konsentrasi dan
aktivitas sering juga menjadi sumber perbedaan.

Proses pengembangan biosimilar diawali dengan karakterisasi
struktural dan fungsional yang sangat ekstensif dan sarat dengan
prinsip-prinsip ilmiah dalam analisis struktural dan fungsional
komparatif. Kemudian diikuti dengan percobaan pada hewan dan
berakhir dengan uji klinis yang meliputi studi PK (farmakokinetik)
dan PD (farmakodinamik) pada manusia, safety (keamanan), efficacy
(kemanjuran), dan imunogenisitas (Gambar 10.2). Mengikuti lang-
kah-langkah ini serta melakukan evaluasi untuk menilai apakah
produk biosimilar mempunyai kemiripan yang tinggi dengan produk
originator sangat penting untuk meminimalkan beban pengujian
praklinis dan klinis.

Kemajuan dalam teknik produksi (manufacturing) telah mening-
katkan kemungkinan bahwa produk biosimilar yang dihasilkan sangat
mirip dengan produk originatornya. Pada kenyataannya, teknik
produksi saja masih belum cukup untuk mendeteksi perbedaan yang
relevan dan fungsional antara produk originator dan biosimilar. Oleh
karena itu, langkah-langkah pada Gambar 10.2 harus dilakukan.

0600000000 0600.000000 0600000000

Batch 1 Batch 2 Batch 3

Sumber: Diadaptasi dari Biosim Exchange (2018)
Gambar 10.1 Setiap batch dapat menghasilkan produk yang berbeda.
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Sumber: Diadaptasi dari Rock (2012)
Gambar 10.2 Regulasi dalam Pengembangan Obat Biosimilar

Kerumitan seperti ini yang membuat produksi biosimilar mempunyai
tingkat kompleksitas yang sangat tinggi.

Dengan berjalannya waktu, kompleksitas produk biologi me-
ningkat dengan tajam dari yang sekadar bersifat hormon dan faktor
pertumbuhan, sampai akhirnya saat ini produk biologi telah mengarah
pada produk antibodi monoklonal (monoclonal antibody/mAb)
yang sangat kompleks. Jenis penyakit yang banyak menggunakan
pendekatan mAb adalah penyakit kanker. Pendekatan ini telah dimulai
sejak 30 tahun yang lalu. Kelemahan dari pengobatan jenis ini adalah
sulitnya molekul antibodi melakukan penetrasi ke dalam jaringan
yang terkena kanker. Untuk mengatasi masalah ini, diproduksi
antibodi yang hanya berbentuk fragmen yang ukurannya jauh lebih
kecil daripada ukuran antibodi monoklonal sebenarnya. Dengan
ukuran yang jauh lebih kecil, penetrasi obat ini ke dalam jaringan
kanker diharapkan menjadi lebih efisien. Namun, tmasalah baru yang
timbul adalah bahwa molekul yang berukuran kecil mempunyai waktu
paruh yang pendek.

Salah satu teknologi antibodi monoklonal yang sedang dikem-
bangkan dengan kompleksitas yang lebih tinggi adalah teknologi ADC
(antibody drug-conjugates). Dalam teknologi ini, molekul antibodi
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berfungsi dalam proses pengantar (delivery) obat dengan ukuran
yang jauh lebih kecil (sekitar 300-1000 Dalton) yang mempunyai
fungsi sebagai obat kemoterapi. Pada molekul obat ADC, molekul
yang berfungsi sebagai obat kemoterapi (cytotoxic agent molecules)
dikonjugasikan pada molekul antibodi dengan menggunakan molekul
linker. Jadi, dalam teknologi ADC terdapat 3 molekul, yaitu 1) molekul
antibodi monoklonal, 2) molekul cytotoxic drug yang berfungsi sebagai
obat kemoterapi untuk membunuh sel kanker, dan 3) molekul linker
yang berfungsi untuk menghubungkan molekul (1) dan molekul (2).
Dengan menggabungkan ketiga molekul ini, diharapkan molekul
antibodi yang berperan dalam proses penyampaian (delivery) obat
kemoterapi ke sel kanker dapat berjalan dengan presisi yang tinggi
dan tepat sasaran.

Jain dkk. (2015) menunjukkan bagaimana mekanisme molekul
ADC menyerang sel kanker. Pada tahap awal, molekul ADC yang
terdapat pada plasma darah akan berikatan dengan antigen yang
sangat spesifik pada permukaan sel kanker. Tkatan kompleks kedua
molekul ini kemudian mengalami proses internalisasi dan masuk
ke dalam sel kanker. Kemudian, molekul ADC di dalam sel kanker
mengalami degradasi, sedangkan molekul kecil yang berfungsi
sebagai cytotoxic drug—dalam hal ini dapat disamakan sebagai obat
kemoterapi—menyerang sel kanker itu sendiri, dan sel ini akhirnya
mengalami proses apoptosis (cell death). Teori mendasar dari
teknologi ini adalah sel sehat tidak akan terkena dampak sehingga
efek kemoterapi hanya pada sel yang terpapar oleh kanker. Namun,
melihat semakin kompleksnya pembuatan obat biologi, tantangan
dalam memproduksi obat biosimilar tentunya juga akan semakin
kompleks.

6. Biaya Pengembangan Biosimilar yang Sangat Tinggi

Mahalnya obat biologi menjadi salah satu alasan utama dikem-
bangkannya obat biosimilar. Spirit pengembangan obat biosimilar
adalah mendapatkan obat yang memiliki kemampuan sama dengan
produk originator dengan biaya yang lebih murah, tetapi bila di-
perhatikan lebih dalam, biaya pengembangan dan proses produksi

338 Pengembangan Obat Biolog ...



(manufacturing) biosimilar juga membutuhkan biaya yang hampir
sama dengan produk originator. Hal ini karena secara teori obat
biosimilar mempunyai proses produksi yang sama dengan yang
dilakukan pada obat originator. Jadi, biaya produksi kedua jenis obat
ini hampir sama.

Untuk mendapatkan persetujuan (approval), produk biosimilar
yang sedang dikembangkan harus melalui proses yang rumit, ketat, dan
mahal untuk dapat menunjukkan komparasi bioequivalency (purity
and efficacy) dan immunogenicity (safety) terhadap produk originator
(Weise dkk., 2012). Menurut beberapa sumber, pengembangan obat
biologi (originator) membutuhkan waktu sekitar 12 tahun dengan
dana yang luar biasa mahal dan dapat mencapai sekitar 1 miliar US$
(Rp13,5 triliun). Sebaliknya, biaya pembuatan biosimilar sekitar
100-200 juta US$ (Rp 1-2 triliun) (Gambar 10.3). Terlihat di sini
bahwa pengembangan obat biosimilar relatif masih sangat mahal.
Sebaliknya, pengembangan obat generik hanya membutuhkan waktu
sekitar 3-5 tahun dengan biaya 1-5 juta US$. (Weise dkk., 2012). Jadi,
bila proses pembuatan obat originator dan biosimilar dibandingkan,
waktu dan biaya pengembangan biosimilar lebih pendek karena tahap
penelitian awal dan uji klinis fase 2 pada umumnya tidak diperlukan.
Dengan pengembangan yang efisien, biaya yang lebih rendah, dan

PENGEMBANGAN OBAT BIOSIMILAR

Total biaya: $100 — 200 juta

PENGEMBANGAN OBAT BIOLOGI (ORIGINATOR)

Total biaya: >$1 miliar

I R e T e

Sumber: Diadaptasi dari Biosimilar development: the incentives (2017)

Gambar 10.3 Perkiraan dan Perbandingan Waktu serta Biaya pada Pe-
ngembangan Produk Originator dan Biosimilar
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waktu yang lebih cepat dibandingkan dengan pengembangan produk
originator, produk biosimilar dapat ditawarkan dengan harga lebih
rendah dibandingkan dengan produk originator. Mahal atau murahnya
pengembangan suatu obat memang hal relatif, tetapi biaya yang mahal
selalu menjadi faktor penghambat dalam pengembangan suatu obat.

C. Kesimpulan

Telah diakuinya (approved) produk biosimilar di Eropa (2005) dan
di Amerika aSerikat (2008) menjadi tonggak sejarah meluasnya
penggunaan dan pengembangan obat berbasis biosimilar. Secara
umum, hal ini membuat seorang pasien bisa mendapatkan akses
terhadap produk obat protein terapeutik dengan harga yang lebih
terjangkau. Selain itu, dalam skema yang lebih luas, pihak asuransi
dan pemerintah dapat merasakan manfaat kehadiran biosimilar untuk
mendukung kesehatan masyarakat dan ekonomi suatu negara.

Dengan berjalannya waktu, produksi biosimilar akan mengha-
dapi tantangan yang lebih besar. Tantangan ini tidak hanya men-
jaga keselamatan pasien dengan produk yang telah disetujui,
tetapi juga semakin sulitnya regulasi biosimilar dengan semakin
kompleksnya molekul protein terapeutik yang dikembangkan,
terutama yang berkaitan dengan kemampuan produksi, efikasi,
substitusi, dan interchangeability dari produk yang dihasilkan. Pada
tingkat pengembangan molekul biosimilar, tantangannya termasuk
pemahaman yang rinci tentang hubungan antara struktur dan
fungsi dari suatu molekul biologis yang kemungkinan terdiri lebih
dari satu molekul protein, rantai gula bercabang yang kompleks,
komponen lipid bilayer dan kemungkinan asam nukleat. Variabilitas
dalam komponen ini dapat mengakibatkan hilangnya fungsi biologis
atau bahkan menimbulkan efek samping yang berbahaya. Oleh se-
bab itu, unsur kehati-hatian harus dilakukan secara menyeluruh
untuk memastikan keseimbangan yang tepat antara pengembangan
biosimilar dan keselamatan pasien.

Tingginya tingkat kompleksitas, regulasi, dan hak paten biosimilar
jelas memberikan tantangan yang serius dalam pengembangannya.
Selain itu, seperti dunia bisnis pada umumnya, kompetisi di antara
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sesama industri biosimilar, kompetisi antara biosimilar dan produk
originator yang telah mempunyai nama besar, pendidikan pasien
calon pengguna produk biosimilar, dan pengetahuan para dokter
terhadap produk biosimilar juga memegang peranan kunci dalam
pengembangan dan pemasaran biosimilar.

Akhirnya, pelajaran yang bisa diambil dari buku ini adalah
bahwa pemenuhan kebutuhan obat dalam negeri membutuhkan
kesungguhan yang luar biasa. Selain itu, dalam dunia riset, selain
kesungguhan, waktu, dan dana yang besar, penguasaan teknologi
dan inovasi juga menjadi kunci sukses dalam pemanfaatan biosimilar
untuk pemenuhan kebutuhan obat dalam negeri. Di banyak negara
maju, telah terjadi pergeseran paradigma penelitian, dari yang tadinya
hanya terfokus pada riset dasar, saat ini mulai bergeser pada frontier
technology di mana proses inovasi yang dilakukan harus berdampak
langsung pada kegiatan ekonomi pada para pemangku kepentingan.
Dengan adanya pergeseran semacam ini dan dukungan yang terus-
menerus dari Pemerintah Indonesia, pemenuhan obat dalam negeri
diharapkan dapat tercapai atau setidaknya ketergantungan obat pada
luar negeri dapat dikurangi.
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Alkohol oksidase

Anemia

Antibodi

Antigen

Antiproliferasi

Antivirus
Badan inklusi
Bahan aktif

Bioavaibilitas

Daftar Istilah

: enzim pertama pada lintasan metabolism metanol

dan disandikan oleh dua gen, yaitu AOX1 dan
AOX2.

: Kondisi ketika tubuh kekurangan sel darah merah

yang sehat atau ketika sel darah merah tidak
berfungsi dengan baik.

: glikoprotein dengan struktur tertentu yang di-

sekresikan oleh sel B yang telah teraktivasi menjadi
sel plasma, sebagai respons antibodi.

: suatu zat yang merangsang respons imun untuk

menghasilkan antibodi.

: golongan obat yang dapat menekan pertumbuhan

sel, terutama sel yang ganas yang berada di sekitar
jaringan tumor.

: golongan obat yang digunakan untuk menangani

penyakit-penyakit yang disebabkan infeksi virus.

: agregat inti atau sitoplasmik dari substansi stabil

yang biasanya berupa protein.

: bahan atau senyawa dalam obat farmasi yang aktif

secara biologis.

: fraksi dari dosis obat diberikan yang dapat men-

capai sirkulasi sistemik.
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Biokompatibilitas

Biopharmaceuticals

Bioreaktor

Bioteknologi

cGMP

C-peptide

Diabetes mellitus

Dosing regimen

Efikasi
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: kemampuan suatu material untuk berinteraksi

dengan sel/jaringan hidup atau sistem metabolisme
yang tidak menyebabkan toksisitas, injuri, atau
reaksi imun saat berfungsi pada tempat spesifik.

: Produk farmasi yang berbentuk protein dan di-

kembangkan dengan bioteknologi untuk diguna-
kan sebagai obat, perangkat diagnosis penyakit,
dan vaksin.

: Sebuah peralatan atau sistem yang mampu me-

nyediakan sebuah lingkungan biologis yang dapat
menunjang terjadinya reaksi biokimia dari bahan
mentah menjadi bahan yang dikehendaki.

: Cabang ilmu yang mempelajari pemanfaatan

makhluk hidup (bakteri, fungi, virus, dan lain-
lain) maupun produk dari makhluk hidup
(enzim, alkohol) dalam proses produksi untuk
menghasilkan barang dan jasa.

: kebijakan mengenai standar minimum yang harus

dimiliki untuk pengembangan obat yang meliputi
metode, fasilitas, kontrol yang digunakan dalam
proses produksi, dan formulasi produk.

: (connecting peptide) substansi yang dibuat di

pankreas bersama dengan insulin. Pada proses
sintesis insulin, C-peptide menghubungkan rantai
B dan rantai A dalam molekul proinsulin.

: suatu penyakit atau gangguan metabolisme kronis

yang ditandai dengan tingginya kadar gula darah
dan disertai dengan gangguan metabolisme
karbohidrat, lipid, dan protein sebagai akibat
insufisiensi fungsi insulin.

: merupakan rancangan atau pemberian obat

terapeutik berbasis waktu. Sebagai contoh: selang
waktu di antara pemberian dosis, waktu saat obat
diberikan, dan jumlah dosis yang diberikan pada
waktu tertentu.

: kemampuan obat terikat untuk mengubah reseptor

sehingga memberikan efek.



Eksipien

Ekspresi heterolog

Ekstrapolasi indikasi :

Endotoksin

Endpoint (clinical)

Farmakodinamik

Farmakokinetik

Farmakologi klinis

: bahan yang tidak aktif yang ditambahkan pada

kombinasi bahan aktif dari suatu obat-obatan yang
bertujuan untuk meningkatkan volume (bulking
up) bahan aktif tersebut.

: ekspresi suatu gen atau bagian dari gen pada

suatu organisme inang yang secara alaminya tidak
memiliki gen atau fragmen gen tersebut.

salah satu prinsip dalam pengesahan obat bio-
similar, di mana data keamanan, efikasi, dan
imunogenisitas klinis pada indikasi utama dapat
juga mewakili indikasi-indikasi lainnya, dengan
catatan kemiripan dengan obat originator sudah
dibuktikan pada indikasi utama. Selain itu, se-
rangkaian uji yang dilakukan terbukti memadai
untuk dapat menunjukkan perbedaan signifikan
(jika ada) antara obat biosimilar dengan obat
originatornya.

: Toksin pada bakteri gram negatif berupa lipo-

polisakarida pada membran luar dari dinding sel
yang pada keadaan tertentu bersifat toksik pada
inang tertentu.

: suatu parameter yang menjadi ukuran hasil uji

klinis. Ukuran ini mengacu pada timbulnya
penyakit, gejala, atau tanda ketidaknormalan
hasil uji klinis yang mengharuskan subjek uji atau
bagian tertentu dari uji dikeluarkan dari skema uji
Kklinis.

: Studi tentang efek biokimia dan fisiologis obat

(terutama obat-obatan farmasi) atau studi tentang
bagaimana suatu obat memengaruhi suatu
organisme.

: Studi yang mempelajari tentang perjalanan obat

mulai sejak diminum hingga keluar melalui organ
ekskresi di tubuh manusia atau studi tentang
bagaimana organisme memengaruhi obat tersebut

: cabang ilmu yang mempelajari efek-efek dari

senyawa obat pada sukarelawan sehat dan pasien.
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: Suatu protein yang mengandung

Hasil dan efek samping dari obat-obatan tersebut
nantinya dapat diketahui dan dibandingkan.

: buku standar obat yang dikeluarkan oleh badan

resmi pemerintah yang menguraikan bahan obat-
obatan, bahan kimia dalam obat dan sifatnya,
khasiat obat dan dosis yang dilazimkan.

: jenis insulin yang diabsorpsi ke dalam peredaran

darah dengan cepat, bekerja 15 menit setelah
injeksi dan mencapai puncaknya dalam satu atau
dua jam setelah injeksi.

: perancangan dan pembuatan sediaan obat farmasi

rantai
oligosakarida yang mengikat glikan dengan ikatan
kovalen pada rantai polipeptida bagian samping.

: Modifikasi pasca-translasi yang terjadi di dalam

sistem ekspresi sel eukariotik dengan penambahan
gugus gula pada untaian polipeptida.

: Kondisi kekurangan oksigen dalam sel dan jaringan

tubuh yang dapat mengganggu fungsi otak, hati,
dan organ lainnya.

: ikatan antara dua asam amino cistein yang ter-

bentuk melalui proses oksidasi dari gugus thiol
(sulthidril) pada tiap asam amino cistein.

: pengobatan untuk membantu regulasi atau nor-

malisasi sistem imun.

: Istilah yang dipakai dalam biologi untuk menye-

butkan kultur suatu sel, jaringan, atau bagian
organ tertentu di dalam laboratorium.

: hormon yang mengatur kadar gula darah.
: karakteristik dari obat yang menunjukkan bahwa

obat tersebut (biosimilar) menimbulkan efek klinis
yang sama dengan obat originator. Jika biosimilar
digunakan untuk substitusi obat originator (pada
konsumsi obat berulang), risiko keamanan atau
penurunan khasiat tidak lebih besar dari risiko
yang ditimbulkan oleh penggunaan obat originator
tanpa substitusi.



Intermediate-acting
insulin
Leader peptide

Long-acting insulin

Metilotrof

Molecular Farming

Obat generik

Pegilasi

Pharmacovigilance

Preformulasi

Preproinsulin

Produk Originator

: jenis insulin yang menyediakan kebutuhan basal

insulin sepanjang hari.

: (disebut juga sebagai signal peptide) rantai peptida

yang berukuran sekitar 15-30 asam amino pada
bagian N-terminus dari protein tertentu yang baru
disintesis. Peptida tersebut dapat memfasilitasi
transpor protein melewati retikulum endoplasma
atau membrane sel.

: jenis insulin yang mulai bekerja 2 jam setelah

injeksi dan memiliki durasi kerja yang lebih lama
hingga 24 jam.

: kelompok mikroorganisme yang memiliki kemam-

puan untuk tumbuh dan berkembang dengan
menggunakan senyawa berkarbon tunggal.

: Suatu proses penggunaan tanaman dan hewan

yang direkayasa secara genetis sebagai suatu
sistem produksi untuk suatu materi baru dan
termodifikasi.

: Obat yang telah habis masa patennya sehingga

dapat diproduksi oleh semua perusahaan farmasi
tanpa perlu membayar royalti.

: pengikatan serat polietilen glikol (PEG) pada

sebuah molekul protein.

: suatu ilmu yang mencakup pengumpulan, deteksi,

penilaian, pemantauan, dan pencegahan timbulnya
kejadian tidak diinginkan yang berisiko akibat dari
penggunaan obat.

: pengumpulan semua informasi berupa data hasil

penelitian ataupun studi literatur yang terkait
dengan karakteristik protein terapeutik sebelum
dilakukan proses formulasi.

: prekursor yang inaktif secara biologi yang di-

konversi menjadi proinsulin oleh signal peptidase
yang memotong signal peptide dari bagian
N-terminalnya.

: Produk biologi yang dikembangkan untuk per-

tama kalinya oleh suatu produsen dan terdaftar
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Proinsulin

Promoter

Proses hilir (DSP)

Proses hulu (USP)

Protein fusi

protein terapeutik
rekombinan

QbD

Quality by design

Reverse Engineering :
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berdasarkan data lengkap mutu, keamanan dan
efikasi, serta telah memiliki hak paten.

: rantai tunggal polipeptida prekursor insulin

pankreatik yang menghasilkan insulin rantai ganda
dengan pemotongan bagian tengah molekul.

: Wilayah DNA yang mengarah ke inisiasi transkripsi

dari gen tertentu.

: tahapan pemurnian dari produk biomolekul sete-

lah proses pengkulturan yang meliputi proses
penghilangan pengotor, inaktivasi virus, dan
penghilangan virus sebelum proses formulasi.

: tahapan awal di mana biomolekul dikultur, biasanya

menggunakan sel lestrai bakteri atau mamalia pada
bioreaktor. Setelah mencapai jumlah kultur sel
yang diinginkan, dilakukan pemanenan sel dan
dilanjutkan ke proses hilir.

: penyisipan gen penyandi pada suatu sekuens

sehingga dapat dihasilkan protein “chimeric”
yang memiliki berbagai peran, seperti reporter,
membantu purifikasi, atau untuk meningkatkan
aktivitas biologis dari protein target.

: molekul protein yang diproduksi melalui teknologi
: DNA rekombinan yang memiliki aktivitas sebagai

obat sehingga dapat digunakan untuk keperluan
klinis

: pendekatan secara sistematis untuk pengembangan

yang dimulai dari tujuan, pemahaman terhadap
produk, pemahaman terhadap proses, pengendalian
proses yang dilakukan berdasarkan cara-cara
ilmiah dan manajemen risiko yang berkualitas.

: spesifikasi kualitas dari produk yang bersangkutan

ditentukan sendiri oleh developer produk farmasi
yang bersangkutan.

proses penemuan prinsip-prinsip teknologi dari
suatu perangkat, objek, atau sistem melalui analisis
strukturnya, fungsinya, dan cara kerjanya.
Peradangan sendi akibat sistem kekebalan tubuh
yang menyerang jaringannya sendiri.



Riset skala pilot

Sel inang

Short-acting insulin

Sitokin

Studi praklinis

Toksisitas

Transfer teknologi

Transgenik

Transpeptidasi

Uji kinis

: tahapan intermediet dari industri farmasi di mana

formula dari skala laboratorium ditransformasikan
ke dalam suatu sistem yang dapat dikembangkan
pada skala yang lebih besar.

: Organisme yang menampung virus, parasit,

partner mutualisme, atau partner komensalisme,
umumnya dengan menyediakan makanan dan
tempat berlindung.

: jenis insulin regular yang digunakan untuk

memenuhi kebutuhan insulin pada saat makan,
bekerja dalam tubuh sedikit lebih lama daripada
fast-acting insulin.

: kategori luas dari protein kecil yang penting dalam

pensinyalan sel.

: Tahap penelitian yang terjadi sebelum uji klinik

atau pengujian pada manusia yang bertujuan
mengevaluasi keamanan suatu produk baru.

: tingkat merusaknya suatu zat jika dipaparkan oleh

organisme.

: disebut juga dengan komersialisasi teknologi, adalah

proses memindahkan kemampuan, pengetahuan,
teknologi, metode manufaktur, sampel hasil
manufaktur, dan fasilitas, dari individu atau
organisasi ke pihak lain.

: Organise yang telah direkayasa, baik bentuk

maupun kualitasnya, melalui penyisipan gen atau
DNA bakteri, mikroba, atau virus untuk tujuan
tertentu.

: proses pemindahan suatu asam amino atau ke-

lompok asam amino dari suatu senyawa ke
senyawa yang lain.

: suatu pengujian khasiat obat baru pada manusia,

di mana sebelumnya diawali oleh pengujian pada
binatang atau uji pra-klinik. Pada dasarnya, uji
klinik memastikan efektivitas, keamanan, dan
gambaran efek samping yang sering timbul pada
manusia akibat pemberian suatu obat.
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Uji komparasi

Uji pra-klinis

Ultrasentrifugasi

Waktu Paruh
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: membandingkan secara langsung (head to head)

suatu produk biologi dengan originator atau obat
serupa yang sudah terdaftar di Indonesia, untuk
melihat kemiripan atau kesetaraan mutu, khasiat,
dan keamanan produk dalam penelitian yang
menggunakan rancangan dan prosedur yang sama.

: suatu uji yang dilakukan pada hewan coba dengan

tujuan membuktikan kebenaran khasiat dan ke-
amanan secara ilmiah terhadap suatu bahan/zat
yang diduga berkhasiat obat.

: Teknik khusus yang digunakan untuk mensen-

trifugasi molekul besar, seperti protein, dengan
kecepatan yang sangat tinggi, bisa mencapai
150.000 putaran per menit.

: Waktu yang dibutuhkan suatu zat untuk berkurang

menjadi setengah dari nilai awal.



Daftar Singkatan

ADCC : Antibody-dependent cellular cytotoxicity
AIDS : Acquired Immuno Deficiency Syndrome
ANVISA  : Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria
AOX : Alkohol oksidase

BHK21 : Baby hamster kidney

BPOM : Badan Pengawas Obat dan Makanan
BSA : Bovine Serum Albumin

BSMV : Barley Stripe Mosaic Virus

CCRC : Cancer Chemoprevention Research Center
CD : Circular Dichroism

CDC : Complement-dependent cytotoxicity
CE-HPLC : Cation exchange high performance liquid chromatography
cGMP : Current Good Manufacturing Practice
CHMP : The Committee for Medicinal Products for Human Use
CHO : Chinese Hamster Ovary

CML : Chronic myelogenous leukemia

CNS : Central nervous system

CPOB : Cara produksi obat yang baik

CPPs : Critical Process Parameters

CQAs s Critical Quality Attributes

€SC : Cibinong Science Center

DHFR : Dihydrofolate Reductase
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DNA : Deoxyribo Nucleic Acid

DSC : Differential Scanning Calorimetry

DSP : Downstream Processing

EDTA s ethylenediaminetetraacetic acid

EGFR : epidermal growth factor receptor

EGEFRVIII : EGER variant III

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

EMA : European Medicines Agency

EPO : Eritropoietin

Fab : Fragment antigen-binding

FACS : Fluorescence-Activated Cell Sorting

Fc : Fragment constant

FDA : Food and Drug Administration

FT-IR . fourier transform infrared

GCSF . granulocyte colony-stimulating factor

GLP-1 . Glucagon like peptide-1

GMP : Good Manufacturing Practice

GPI . Glycosylphosphatidylinositol

GS . Glutamine Synthetase

HATA : Human anti-toxin antibodies

HBcAg . hepatitis B core antigen

hEGFR : human EGFR

hEPO : human erithropoetin

hG-CSF  : human granulocyte colony stimulating factor

hI : human Insulin

HIV . Human Immunodeficiency Virus

HPR : human pancreatic ribonuclease

HSA : Human Serum Albumin

ICAM-1  : intercellular cell-adhesion molecule-1

ICH : the International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use

IEF . Isoelectric focusing

IFN : Interferon

Ig : Imunoglobulin

IgG : Imunoglobulin G
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INN : International Nonproprietary Names

ISRE . interferon stimulating response element

ITC . isothermal titration calorimetry

JAK-1 . janus activated kinase

KCKT : Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

KTD : Kejadian Tidak Diinginkan

LMWH  : Low Molecular Weight Heparin

MAPK : mitogen activated protein kinase

MFDS . Ministry of Food and Drug Safety

mRNA : Messenger Ribonucleic Acid

MTX : Methotrexate

NMR . nuclear magnetic resonance

PBB : Perserikatan Bangsa Bangsa

PBS : Produk Biologi Sejenis

PD : Pharmacodynamic

PEG . Polyethylene Glycol

PEI . polyethyleneimine

PHS Act  : Public Health Service Act

pl o titik isoelektrik

PK : Pharmacokinetic

PK/PD : farmakokinetik dan farmakodinamik

PLGA . polylactic-co-glycolic acid

PNGase F : Peptide-N-Glycosidase F

PPAA . polypropylacrylic acid

QbD . Quality by Design

RCB : Research Cell Bank

rG-CSF . recombinant Granulocyte Colony Stimulating Factor
r-hFSH . Recombinant Human Follicle Stimulating Hormone
r-hGH . Recombinant Human Growth Hormones

rHu-EPO : Recombinant human erythropoietin

RP-HPLC : Reverse phase high performance liquid chromatography
SBP . Similar Biotherapeutic Product

scFv : singe chain variable fragment

SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SPR : Surface plasmon resonance
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TR
TYK-2
SN
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. signal transducer and activator of transduction
. Stirred Tank Reactor

tangential-flow filtration
transferrin receptor

tyrosine kinase

Upstream Processing
ultraviolet-circular dichroism

. water for injection

World Health Organization
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